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RESUMO

No Brasil sdo encontradas nove espécies do género Anacardium, sendo trés delas endémicas.
Dentre elas a Anacardium humile St. -Hil, também conhecida como cajuzinho-do-cerrado ou
Cajui € uma das espécies nativa do Brasil e como indica seu nome € principalmente encontrada
no Cerrado, podendo ser encontrada também na Caatinga, Amazénia e Mata Atlantica. As
espécies dessa familia ttm se mostrado promissoras na busca de compostos bioativos,
comportando o maior numero de investigacdes, principalmente quanto aos seus constituintes
metabdlicos. O presente trabalho tem por objetivo avaliar o perfil fitoquimico e identificar o
potencial antioxidante, por métodos in vitro e in vivo, antimicrobiano e antibiofilme dos extratos
de folhas de A. humile St. Hil (Anacardiaceae). Foram utilizadas folhas de A. humile A. St.--
Hil coletadas no Parque do Catimbau, em Buique, Pernambuco e identificada conforme as
técnicas taxondmicas habituais e depositado no Herbario IPA, do Instituto Agronémico de
Pernambuco sob Voucher de nimero 93.117. As extracbes em sohxlet seguiram a ordem
eluotrdpica dos solventes: N-hexano (AhN), cloroformio (AhC), acetato de etila (AhE) e
metanol (AhM) e para o extrato bruto (AhW) o material foi extraido por sonica¢do em agua
destilada. O perfil fitoquimico foi determinado através das quantificacbes de fendis e
flavonoides, Cromatografia em Camada Delgada e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Os métodos antioxidantes in vitro foram o DPPH, ABTS, ATT, FRAP e Inibicdo da
peroxidacdo lipidica e a atividade antioxidante in vivo foi determinada através do modelo de
hepatotoxicidade induzido por Tetracloreto de carbono em camundongos. Cepas de S. aureus
foram cedidas pela colecdo do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de
Pernambuco, onde foi determinado o perfil de susceptibilidade e a avaliacdo da formacéao de
biofilme. Para as atividades antimicrobianas somente as amostras ricas em compostos fendlicos
foram utilizadas contra as cepas, e a atividade anti-biofilme foi analisada também por
Microscopia Eletronica de Varredura. Foram identificados nos extratos Flavonoides,
Saponinas, = Monoterpenos,  Sesquiterpenos,  Proantocianidinas  condensadas e
leucoantocianidinas. Como majoritarios, foi identificado o acido galico o do extrato AhE, e 0
acido elagico o composto do extrato AhM, no qual sdo compostos ja bem descritos na literatura
por suas varias funcdes, incluindo antioxidantes e antimicrobianos. O teste de toxicidade oral
mostrou que o extrato AhM das folhas de Cajui ndo apresenta toxicidade ao organismo vivo.
Os resultados obtidos nos testes de hepatoprotecdo comprovam o potencial antioxidante do
extrato por dimunuir os danos oxidativos causado pelo tetracloreto de carbono. O



reestabelecimento das enzimas hepéticas e a reducdo da peroxidagdo lipidica comprovam a
importancia dos compostos presentes na folha da A. humile. Os extratos AhE, AhM e AhW
testadas contra as cepas multirresistentes e cepas formadoras de biofilme e foram eficientes,
dentre eles o extrato AhM € o mais eficaz para inibir o crescimento microbiano e o extrato AhM
e AhW contra a aderéncia das cepas para formacdo do biofilme confirmado através da
microscopia eletrbnica de varredura. Dessa forma € possivel concluir que os compostos
encontrados na A. humile séo eficientes substancias antioxidante e antimicrobianas, devendo

ser explorados agora seus mecanismos de acao.

Palavras-chave: Caatinga. Hepatoprotetor. Staphylococcus aureus. Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

In Brazil, nine species of the genus Anacardium are found, and three of them are endemic.
Amongst them, the Anacardium humile St.-Hil, also called cajuzinho-do-cerrado or Cajui, it is
one of the Brazilian native species, mainly found in Cerrado, but can be found in Caatinga,
Amazonia and Mata Atlantica too. The species of this family have shown promising results in
the search for bio-active compounds, aggregating the largest number of investigations, mainly
their constituents metabolites. The aims of this work is to evaluate the phytochemical profile
and identify the antioxidant potential, using in vitro and in vivo methods, antimicrobial and
antibiofilm of A. humile St. -Hil (Anacardiaceae) leaf extracts. Leaves of the A. humile A. St.-
Hil were collected in Catimbau Park, Buique, Pernambuco, identified according to the usual
taxonomic techniques and deposited in the IPA Herbarium (Agronomic Institute of
Pernambuco) under Voucher n°® 93.117. The soxhlet extractions followed the solvents elution:
N-hexane (AhN), chloroform (AhC), ethyl acetate (AhE) and methanol (AhM). The aqueous
extract (AhW) was extracted by sonication in distilled water. Phytochemical profile was
determined by phenols and flavonoids quantification, Thin Layer Chromatography and High
Performance Liquid Chromatography. DPPH, ABTS, ATT, FRAP and Inhibition of lipid
peroxidation in vitro antioxidants methods were used and in vivo antioxidant activity was
determined from hepatotoxicity induced by carbon tetrachloride model. S. aureus strains were
acquired from a collection owned by Federal University of Pernambuco Antibiotics department,
where susceptibility profile and biofilm formation were evaluated. For antimicrobial activities,
only samples rich in phenolic compounds were utilized against the strains, and antibiofilm
activity was analyzed by Scanning Electron Microscopy. Flavonoids, Saponins, Monoterpenes,
Sesquiterpenes, Condensed proanthocyanidins and leucoanthocyanidins were identified in
extracts. Gallic acid is majoritarian compound in AhE extract and Ellagic acid is majoritarian
in AhM extract found through HPLC. These compounds have been described in other studies
mainly because of their functions, as antioxidant and antimicrobial. The Oral toxicity test
showed that AhM extract has no toxicity to the organism. The results of hepatoprotection prove
the potential antioxidant of AhM extract, because they reduce oxidative damage caused by
carbon tetrachloride. The normalization of hepatic enzyms and reduction of lipidic peroxidation
prove the importance of the compounds present in A. humile leaf. The extracts AhE, AhM and
AhW tested against the multi-resistant bacteria and biofilm forming strains were efficient,
among them the AhM extract is the best to inhibit the microbial growth and AhM and AhW



extracts are the best against the adhesion of the strains, confirmed by Scanning Electron
Microscopy. Therefore it is possible to conclude that compounds found in A. humile leaves are
efficient antioxidant and antimicrobial substances, and now their mechanisms of action should
be studied.

Key-words: Caatinga. Hepatoprotector. Staphylococcus aureus. Secondary metabolities.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga € um mosaico de arbustos espinhosos e florestas sazonalmente secas que
cobre a maior parte dosestados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, Bahia e a parte nordeste de Minas Gerais, no vale do Jequitinhonha (LEAL
et al., 2005). De acordo com o Instituto Chico Mendes (2017), atualmente a regido da Caatinga
possui 29 unidades de conservacdo no qual possuem planos de manejo diferentes para cada um.
Uma das areas de conservacgdo se encontra no estado de Pernambuco, o Parque Nacional do
Catimbau, no qual foi criado por decreto federal em 13 de dezembro de 2002, e esté localizado
na parte central de Pernambuco em uma regido conhecida como "Chapada de Sao José", que
inclui partes dos municipios de Ibimirim, Tupanantinga e Buique, e abrange uma area total de
62,300 hectares, essa regido é considerada de extrema importancia biolodgica pelo Ministério do
Meio Ambiente devido ao grande nimero de endemismos (MMA, 2002, BRASIL, 2002). A
maioria das chuvas na Caatinga (50-70%) é concentrada em trés meses consecutivos, apesar da
alta variacdo anual e dos longos periodos de seca serem frequentes (NIMER, 1972). O nimero
de meses secos aumenta da periferia para o centro da regido, e algumas localidades
experimentam periodos de 7 a 11 meses de baixa disponibilidade de agua para as plantas
(PRADO, D., 2003). Essas variagoes elevadas das condi¢cbes ambientais da Caatinga fazem
com que as proporcdes relativas de metabdlitos secundarios em plantas sejam alteradas, pois,
apesar da existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer modifica¢6es resultantes

da interacdo de processos bioquimicos, fisioldgicos e também ecoldgicos.

As plantas destinam uma quantidade significativa de carbono absorvido e energia para a
sintese de uma grande variedade de moléculas organicas que parecem ter um papel direto nos
processos fotossintéticos, respiratorio, a absorcdo de nutrientes, transporte de solutos ou de
sintese de proteinas, carboidratos ou lipideos, que sdo chamados de metabolitos secundarios.
Esses metabdlitos sdo sintetizados em pequenas quantidades e muitas vezes limitados a certa
familia, género, ou até mesmo a espécie (GARCIA, 2009). Embora metabolitos primarios
tenham um papel fundamental na sobrevivéncia da espécie, auséncia de metabolitos
secundarios ndo resulta em morte imediata, mas sim na disfuncdo de longo prazo de
sobrevivéncia do organismo, frequentemente desempenhando um importante papel na defesa
da planta. Estes compostos constituem um grupo extremamente diversificado de produtos
naturais sintetizadas por plantas, fungos, bactérias, algas e animais (AGOSTINI-COSTA et al.,
2012). Alguns metabolitos possuem funcGes especificas, como atraente e repelente de
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predadores, pigmentos que atraem insetos polinizadores, repelentes e pesticidas naturais, entre
outros. Uma simples classificacdo de metabolitos secundarios que inclui os principais grupos
é: terpenos (6leos essenciais de plantas, glicosideos cardiacos, carotendides e esterois),
compostos fendlicos (como acidos fendlicos, cumarinas, lignanas, estilbenos, flavonoides,
taninos e lignina) e compostos nitrogenados (tais como alcal6ides e glucosinolatos)
(AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

O género Anacardium inclui 20 especies aceitas, porém sdo indicadas em torno de 39
espécies (THE PLANT LIST, 2010). No Brasil sdo encontradas, nove espécies, sendo trés delas
endémicas. As espécies dessa familia tém se mostrado promissoras na busca de compostos
bioativos, comportando o maior numero de investigagdes, principalmente quanto aos seus
constituintes metabolicos. Dentre esses constituintes os compostos fendlicos e catecolicos, ou
ainda a mistura deles, chamadas de lipideos fendlicos, ou os terpenos, os flavonoides, entre
outros metabolitos (Correia, 2006). Dentre elas a Anacardium humile St. Hil, também
conhecida como cajuzinho-do-cerrado ou Cajui, nativa do Brasil e como indica seu nome é
principalmente encontrada no Cerrado, porém sendo encontrada também na Caatinga,
Amazonia e mata Atlantica (LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO BRASIL, 2016) (Figura
7). Vérios estudos ao longo dos anos vém buscando as propriedades medicinais da A. humile,
dentre eles essa espécie se destaca pelas propriedades: antilarvicida sobre 0 mosquito Aedes
aegypti do seu 6leo (PORTO et al., 2008), atividade antiulcerogénica induzida por etanol na
mucosa gastrica de ratos de extratos a base de diclorometano e metanol de suas folhas
(FERREIRA-LUIZ, 2010), propriedades hipoglicemiantes do extrato aquoso (URZEDA,
2013), atividade antimicrobiana contra cepas ATCCs de fracGes rica em taninos das folhas da
A. humile (FERREIRA, 2012), entre outros. Sendo assim os estudos desta espécie ainda sdo
escassos e futuros trabalhos aborbando seu potencial fard com que essa espécie seja preservada

cada vez mais.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o perfil fitoquimico e identificar o potencial
antioxidante, por métodos in vitro e in vivo, antimicrobiano e antibiofilme dos extratos de folhas
de A. humile St. Hil (Anacardiaceae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Preparar os extratos de folhas da A. humile com solventes organicos;

b) Identificar os metabdlitos secundarios dos diferentes extratos;

c) Avaliar a atividade antioxidante dos extratos;

d) Identificar o potencial antimicrobiano frente a cepas de Staphylococcus aureus
multirresistentes a drogas;

e) Verificar a cinética de morte inicial das cepas de S. aureus;

f) Avaliar a atividade anti-biofilme dos extratos frente a cepas de S. aureus formadoras de
biofilme e analisar as alteragdes ultra-estruturais dos microorganismos por microscopia

eletrbnica de varredura (MEV).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CAATINGA

A Caatinga € um mosaico de arbustos espinhosos e florestas sazonalmente secas que
cobre a maior parte dos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, Bahia e a parte nordeste de Minas Gerais, no vale do Jequitinhonha.
Estendendo-se por cerca de 735.000 km? e é limitada a leste e a oeste pelas florestas Atlantica
e Amazonica, respectivamente, e ao sul pelo Cerrado (LEAL, I.N., et al, 2005). O termo
“caatinga” é de origem Tupi e significa “mata branca”, referindo-se ao aspecto da vegetagédo
durante a estacdo seca, quando a maioria das arvores perde as folhas e o0s troncos

esbranquicados e brilhantes dominam a paisagem (PRADO, D., 2003).

A origem da vegetacdo da Caatinga tem sido debatida ao longo de muitos anos, mas
resultados de estudos recentes sugerem que a Caatinga é parte de uma floresta tropical seca
sazonal que ocupou grandes areas da América do Sul em periodos mais secos e frios durante o
Pleistoceno (PENNINGTON, et al., 2004). Na regido nordeste do Brasil, florestas secas séo
bem representadas pela caatinga quese caracteriza por possuir um clima sazonal com uma curta
estacdo chuvosa (trés a seis meses) e uma estacdo seca mais prolongada (seis a nove meses) e
precipitacdo média anual que varia de 252 a 1.200 mm (NIMER, E., 1979). As éareas de
vegetacdo de caatinga, em geral, vém sofrendo muita perturbacdo antrépica, sendo
frequentemente utilizadas para o estabelecimento de atividades de agricultura ou utilizadas
como éreas de pastagens nativas (ARAUJO, et al., 2007).

Entretanto, estudos recentes vém demonstrando a importancia da Caatinga para a
conservacdo da biodiversidade brasileira (LEAL et al., 2003a). Ja foram registradas 932
especies de plantas vasculares (GIULIETTI, et al., 2004), 187 de abelhas (ZANELLA E
MARTINS, 2003), 240 de peixes (ROSA, et al.,, 2003), 167 de répteis e anfibios
(RODRIGUES, 2003), 62 familias e 510 espécies de aves (SILVA el al., 2003) e 148 espéciesde
mamiferos (Oliveira et al., 2003), porém o numero real de espécies na Caatinga &,
provavelmente, ainda maior, uma vez que 41% da regido nunca foi investigada e 80%
permanece subamostrada (TABARELLI E VICENTE, 2004). De acordo com o Instituto Chico
Mendes (2017), atualmente a regido da Caatinga possui 29 unidades de conservacdo no qual

possuem planos de manejo diferentes para cada um.
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Uma das areas de conservacgdo se encontra no estado de Pernambuco. A pequena area do
Estado de Pernambuco (98.079 Km?) ndo lhe permite possuirum tipo ou tipos proprios de
vegetacdo. As diferentes zonas fitogeograficas nele encontradas sdo parte ou repeticdes de
algumas das grandes zonas fitogeograficas do Brasil. Dessa forma, ocorrem em Pernambuco 4
zonas fitogeogréficas: do litoral, da mata, da caatinga e das savanas. A zona da Caatinga é a
maior das zonas fitogeogréficas e caracteriza-se por uma vegetacdo de porte médio a baixo,
tipicamente tropofila (decidua) rica de espinhos, dentre as espécies de Cactaceas e
Bromeliaceas. O clima é seco e 0 solo em grande parte é raso (LIMA, D.A., 2007). Dentro dessa
zona fitogeogréfica se encontra o Parque Nacional do Catimbau, no qual foi criado por decreto
federal em 13 de dezembro de 2002, e esta localizado na parte central de Pernambuco, dentro
de uma regido considerada de extrema importancia biologica pelo Ministério do Meio Ambiente

(MMA, 2002) devido ao grande numero de endemismos.

O Parque Nacional do Catimbau esta localizado na parte central do estado brasileiro de
Pernambuco, em uma regido conhecida como "Chapada de S&o José", que inclui partes dos
municipios de Ibimirim, Tupanantinga e Buique (Figura 1), e abrange uma area total de 62,300
hectares (BRASIL, 2002). Quatro principais vegetacdes podem ser distinguidas dentro da area
do parque (RODAL et al., 1998) - caatinga arbustiva, campos rupestres, brejos de altitude e

caatinga arbustiva perene.

Figura 1: Localizacdo do Parque Nacional do Catimbau dentro de Pernambuco e em relagdo aos municipios
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A maioria das chuvas na Caatinga (50-70%) é concentrada em trés meses consecutivos,
apesar da alta variacdo anual e dos longos periodos de seca serem frequentes (NIMER, 1972).
O numero de meses secos aumenta da periferia para o centro da regido, e algumas localidades
experimentam periodos de 7 a 11 meses de baixa disponibilidade de agua para as plantas
(PRADO, D., 2003).

Essas variagOes elevadas das condi¢bes ambientais da Caatinga fazem com que as
proporcOes relativas de metabolitos secundarios em plantas sejam alteradas, pois, apesar da
existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer modificacdes resultantes da
interacdo de processos bioquimicos, fisiolégicos e também ecoldgicos. De fato, os metabolitos
secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante,

portanto, sua sintese é frequentemente afetada por tais condi¢cGes ambientais.

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Uma das caracteristicas dos seres vivos € a presenca de atividade metabdlica. O
metabolismo nada mais é do que o conjunto de rea¢fes quimicas que ocorrem no interior das
células. No caso das células vegetais, 0 metabolismo costuma ser dividido em primério e
secundario (Figura 2). As plantas destinam uma quantidade significativa de carbono absorvido
e energia para a sintese de uma grande variedade de moléculas organicas que parecem ter um
papel direto nos processos fotossintéticos, respiratério, a absor¢do de nutrientes, transporte de
solutos ou de sintese de proteinas, carboidratos ou lipideos, que sdo chamados de metabolitos
secundarios. Esses metabdlitos sdo sintetizados em pequenas quantidades e muitas vezes

limitados a certa familia, género, ou até mesmo a espécie (GARCIA, A.A. 2009).
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Figura 2: Elementos basicos do metabolismo priméario em relacdo ao metabolismo secundario de plantas.
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Embora metabdlitos primarios tenham um papel fundamental na sobrevivéncia da
espécie, auséncia de metabolitos secundarios ndo resulta em morte imediata, mas sim na
disfuncéo de longo prazo de sobrevivéncia do organismo, frequentemente desempenhando um
importante papel na defesa da planta. Estes compostos constituem um grupo extremamente
diversificado de produtos naturais sintetizadas por plantas, fungos, bactérias, algas e animais
(AGOSTINI-COSTA, T.S., et al, 2012).

A idade e o desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes 6rgaos vegetais, séo de
consideravel importancia e influenciam ndo so a quantidade total de metabolitos produzidos,
mas também as proporcdes relativas dos componentes da mistura (BOWERS, M. D., et al,
1993). Além de outros fatores como: temperatura, disponibilidade hidrica, radiacao ultravioleta,
nutrientes disponiveis, altitude, poluicdo atmosférica e inducdo por estimulos mecéanicos ou
ataque de patdgenos (Figura 3) (GOBBO-NETO, L.; LOPES, N.P., 2007).
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Figura 3: Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos secundarios em plantas.
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Fonte: Gobbo-Neto, L.; Lopes, N.P., 2007.

Esses metabdlitos sdo produzidos em niveis mais altos durante uma transicdo de
crescimento ativo a fase estaciondaria 0 que caracteriza o metabolismo secundario como parte
integrante do metabolismo celular e biologia; ele depende de metabolismo priméario para
fornecer as enzimas necessarias, energia, substratos e maquinaria celular e contribui para a
sobrevivéncia a longo prazo do produtor (ROZE, L.V., et al, 2011). Alguns metabdlitos
possuem funcGes especificas, como atraente e repelente de predadores, pigmentos que atraem
insetos polinizadores, repelentes e pesticidas naturais, entre outros. Uma simples classificacdo
de metabolitos secundarios que inclui os principais grupos é: terpenos (6leos essenciais de
plantas, glicosideos cardiacos, carotendides e esterois), compostos fendlicos (como acidos
fenolicos, cumarinas, lignanas, estilbenos, flavonoides, taninos e lignina) e compostos
nitrogenados (tais como alcaldides e glucosinolatos) (AGOSTINI-COSTA, T.S., et al, 2012).

3.2.1 Terpenos

Terpenos sdo a maior e mais diversificada familia de produtos naturais, que variam em
estrutura de linear a moléculas policiclicas e no tamanho. Terpenos sdo feitos a partir de
combinacg6es de unidades chamadas de isopreno (C5). A biossintese dos terpenos consiste de

sintese do isopentenilpirofosfato (IPP) precursor, adicdo repetida de IPP e modificacdo



27

enzimatica secundaria (reacdo redox) do esqueleto para atribuir propriedades funcionais para
os diferentes terpenos. Os principais séo os terpenos monoterpenos (C10) e sesquiterpenos
(C15), mas Hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)
também existem. O terpeno que contém oxigénio € chamado um terpendide. Eles sdo
sintetizados a partir de metabdlitos priméarios por duas vias: &cido mevalonico, ativa no citosol,
onde trés moléculas de acetil-CoA se condensam para formar o &cido mevalonico, que reage
para formar isopentenil-difosfato (IPP), ou ainda a rota do fosfato de metileritritol (MEP) que

operam nos cloroplastos e também gera IPP (Figura 4) (BAKKALLI, F., et al., 2007).

Figura 4: Sintese dos terpenos e sua classificagdo quanto as unidades de isopreno que possuem.
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Os monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20), sdéo montados pela
juncdo de moléculas de isopreno, ja os triterpenos (C30), sdo resultado da jungdo de duas
moléculas de sesquiterpenos e os tetraterpenos (C40) de duas moléculas de diterpenos. Existem

ainda os politerpenos que sé@o juncdes de mais de 100 moléculas de isopreno.

Os monoterpenos sdo formados a partir do acoplamento de duas unidades de isopreno
(C10). Eles sdo as moléculas mais representativas constituem 90% dos 6leos essenciais e
permitem uma grande variedade de estruturas. Os sesquiterpenos sao formados a partir da
montagem de trés unidades de isopreno (C15). A extensdo da cadeia aumenta 0 numero de

ciclisagOes que permite que uma grande variedade de estruturas (BAKKALI, F., et al, 2007).

Os diterpenos surgem a partir de difosfato de geranilgeranilo, e apresentam unidades de
20 atomos de carbono no seu esqueleto de base. Um dos mais simples e mais importante dos
diterpenos é fitol, uma forma reduzida de geranilgeraniol, que forma o lipéfilo de cadeia lateral
das clorofilas (VETTER, W.; SCHROEDER, M., 2011).

Triterpenos (C30) sdo uma grande classe de compostos que apresentam muitas atividades
biolégicas importantes; eles surgem de esqualeno, um acoplamento de duas unidades de
difosfato de farnesil (Abe, 1., 2007). A ciclizacdo de esqualeno, ou de 6xido de esqualeno leva
a um grande namero de diversos tipos esqueléticos de triterpeno estrutural, tais como lupano e
oleane (TANTILLO, D.J., 2011). Os esterdides sdo triterpendides modificado, sem os trés
grupos metilo em C-4 e C-14. Os esterdis sdo caracteristicos de eucariotas e em bactérias sao

escassamente distribuidos com variedade limitada de produtos (SUMMONS et al., 2006).

As saponinas sao um grupo de compostos naturais apresentando agliconas triterpénicas,
genina ou sapogenina, ligados covalentemente a uma ou mais unidades de glicose (AUGUSTIN
etal., 2011).

Outro grupo importante encontrado na classe dos terpenos séo os carotenoides (C40),
mais de 650 sdo encontrados na natureza, constituem o maior grupo de corantes naturais. Os
carotenoides s@o substancias com propriedades muito especiais possuidos por nenhum outro
grupo de substancias; que constituem a base das suas varias funcdes e a¢des variadas em todos
0s tipos de organismos vivos (BRITTON, G., 1995). Os carotenoides sdo biossintetizados por
plantas, algas, fungos, leveduras e bactérias e sdo compostos isoprendides, biossintetizados por
ligacdo cauda-a-cauda de duas moléculas de geranilgeranilo difosfato. Isto produz o esqueleto

de 40 carbonos a partir do qual todas as varia¢des individuais sao derivadas.
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3.2.2 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo essenciais para o crescimento e reproducgdo, atuam contra
patdgenos e alguns caracterizam a pigmentacéo de vegetais e sdo amplamente distribuidos na
natureza (NACZK, M., 2004).

Esses compostos sdo definidos quimicamente como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (LE,
S.J., et al, 2005). Sao sintetizados por duas rotas basicas: a rota do acido chiquimico e a do

acido malénico (Figura 5).

Figura 5: Sintese de compostos fenolicos
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Fonte: TAIZ, L. E ZEIGER, E. 2004.

As suas estruturas quimicas podem variar grandemente, incluindo fendis simples (Cs),
tais como derivados de acido hidrobenzoico, bem como polimeros de cadeia longa de elevado
peso molecular, tais como, ligninas (Ces-C3)n e taninos condensados (Cs-C3-Ce)n. Estilbenos
(Ce-C2-Cs) e o0s flavonodides (Ce-C3-Cs) sdo compostos fendlicos com peso molecular
intermédio que apresentam muitas atividades farmacoldgicas e bioldgicas (Agostini-Costa,
T.S., etal, 2012).
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Por causa da sua estrutura variavel, sdo multifuncionais, existindo cerca de cinco mil
compostos no qual destacam-se os flavondides, &cidos fendlicos, fenois simples, cumarinas,
taninos, ligninas e tocoferdis (SHAHIDI, F., 1999).

Os flavondides estdo presentes em todos os tecidos da planta. Sdo constituidos de em
esqueleto principal de quinze carbonos organizados em trés anéis principais na configuracdo
Ce-C3-Cs (HARBONE, J.B., 1999). Os ane¢is A e B sdo unidos por trés carbonos que formam
um anel heterociclico, denominado anel C, no qual as variacdes e substituices nesse anel
resultam nas importantes classes de flavonoides, que sdo os flavondis, flavonas, flavononas,
catequinas, isoflavonas e antocianidinas (HOLLMAN, P.C.H., et al., 1999).

Os é&cidos fendlicos possuem como caracteristica um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo
principalmente propriedades antioxidantes para os vegetais. Sao divididos em dois principais
grupos. Primeiramente os derivados de acidos benzoicos, que possuem sete &tomos de carbono
(Cs -Cy) caracterizando os acidos fenolicos mais simples encontrados na natureza. O segundo
grupo é formado pelos derivados dos &cidos cindmicos, que possuem nove atomos de carbono
(Cs-C3), as cumarinas sdo reprezentantes desse grupo no qual derivam do &cido cinamico por

ciclizacdo da cadeia lateral do &cido o-cumarico (SOARES, S.E., 2002).

Os taninos sdo polifendis de alto peso molecular e, segundo a estrutura quimica, sdo

classificados em taninos hidrolisaveis e taninos condensaveis (ANGELO, P.M., 2007).

Por ultimo os tocoferois, que sdo compostos monofendlicos, existentes em vegetais,
principalmente em sementes oleaginosas e folhas. Sua estrutura quimica pode ser representada

por cadeia saturada ligada ao anel ou cadeia insaturada (SHAHIDI, F., 1992).

3.2.3 Alcaloides

A definicdo mais aceita dos alcaloides foi apresentada por Pelletier sdo substancias
organicas ciclicas contendo nitrogénio em um estado oxidativo negativo que possui uma
distribuicdo limitada entre os organismos vivos (Figura 6) (Simdes C.M.O, et al., 2017). A
maioria desses compostos é derivada dos aminoacidos tirosina e triptofano, e alguns derivam
da ornitina (AGOSTINI-COSTA, T.S,, et al, 2012). Sdo compostos geralmente heterociclicos

embora alguns sejam compostos nitrogenados alifaticos como a mescalina ou colchicina, por
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exemplo. Eles sdo encontrados em cerca de 20% das plantas vasculares, na maior parte das
dicotiledoneas herbaceas (GARCIA, A.A. 2009).

Figura 6: Estrutura quimica de alguns alcal6ides conhecidos.
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Fonte: http://www.infoescola.com/compostos-quimicos/alcaloides/.

Alcal6ides constituem um grande grupo de metabolitos secundarios, com mais de 12.000

substancias isoladas. Uma enorme variedade de férmulas estruturais, proveniente de vias

biossintéticas diferentes onde suas atividades farmacoldgicas sdo caracteristicas do grupo
(BRIELMANN, H.R., et al., 2008).

Evidéncias arqueoldgicas tém demonstrado o uso de alcaldides (usando plantas ou

extratos) desde 4000 a.C., e eles continuam sendo amplamente utilizados ainda hoje
(ROBERTS, M.F.; WINK, M., 1998). Muitos deles sdo toxicos e podem causar a morte, mesmo

em pequenas quantidades. Esses compostos em plantas e animais parecem ser responsaveis por

mecanismos de defesa, pois sua toxicidade € uma boa arma para inibir a acdo de predadores,
como herbivoros (AGOSTINI-COSTA, T.S., et al, 2012).

3.3

FAMILIA ANACARDIACEAE

De acordo com o The Plant List (2010) a familia Anacardiaceae é 0 maior grupo de

angiospermas, no qual englobam mundialmente cinco tribos, Dobineeae, Anacardieae,

Spondiadeae, Rhoeae, Semecarpeae, no qual se encontram 72 géneros que se encontram

distribuidas em torno de 600 espécies.
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No Brasil, da Tribo Anacardieae, se encontram 53 espécies distribuidas em 18 géneros
(Anacardium, Antrocaryon, Apterokarpos, Astronium, Campnosperma, Cyrtocarpa, Garuga,
Lithrea, Loxopterygium, Mangifera, Mauria, Myracrodruon, Poupartia, Schinopsis, Schinus,
Spondias, Tapirira e Thyrsodium) sendo 13 delas endémicas distribuidas por todo territério
(Flora do Brasil). Essas plantas se apresentam como arvores, arbustos ou subarbustos verdes,
andromonoica com flores funcionalmente estaminadas e bissexuais na mesma influorescéncia.
(LINNAEUS Sp., 1753).

O género Anacardium inclui 20 espécies aceitas, porém sdo indicadas em torno de 39
espécies (THE PLANT LIST, 2010). No Brasil sdo encontradas, 9 espécies, sendo 3 delas
endémicas. As espécies dessa familia tem se mostrado promissoras na busca de compostos
bioativos, comportando o maior niumero de investigacdes, principalmente quanto aos seus
constituintes metabolicos. Dentre esses constituintes os compostos fendlicos e catecolicos, ou
ainda a mistura deles, chamadas de lipideos fendlicos, ou os terpenos e flavonoides, entre outros
metabolitos (CORREIA, S.J., 2006).

Dentro desse género a espécie mais estudada é a Anacardium ocidentale, também
conhecida como Cajueiro, habita a Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
também o Pantanal. Outra espécie importante nesse género é a Anacardium humile St. Hil,
também conhecida como cajuzinho-do-cerrado ou Cajui, nativa do Brasil e como indica seu
nome é principalmente encontrada no Cerrado, porém sendo encontrada também na Caatinga,
Amazonia e mata Atlantica (LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO BRASIL, 2016) (Figura
7).
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Figuras 7: Partes da Anacardium humile St. Hil. Fonte: Saint-Hilaire, A.F.C.P. 1831

ANACARDIUM penilem,

-

Obra Original. Flora Brasiliensis, vol. 12, part. 2, tab. 88.

Varios estudos ao longo dos anos vém buscando as propriedades medicinais da A. humile,
dentre eles essa especie se destaca pelas propriedades: larvicida sobre o mosquito Aedes aegypti
do seu Oleo (PORTO, et al, 2008), atividade antiulcerogénica induzida por etanol na mucosa
gastrica de ratos de extratos a base de diclorometano e metanol de suas folhas (FERREIRA-
LUIZ, A., 2010), propriedades hipoglicemiantes do extrato aquoso (URZEDA, M.A., 2013),
atividade antimicrobiana contra bactérias ATCCs de fragdes rica em taninos das folhas da A.
humile (FERREIRA, P.R.B., 2012), entre outros. Sendo assim 0s estudos desta espécie ainda
sdo escassos e futuros trabalhos aborbando seu potencial fard com que essa espécie seja

preservada cada vez mais.
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3.4 RADICAIS LIVRES E EXTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres sdo &tomos, moléculas ou ions com elétrons ndo emparelhados que séo
altamente instaveis e ativos para reagdes quimicas com outras moléculas. A geracao de radicais
livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e fisioldgico, cumprindo funcgdes
bioldgicas relevantes. Durante 0s processos metabdlicos, esses radicais atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons nas vérias rea¢des bioquimicas. Os mecanismos de
geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas mitocondrias, membranas celulares e no
citoplasma (BARBOSA, K.B.F. et al, 2010).

Esses radicais sdo produzidos como uma parte normal do metabolismo; dentro da
mitocOndria, através da xantina-oxidase, nos peroxissomos, nos processos inflamatorios, na
fagocitose, isquemia, e no exercicio fisico, porém também existem fatores externos que ajudam
a promover a producdo de radicais livres como: o fumo, os poluentes ambientais, a radiagéo, o
uso excessivo de medicamentos, 0s pesticidas e os solventes industriais (LOBO, et al., 2010).
Em condicdes fisioldgicas, os organismos aerdbicos metabolizam 85% a 90% do oxigénio (O2)
consumido na mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons. Os restantes 10% a
15% sdo utilizados por diversas enzimas oxidases e oxigenases €, ainda, por reacdes quimicas
de oxidacdo direta (SCHNEIDER, C.D., 2004).

Os radicais livres sdo derivados de trés elementos: oxigénio, nitrogénio e enxofre.
Criando, assim, espécies reativas de oxigénio (EROs) (Figura 8), espécies reativas de nitrogénio
(ERNS) e espécies reativas de enxofre (ERSs). EROs incluem os radicais livres como o anion
superoxido (O27), radical hidroperoxil (HO2'), radical hidroxila ((OH), o éxido nitrico (NO), e
outras espécies, como o peroxido de hidrogénio (H20.), oxigénio singlete (*O), acido
hipocloroso (HOCI) e peroxinitrito (ONOO"). ERNs derivam de NO atraves da reagdo com O
e formacdo de ONOQO-, ja as ERSs séo facilmente formadas por meio da reacdo com radicais
tidis com qualquer umas das EROs (CAROCHO, M., 2013).
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Figura 8: Descricdo geral das reacfes que conduzem a formacao de ROS. Setas verdes representam a peroxidacao
lipidica. Setas azuis representam as reaces Haber-Weiss e as setas vermelhas representam as reacoes de Fenton.
As letras em negrito representam radicais livres. SOD - enzima superdxido-dismutase, CAT - enzima catalase.
Adaptado de Ferreira et al. (2009) e Flora (2009).
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Fonte: CAROCHO, M., 2013, adaptado por RAMOS, B.A., 2017

O radical hidroperoxil (HO2') se dissocia em pH 7, para formar o anion superoxido (02
). Este radical é extremamente reativo e pode interagir com um ndmero de moléculas
(CAROCHO, M., 2013). O H20, apesar de ndo ser um radical livre, por ndo ter um elétron
desemparelhado na sua Gltima camada eletrénica, é uma espécie com alto potencial reativo. Por
participar da reacdo de geracdo de radicais hidroxilas possuem uma acao deletéria potencial,
uma vez que esse se constitui no mais reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer
estrutura celular que se encontre préxima. Esse radical possui vida longa e é capaz de atravessar
as membranas celulares apresentando-se potencialmente toxico para as células. Esta toxicidade
pode ser aumentada em dez mil vezes pela presenca de ferro (BARBOSA, K.B.F., et al, 2010).
Se o peroxido de hidrogénio reage com um catalisador como Fe?*, a reagdo de Fenton pode
ocorrer (Fe?* + H,02> Fe3* + OH" + OH") formando radical hidroxila (FLORA, S.J.S., 2009).
As EROs desempenham papéis importantes na biologia celular, j& que em baixos niveis as
EROs sdo indispensaveis em muitos processos bioquimicos, incluindo mensagens
intracelulares, diferenciacdo celular, apoptose, imunidade e defesa contra microorganismos
(LIMA, F.O., 2012).
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No que diz respeito a ERNs, o mecanismo de formagdo de ONOO é: NO' + Oy
(SQUADRITO, G.L.; PRYOR, W.A,, 1998), e finalmente, ERSs derivam, sob condicdes
oxidantes, a partir de tiois para formar um dissulfeto que, com a continuacdo da oxidacdo pode
resultar em qualquer dissulfeto-S-mondxido ou dissulfeto-S-dioxido como uma molécula
intermediéria, podendo assim resultar na formagé&o de &cido sulfinico ou sulfenilo (GILES, G.I.
etal., 2001).

Os radicais livres tém diferentes tipos de mecanismos de reacéo, eles podem reagir com
varias moléculas por: doacdo de elétrons, reducdo dos radicais ou aceitacdo de elétrons,
oxidando os radicais; captando hidrogénios, através de reacdes de adicdo, auto-aniquilagéo e
por desprotonacdo (SLATER, T.F., 1984).

O equilibrio entre a producéo e a neutralizacao de radicais livres por antioxidantes é muito
delicada, e se esse equilibrio tende a sua superproducédo, as células comecam a sofrer as
consequéncias do estresse oxidativo (WIERNSPERGER, N.F., 2003). Em seu trabalho Carocho
(2013) evidencia que o desequilibrio os produtos oxidantes e antioxidantes tem sido associado
a muitas doencas graves como: doencas cardiovasculares, incluindo a aterosclerose e acidente
vascular cerebral, distarbios neuroldgicos, distarbios renais, distarbios hepaticos, hipertenséo,
artrite reumatdide, sindrome de dificuldade respiratéria do adulto, doencas de deficiéncia auto-
imune, inflamac&o, distdrbios degenerativos associados ao envelhecimento, diabetes mellitus,
complicacBes diabéticas, cataratas, obesidade, autismo, doenca de Alzheimer, doencas de
Parkinson e de Huntington, vasculite, glomerulonefrite, lGpus eritematoso, Ulceras gastricas,

hemocromatose e pré-eclampsia, entre outros.

3.5 ANTIOXIDANTES

Antioxidante é um antigo termo, que no inicio era aplicado para a descri¢éo de inibidores
de processos oxidativos, 0s quais sdo capazes de reagir com radicais peroxil. Atualmente, este
termo é frequentemente aplicado a todos os inibidores de radicais livres. Os antioxidantes sdo
substancias que, mesmo presentes em baixas concentracdes em relagdo ao substrato oxidante,
podem atrasar ou inibir as taxas de oxidacédo (Figura 9) (LIMA, F.O., 2012). O sistema de defesa
antioxidante tem a funcéo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos
radicais livres ou das espécies reativas. Tais agdes podem ser alcangadas por meio de diferentes

mecanismos de acdo: impedindo a formacédo dos radicais livres ou espécies reativas (sistemas
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de prevencdo), impedindo a acdo desses (sistemas varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo

e a reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas (sistemas de reparo) (BARBOSA, K.B.F. et

al, 2010).

Figura 9: O equilibrio aproximado de antioxidantes e espécies reactivas in vivo. Adaptado a partir de Halliwell,

B. (2008) com a permisséao de Elsevier.
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Os antioxidantes podem ser divididos em enzimaticos e ndo enzimaticos. Os enzimaticos

ajudam o organismo a manter o equilibro entre os niveis de radicais livres, 0s ndo-enzimaticos,

dao suporte a esse processo, visto que as vezes do as respostas celulares nao sdo suficientes.

3.5.1 Enzimaticos

Os principais antioxidantes enzimaticos sdo: superdxido dismutase (SOD), catalase

(CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). A superoxido desmutase existe
em duas formas (MnSOD mitocondrial e citoplasmatica Cu-ZnSOD), A SOD catalisa a
dismutacdo do radical superoxido em H202 e Oz~ na presenca de préton H*. Esta reacdo é
seguida por inativacdo do perdxido de hidrogénio pela catalase que converteo H>O, em &gua e

oxigénio. A glutationa peroxidase, na presenga de glutationa reduzida (GSH), também converte
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H>0> a &gua. As enzimas CAT e GPx agem com o mesmo propdsito, ou seja, o de impedir o
acumulo de perdxido de hidrogénio (BARBOSA, K.B.F. et al., 2010).

Reacdo da GPx a glutationa reduzida é oxidado para a GSSG; GSH é regenerada a partir
da GSSG pela enzima GR (Figura 10) Assim, a GPx merece atencdo especial, uma vez que sua
acao depende da manutencéo do ciclo redox da glutationa, por meio do controle da relagdo entre
glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (ROVER, Jr.L., 2001).

Figura 10: Integragdo dos sistemas de defesa enzimatico. Nota: Por meio da reacdo de dismutacéo, a superdxido
dismutase (SOD) catalisa a geracdo de peroxido de hidrogénio (H20;) a partir do radical superéxido (Oz). As
enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) se integram para impedir o acimulo de H.0, que, apesar

de ndo ser um radical livre, é igualmente reativo e capaz de promover danos potenciais.
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Fonte: Rover, Jr.L., 2001.

A atividade da maioria das enzimas depende da participacdo de co-fatores enzimaticos,
gue sdo geralmente ions metalicos como, manganés, zinco e cobre. Deficiéncia nesses co-

fatores pode alterar a atividade dessas enzimas.

3.5.2 Nao-enziméaticos

Os principais antioxidantes ndo-enzimaticos sdo o a-tocoferol (vitamina E), o acido

ascorbico (vitamina C), a glutationa (GSH) e os flavonoides.
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A vitamina E é um antioxidante eficiente que interrompe a peroxidacao lipidica, doando
hidrogénio aos radicais peroxil formando radicais tocoferoxil que, ndo sdo reativos e séo
incapazes de continuar a reacdo oxidativa em cadeia. A vitamina E é o Unico grande
antioxidante lipossolavel, encontrado no plasma, células e tecidos vermelhos, que protege a

integridade das estruturas de lipideos, principalmente membranas (CAROCHO, M., 2013).

O acido ascorbico é uma molécula usada na hidroxilacdo de varias rea¢fes bioquimicas
nas células. Em valores de pH normalmente encontrados no meio intracelular, o &cido ascérbico
encontra-se predominantemente na sua forma ionizada, o ascorbato. O ascorbato age
indiretamente na desidratacdo de residuos de prolina do coladgeno. O colageno, uma proteina
estrutural fundamental, necessita ter determinados residuos de prolina na forma hidroxiprolina
para manter uma estrutura tridimensional correta (LEHNINGER, 2005). Por outro lado, o &cido
ascorbico pode atuar como catalisador na reacdo de Fenton, promovendo a reducdo de ions
férricos em ions ferrosos. Assim, o acido ascorbico pode ser tanto um antioxidante, quanto um
pré-oxidante dependendo das condic¢des (LIMA, F.O., 2012).

A glutationa (GSH) € um tripeptideo (g—L-glutamil-L-cisteinil-glicina), que desempenha
varias funcées no organismo. O &cido ascérbico e GSH séo 0s mais importantes antioxidantes
sollveis em meio aquoso encontrados nos organismos vivos. A atividade antioxidante da
glutationa é especialmente importante no cérebro, que contém niveis relativamente baixos de
SOD, catalase e glutationa peroxidase. Neste caso, a alteracdo do metabolismo de GSH pode
contribuir para patogénese de doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson
(DENISOV, E.T., 2005).

Os flavonoides sdo um grupo de compostos antioxidantes compostas de flavondis,
flavanols, antocianinas, isoflavondides, flavanonas e flavonas. As propriedades antioxidantes
sdo conferidas pelos grupos hidroxila fendlicos ligados a estruturas do anel C e eles podem
atuar como agentes redutores, os doadores de hidrogénio, desativadores de oxigénio singleto,
varredores de radicais superdxido e ainda como agentes quelantes de metais. Alguns dos mais
importantes sdo os flavonoides catequina, catequina galato, quercetina e campferol
(CAROCHO, M., 2013).

3.6 RESISTENCIA BACTERIANA
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A resisténcia bacteriana emerge como um problema mundial de satde publica atraindo a
atencdo de Orgdos governamentais nacionais e internacionais como Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e associacOes de
controladores de infeccbes hospitalares, além da indastria farmacéutica internacional
(BECKER, K., 2006). No Brasil representa um grande 6nus sdcio-econdmico para as
instituicbes em decorréncia dos custos hospitalares e em relacdo ao paciente pelo
prolongamento do periodo de afastamento de suas atividades profissionais e familiares
(RHABAE et al., 2000).

A Organizacdo Mundial da Salde recentemente categorizou bactérias resistentes a
multiplas drogas como uma das trés principais ameacas a saude humana (BASSETTI, M., et
al., 2011). No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, mais de 70% das bactérias que
causam infec¢Oes hospitalares sao resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos comumente
utilizados para o tratamento dos pacientes, no qual requerem tratamento com farmacos de
segunda e terceira geracdo, que podem ser menos efetivos, mais toxicos ou mais caros
(MARTINS, I.S., 1998).

As bactérias desenvolveram frente a exposicao aos farmacos, enzimas inativadoras dos
mesmos que promovem a transferéncia de agrupamentos quimicos ou possuem atividade
hidrolitica, como as conhecidas B-lactamases que clivam anéis B-lactamicos de penicilinas e
cefalosporinas, desencadeando a perda da funcdo antimicrobiana (WRIGHT, G.D., 2005). A
impenetrabilidade ao antibio6tico pode ser também aumentada pela diminuicéo de receptores de
membrana para antibidticos e pela existéncia de proteinas especificas para a exportacdo de

substancias nocivas ao metabolismo celular, como as bombas de efluxo (CLOETE, T.E., 2003).

Cepas bacterianas podem se tornar resistente a um determinado antibidtico sem a
necessidade de contato prévio com a droga. Existem diversos mecanismos de resisténcias ja
elucidados. Na resisténcia intrinseca algumas bactérias ja possuem em seu DNA genes que
codificam resisténcia a determinado antibiotico, podendo ser inativo, ativo ou induzido por
exposicdo a alguma droga especifica. MutacOes génicas espontaneas, induzidas ou
recombinagOes podem resultar na expressdo e multiplicagdo de um gene resistente (COHEN,
F.L., 1997) e a atraves de mecanismos de transducdo e conjugacao, elementos conhecidos como
plasmideos (DNAs extracromossomais, circulares e pequenos com replicacdo autébnoma,
presentes no interior da célula bacteriana) e transposons (que sdo segmentos moveis

especializados de DNA e que podem estar inseridos aleatoriamente em plasmideos e/ou
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cromossomos bacterianos) outras bactérias podem adquirir, essa carga genética externa

conferindo um gene de resisténcia do qual ndo possuia (BERGER, B.B., 2006).

Além desses mecanismos as bactérias podem se aderir a dispositivos meédicos
implantados ou ao tecido. Essas bactérias envolvem-se em uma matriz de polissacarideo e
proteina, conhecida como um biofilme (COSTERTON, J.W., 1999). A formac&o de biofilme é
importante porque este modo de crescimento estd associado com infecgBes cronicas e

subsequentes, devido a sua resisténcia inerente a quimioterapia antibidtico.

3.7 FORMACAO DO BIOFILME

A diversidade metabdlica e a capacidade de adaptacdo a estresses ambientais Sao
caracteristicas fundamentais dos microrganismos. As bactérias existem em dois estados de vida
basicos: como células plancténicas, também conhecidas como células de vida livre ou como
células sésseis, também conhecidas como biofilmes. As células planctonicas sdo importantes
para a rapida proliferacdo e propagacdo dos micro-organismos para novos territérios, enquanto
que as células sésseis caracterizam a cronicidade (COSTERTON, J.W., et al, 1978).

Comunidades associadas a superficie protegem as bactérias contra predadores e do
sistema imunoldgico, apoiar a divisdo do trabalho, fornecer uma barreira fisica e estrutural
contra estimulos mecénicos e fisicos, e promover a conservacdo do genotipo. Estas
comunidades podem ser persistentes e dificeis de remover uma vez formado, e esfor¢os para
compreender seu mecanismo de crescimento e homeostase (DUNNE JR. W.M., 2002). O
processo de formacdo de biofilme € caracterizado por cinco etapas (Figura 11). No primeiro
passo as células se fixam em superficies de modo reversivel. As bactérias utilizam uma
variedade de organelas e proteinas extracelulares para detectar e fixar a superficies, incluindo
flagelos, pili, fimbrias, fibras Curli, e proteinas da membrana externa (BULLITT, E. et a.l,
1995, THOMAS, W.E. et a.l, 2004). No segundo passo as células se fixam em superficies de
forma irreversivel. A secrecdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS) que consiste em
DNA, proteinas, lipideos, e lipopolissacarideos que facilitam a adesdo entre as células e as
superficies (FLEMMING, H.C.; WINGENDER, J. 2010). No passo seguinte as células
adsorvidas em superficies se replicam e crescem em microcoldnias. Estas bactérias segregam
EPS e tornam-se encapsuladas formando uma barreira fisica entre a comunidade e 0 meio

ambiente extracelular. A composicdo de EPS varia entre as espécies e as condi¢es de
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crescimento, e comunicacdo quimica entre células na comunidade estimula a sua formacéo e
secrecdo (BORLEE, B.R., et al., 2010). O quorum sensing (QS) é o exemplo melhor
caracterizado de comunicacdo quimica em bactérias. QS € um processo central na formacéo de
biofilme e um mecanismo que as células usam para reconhecer seu ambiente extracelular. Esse
processo modula uma variedade de fungdes celulares, incluindo a patogénese, a aquisicao de
nutrientes, conjugacao, motilidade, e a producdo de metabolitos secundarios (HARMSEN, M.,
et al., 2010). No quarto passo constituido agora por uma comunidade cresce numa estrutura
tridimensional e amadurece como biofilme e o EPS acumula e resiste as tensdes mecanicas e
descolamento da comunidade a partir da superficie do substrato. Como quinto e Gltimo passo
os biofilmes separam regides de células e dispersam o fluido em grandes quantidades, onde eles
podem adsorver sobre as superficies e formam biofilmes em novos nichos ambientais (HALL-
STOODLEY, L., etal., 2004 e COSTERTON, J.W., et al., 1987). Este passo € importante para

a propagacao e auto-renovacdo da comunidade.

Figura 11: Principais alvos para combate aos biofilmes microbianos: a inibicéo da formagdo de biofilmes via
bloqueio da adesdo bacteriana a superficie (etapa 1) ou 0 rompimento da comunicagéo celular bacteriana - Quorum

sensing (etapa 2) e erradicacdo ou tratamento de biofilmes j& formados (etapa 3).

Células  :Monocamada : Agregados ou : Biofilme maduro 3 | | Dispersio
plancténicas | aderida | microcolonias i

Fonte: Adaptado de MACEDO; ABRAHAM (2009).

Biofilmes podem envolver apenas uma ou diferentes espécies microbianas. No caso de
uma infeccdo multiespécie, algumas espécies apenas desempenham o papel de favorecer a
viruléncia e a organizacdo estrutural do biofilme, o que protege e permite a sobrevivéncia das
demais espécies envolvidas, que, por sua vez, participam ativamente da infeccdo

(BURMOLLE, et al., 2010). Considerando 0 modo como pode ser alcangada a inibigcdo da
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formacdo de biofilmes, duas grandes classificacGes podem ser feitas: através da inibicdo do
crescimento bacteriano, pelo uso de compostos bactericidas ou bacteriostéticos ou, através do
bloqueio da adesdo bacteriana e, consequentemente, da formacao de biofilme por uma via que

nédo envolve a morte.

3.8 A MATRIZ DO BIOFILME

Na maioria dos biofilmes, os microorganismos sdo responsaveis por menos de 10% da
massa seca, enquanto que a matriz pode ser responsavel por mais de 90%. A matriz é o material
extracelular, principalmente produzido pelos préprios organismos, em que as células do
biofilme sdo incorporadas. E constituida por um conglomerado de diferentes tipos de
biopolimeros - conhecidos como substancias poliméricas extracelulares (EPS) - que forma a
armacao para a arquitetura tridimensional do biofilme e é responsavel pela adeséo a superficies
e para a coesdo no biofilme (Figura 12). Vérias funcdes de EPS ja sdo conhecidas como: adeséo,
agregacdo de células bacterianas, coesdo do biofilme, retencdo de agua, barreira protetora,
absorcéo de ions inorganicos, fonte de nutrientes, troca de informacdes genéticas, aceptor e
doador e de elétrons, exportacdo e componentes celulares, retirar 0 excesso de nutrientes,
armazenar enzimas (FLEMMING, H.C.; WINGENDER, J. 2010).

Figura 12: Os principais componentes da matriz - polissacarideos, proteinas e DNA - sdo distribuidas entre as

células num padrdo ndo homogéneo, definindo-se diferencas entre as regides da matriz.

Fonte: FLEMMING, H.C. E WINGENDER, J. 2010.
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Alguns EPS, principalmente as capsulas, estdo associados de forma mais estreita com as
superficies celulares do que outros. A formacdo e manutencdo de comunidades microbianas
multicelulares estruturadas depende essencialmente da producdo e quantidade de EPS
(SUTHERLAND, I.W. 2001). A arquitetura dos biofilmes ¢ influenciada por muitos fatores,
incluindo as condic¢des hidrodinamicas, concentragdo de nutrientes, motilidade bacteriana e a
comunicacgdo intercelular, bem como exopolissacarideos e proteinas, no qual foi demonstrado
pela morfologia alterada de biofilmes produzidos por mutantes sem componentes de EPS
(FLEMMING, H.C.; WINGENDER, J. 2010).

Os polissacarideos sdo uma grande fracdo da matriz EPS (FR@LUND, B. et al., 1996). A
maioria sdo moléculas longas, lineares ou ramificadas com uma massa molecular de 0,5 x 10°
daltons a 2 x 10° daltons. Varios exopolissacarideos sdo homopolissacarideos, incluindo os
glucanos derivados de sacarose e frutanos produzidos pelos estreptococos em biofilmes orais,
e celulose formada por Gluconacetobacter xylinus, Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium
spp. e vérias espécies de familias Enterobacteriaceae (ZOGAJ, X. et al.,, 2001) e
Pseudomonadaceae (GOTZ, F. 2002).

Muitos polissacarideos sdo heteropolissacarideos que consistem de uma mistura de
residuos de aglcares neutros e carregados. Eles podem conter substituintes organicos ou
inorgdnicos que afetam grandemente as suas propriedades fisicas e bioldgicas.
Exopolissacarideos policatidnicos também existem tais como adesina intercelular, que é
composto de B-1,6-ligada N-acetilglucosamina com residuos parcialmente desacetilado. Esta
adesina foi descoberta em importantes agentes patogénicos nosocomiais tais como
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, que podem colonizar implantes médicos
e conduzir a infecgBes relacionadas com o biofilme (GOTZ, F. 2002), e desde entdo foi
detectado em uma gama de outras bactérias (JEFFERSON, K.K. 2009). Em muitas bactérias,
exopolissacarideos sdo indispensaveis para a formacao de biofilme e mutantes que ndo pode
sintetizar exopolissacarideos sdo severamente comprometidos ou incapazes de formar biofilmes
maduros (DANESE, P. N. 2000; MA, L. et al, 2009).

A matriz do biofilme pode conter quantidades considerdveis de proteinas que, em
conjunto, podem exceder em muito o teor de polissacarideos. Varias enzimas extracelulares
foram detectadas em biofilmes, muitos dos quais estdo envolvidas na degradacdo de
biopolimeros. A presenca de enzimas que degradam componentes EPS torna a matriz um
sistema digestivo que se decompde biopolimeros para produtos de baixa massa molecular, que
pode, entdo, ser absorvidos e utilizados como fontes de carbono e de energia. As proteinas nao
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enziméticas da matriz, tais como as proteinas de ligacdo a carboidratos de superficie celular
associada a extracelulares (chamadas lectinas), estdo envolvidas na formacéo e estabilizacdo da
rede de matriz de polissacarideo e constituem uma ligacéo entre a superficie bacteriana e EPS
extracelulares (FLEMMING, H.C.; WINGENDER, J. 2010). Outro grupo de proteinas
extracelulares s&o as proteinas de superficie associadas ao biofilme de (BAP) de S. aureus e as
proteinas BAP-like. Estas sdo proteinas de elevado peso moleculares sobre a superficie das
células bacterianas que promovem a formacao de biofilme em varias espécies bacterianas
(LASA, |.; PENADES, J. R. 2006). Elas sdo necessarias para a formac&o de um biofilme e
desempenham um papel em processos infecciosos bacterianos. Por ultimo, apéndices protéicos,
tais como os pili, fimbrias e flagelos também podem agir como elementos estruturais através

da interacdo com outros componentes da matriz EPS do biofilme.

Também sdo encontrados eDNA em biofilmes de diferentes origens, embora a quantidade
produzida pode variar mesmo entre espécies estreitamente relacionadas. eDNA é um
componente estrutural importante na matriz do biofilme de S. aureus (IZANO, E.A. 2008).
Lipideos encontrados na matriz sdo cruciais para a aderéncia (CONRAD, A. et al, 2003). EPS
tensoativos incluem surfactina, viscosin e emulsano, que pode dispersar substancias

hidrofébicas e tornéa-los biodisponivel.

Ainda assim, de todos os componentes a agua é de longe o maior deles. A matriz EPS
fornece um ambiente altamente hidratado que seca mais lentamente do que o0s seus arredores e,

portanto, isola as células de biofilme contra variacdes de 4gua do meio (OR, D, et al, 2007).

3.9 Staphylococcus aureus RESISTENTES A ANTIBIOTICOS

O género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, que formam arranjos semelhantes a
"cachos de uva", sdo anaerobios facultativos, e sensiveis a enzima lisostafina (HUBER,;
HUBER, 1989). A S. aureus € o patdgeno humano mais importante deste género, composto de
33 espécies, 17 das quais podem ser isoladas de amostras biologicas humanas (CHESNEAU et
al., 1993, HAJEK, 1992). Sdo amplamente distribuidos na natureza e fazem parte da microbiota
normal da pele e mucosa de uma grande parte de mamiferos (GIAMMARINARO et al., 2005).
Staphylococcus aureus € um simbionte comensale um patdgeno oportunista. Uma vez que S.
aureus invade tecidos do hospedeiro, ela pode desencadear doengas agudas e cronicas, como a

bacteremia, septicemia, endocardite e sindrome do choque téxico.
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Durante a fase inicial de crescimento, a S. aureus produz fatores que facilitam a
integracdo do tecido e a evasdo do sistema imunitario do hospedeiro que permite que as
bactérias se acumulem e formem um biofilme associado (KONG et al., 2006). Uma vez que
atinge a fase exponencial comeca a segregar um espectro de exoproteinas, incluindo proteases,
hemolisinas, antigenos, e, a0 mesmo tempo, regula negativamente os fatores associados a
parede celular, que conduz a dispersao do biofilme e a propagacao da infeccdo (DINGES et al.,
2000). Esta bactéria possui varios fatores de viruléncia que podem contribuir para sua
capacidade de produzir doenca. Entretanto, essas propriedades, e genotipicidade ndo sao
constantes em todas as cepas de S. aureus. Os principais fatores de viruléncia sdo: capsula,
peptidoglicano, 4&cidos teicdicos, proteina A, adesinas, hemolisinas, enzimas, toxinas
extracelulares e leucocidinas (KONEMAN et al., 2001). As toxinas estafilocdcicas também sédo
responsaveis pela necrose epidérmica téxica (sindrome estafilococica da pele escaldada),
sindrome do choque toxico (RIFAI et al., 1989, SEE et al., 1989) e intoxicacdo de origem
alimentar (OSTRO et al., 2002).

A resisténcia aos antimicrobianos em S. aureus pode ser codificada cromossomicamente
ou mediada por plasmidios. S. aureus possui trés mecanismos distintos de resisténcia a
meticilina: a) hiperproducdo de beta-lactamases; b) presenca de uma proteina ligadora de
penicilina (PBP protein binding penicilin) alterada denominada PBP2a; c) modificages na
capacidade de ligacdo das PBPs. As PBPs sdo enzimas que catalisam a etapa terminal da sintese
da parede bacteriana e se localizam na membrana celular da bactéria. As PBP 1, 2 e 3 sdo
essenciais e tém alta afinidade (sitios-alvo) com os antibioticos beta-lactamicos, unindo-se a
esses por ligacdes covalentes. A resisténcia a meticilina em estafilococos é devida a producéo
de uma PBP adicional, andmala, denominada PBP2a, que apresenta baixa afinidade com os
antibidticos beta-lactamicos. Esta proteina alterada é codificada por um gene cromossémico
denominado mecA, que é responsavel pela resisténcia intrinseca dos estafilococos meticilina a
todos os antibidticos beta-lactdmicos (CHAMBERS, 1997).

Desde a década de 1970, estafilococos meticilina resistentes tornaram-se a principal causa
de infeccBes hospitalares no mundo. A vancomicina era o Unico antibiotico efetivo contra os
mesmos, mas, em 1997, foram descritos S. aureus com resisténcia a vancomicina e a
teicoplanina. Tais estafilococos receberam a sigla VISA (S. aureus com resisténcia
intermedidria a vancomicina) e atualmente sdo denominados simplesmente de VRSA
(vancomycin resistant Staphylococcus aureus). Seu mecanismo de resisténcia esta associado a

uma ativacdo da sintese da parede celular. Em virtude da producéo elevada de componentes da
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parede celular (residuos de mucopeptideo) que reduzem a quantidade de antibiético que chega
ao seu local de agdo (membrana citoplasmética) (BOYLE-VAVRA et al., 2001), ocorre
hiperproducao das proteinas ligadoras de penicilinas PBP2 e PBP2’, espessamento da parede

celular e aprisionamento das drogas.

Pesquisas laboratoriais foram desenvolvidas com o fim de se obter cefalosporinas que
fossem resistentes a inativacdo por beta-lactamases, que apresentassem agdo contra bactérias
gram-negativas e que tivessem elevada poténcia contra os gram-positivos, especialmente contra
os estafilococos. A obtencdo de substdncias com estas caracteristicas deu origem as
cefalosporinas de quarta geracdo. A cefpiroma é o primeiro representante do grupo
(TAVARES, 2002). A cefpiroma é bastante ativa contra os cocos gram-positivos, incluindo
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sensiveis e resistentes a penicilina,

entretanto € pouco ativa contra os estafilococos meticilina resistentes.

Biofilmes de Staphylococcus aureus crescem constituindo uma densa camada de celulas
com uma matriz elaborada abrigando varios tipos de polimeros. Formacdo e maturacdo de
biofilme em S. aureus é dependente da interacdo entre varios reguladores, incluindo aqueles
codificados por sarA, agr, ica, e sigB (CUE, D., et al, 2009, LAUDERDALE, K.J. et al., 2009,
TAMBER, S. et al., 2009).

Esses biofilmes contém polimero de poli-N-acetil glucosamina (PNAG), que é também
referido como polissacarido de adesdo intercelular (PIA), e € sintetizado por enzimas
codificadas na ica-operon (O’GARA J.P.,2007). Além do PIA, as BAP proteinas também estao
envolvidos na formacéo do biofilme em varias estirpes (LASA, 1. et al., 2006, LATASA, C. et
al., 2006, CUCARELLA, C. et al., 2001). Outro sistema quorum sensing € o regulador de
acessorio de genes mediado por peptideo (AGR), que consiste de um operon que contém quatro
genes (agrBDCA) (RIEDEL C.U. et al., 2009, RIEU, A. et al., 2007).

Como os biofilmes sdo muito dificeis de erradicar, a capacidade das bactérias para formar
biofilmes representa um grande problema em varios cenérios industriais e medicinais, sendo
uma fonte persistente de contaminacdo (re) e/ou infeccdo, respectivamente. De acordo com
Souza, M.V, et al (2005), torna-se necessario, além do uso de altas concentragdes do antibidtico
para superar 0 mecanismo de inativagdo que o microorganismo dispde e uso da associagéo de
antibidticos, e principalmente o desenvolvimento de novos antimicrobianos que ndo sofram

acao dos mecanismos de resisténcia dos microorganismos.
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4 CONCLUSAO

o Através do perfil fitoquimico foi possivel observar que os principais componentes dos
extratos das folhas sdo compostos fendlicos. Dentre eles o principal composto do extrato
ACcEtA foi o acido galico, do extrato MeOH foi o &cido elagico, porém do extrato AHaq
ndo foi possivel determinar o marjoritario, sabendo-se somente que este extrato possuli

quantidades razoaveis de compostos fendlicos no geral.

o Os extratos das folhas da Anacardium humile, foram eficazes nos testes antioxidants in
vitro, especialmente o extrato metanélico, no qual ndo apresentou diferenca significativa

com a maioria dos padroes testados.

o Através da avaliacdo da Toxicidade aguda oral, observou-se que o extrato metanélico nao
possui toxicidade in vivo, na maior dose que foi de 2000mg/Kg.

o Nos testes in vivo, foi possivel confirmar a eficacia do extrato metandlico, visto que 0s
niveis dos pardmetros hepaticos diminuiram significativamente quando comparados com

0 grupo intoxicado por Tetracloreto de Carbono.

o O extrato aquoso ndo possui atividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus
aureus multirresisteentes testadas, porém novamente os extratos AcCEtA e MeOH foram

promissores nesta atividade.

o Na atividade antibiofilme, os extratos MeOH e AHaq foram mais promissores que o

extrato AcEtA, diminuindo a aderéncia do biofilme das cepas de S. aureus.

o Na Microscopia eletronica de varredura foi possivel evidenciar a diminui¢do da aderéncia
do biofilme, comprovando assim a eficicia dos extratos na anti-formacgéo do biofilme.
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RESUMO

Os radicais livres possuem diferentes papéis no organismo, porém o excesso dessas substancias
apresenta diversos efeitos deletérios ao DNA, proteinas e organelas, assim estando diretamente
envolvidos com diversas doencas. O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial
antioxidante de folhas da A. humile, através de métodos in vitro e in vivo, através da atividade
hepatoprotetora, bem como identificar quais 0s compostos responsaveis por tais atividades.
Foram utilizadas folhas de A. humile A. St.-Hil coletadas no Parque do Catimbau, em Buique,
Pernambuco, seguido de extracdo a quente em sohxlet, sequindo a ordem eluotropica dos
solventes: N-hexano (AhN), cloroférmio (AhC), acetato de etila (AhE) e metanol (AhM). Para
0 extrato bruto (AhW) o material foi extraido por sonicacdo em agua destilada. O perfil
fitoquimico foi determinado através das quantificacbes de fenois e flavondides e em
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os métodos in vitro foram o DPPH, ABTS, ATT,
FRAP e Peroxidacdo lipidica e a avaliagdo da atividade antioxidante in vivo foi determinada
através do modelo de hepatotoxicidade induzido por Tetracloreto de carbono em camundongos,
e entdo avaliados os pardmetros bioquimicos séricos, 0s niveis enzimaticos e a peroxidacao
lipidica. O potencial antioxidante dos extratos das folhas de A. humile se deve aos compostos
identificados, principalmente os majoritarios, sendo o acido galico o do extrato AhE, e o 4cido
elagico o composto do extrato AhM, no qual sdo compostos ja bem descritos na literatura por
suas varias funcdes, incluindo antioxidantes. O teste de toxicidade oral mostrou que os extratos
das folhas de Cajui ndo apresentam toxicidade ao organismo vivo. Os resultados obtidos nos
testes de hepatoprotecdo comprovam o potencial antioxidante do extrato por dimunuir os danos
oxidativos causado pelo tetracloreto de carbono. O reestabelecimento das enzimas hepaticas e
a reducdo da peroxidacdo lipidica comprovam a importancia dos compostos presentes na folha
da Anacardium humile.

Palavras-chave: Antioxidante, Hepatoprotetor, Anacardium humile, Compostos fendlicos
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INTRODUCAO

Os radicais livres possuem diferentes papéis no organismo, estando envolvidos em
processos fisioldgicos naturais como a producéo de energia, a fagocitose, o crescimento celular,
a sinalizacdo intracelular e a sintese de substancias bioldgicas importantes, porém o excesso
dessas substancias apresenta diversos efeitos deletérios ao DNA, proteinas e organelas, assim
estando diretamente envolvidos com diversas doencas (Alves e David, 2010) como, cancer,
aterosclerose, diabetes, Ulceras gastricas, doencas cardiovasculares e muitas outras (Murphy,
2009). Antioxidante é um antigo termo, que no inicio era aplicado para a descricdo de inibidores
de processos oxidativos, 0s quais sdo capazes de reagir com radicais peroxil. Atualmente, este
termo é frequentemente aplicado a todos os inibidores de radicais livres. Os antioxidantes sdo
substancias que, mesmo presentes em baixas concentracfes em relacdo ao substrato oxidante,
podem atrasar ou inibir as taxas de oxidacdo (Lima, F.O., 2012). Os principais antioxidantes
enzimaticos sdo: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR). Os principais antioxidantes nao-enzimaticos sdo o a-tocoferol
(vitamina E), o &cido ascérbico (vitamina C), a glutationa (GSH) e os compostos fendlicos,
como os flavonoides. Os flavondides sdo um grupo de compostos antioxidantes com
propriedades antioxidantes conferidos pelos grupos hidroxila fendlicos ligados a estruturas do
anel C e eles podem atuar como agentes redutores, os doadores de hidrogénio, desativadores de
oxigénio singleto, varredores de radicais superoxido e ainda como agentes quelantes de metais.
Alguns dos mais importantes sdao os flavonoides catequina, catequina galato, quercetina e
campferol (Carocho, M., 2013).

Extratos a partir de solventes organicos de diferentes tecidos vegetais vém sendo
amplamente investigados por suas propriedades farmacologicas (Paiva, 2010). Anacardium
humile St. Hil (Anacardiaceae), também conhecido como cajuzinho-do-cerrado € uma planta
arbustiva nativado Brasil, sendo uma espécie encontrada com frequéncia no cerrado e no
pantanal do Mato Grosso do Sul (Carvalho, 2005). O género Anacardium inclui 20 espécies
aceitas, porém sdo indicadas em torno de 39 espécies (The Plant List, 2010). No Brasil sdo
encontradas, 9 espécies, sendo 3 delas endémicas. As espécies dessa familia tem se mostrado
promissoras na busca de compostos bioativos, comportando 0 maior nimero de investigacdes,
principalmente quanto aos seus constituintes metabdlicos. Dentre esses constituintes 0s
compostos fendlicos e catecélicos, ou terpenos, flavonoides, entre outros metabolitos (Correia,
2006). Varios estudos ao longo dos anos vém buscando as propriedades medicinais da A.

humile, dentre eles essa espécie se destaca pelas propriedades: antilarvicida sobre 0 mosquito
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Aedes aegypti do seu 6leo (Porto, et al, 2008), atividade antiulcerogénica induzida por etanol
na mucosa gastrica de ratos de extratos a base de diclorometano e metanol de suas folhas
(Ferreira-Luiz, 2010), propriedades hipoglicemiantes do extrato aquoso (Urzéda, 2013),
atividade antimicrobiana contra cepas ATCCs de fragcdes rica em taninos das folhas da A.
humile (Ferreira, 2012), entre outros. Desta forma o presente trabalho tem como objetivo avaliar
o0 potencial antioxidante de folhas da A. humile, através de métodos in vitro e in vivo, através
da atividade hepatoprotetora, bem como identificar quais 0s compostos responsaveis por tais

atividades.

METODOLOGIA

Coleta do material e preparacao dos extratos

Folhas de A. humile St. Hil foram coletadas no Parque do Catimbau, em Buique,
Pernambuco. O material foi levado & estufa de circulagdo de ar forcado (40-45°C) por um
periodo de trés a quatro dias. As amostras foram identificadas conforme as técnicas
taxonémicas habituais e depositado no Herbario IPA, do Instituto Agrondmico de Pernambuco.
O material vegetal foi processado em moinho de bancada seguido de extracdo a quente em
sohxlet, seguindo a ordem eluotrdpica dos solventes: N-hexano (N-Hex), cloroférmio (CHCI3),
acetato de etila (AcEta) e metanol (MeOH). As amostras foram rotaevaporadas e deixadas em
temperatura ambiente para secagem completa do solvente. Para o extrato bruto (AHag) o
material foi extraido por sonicacdo em agua destilada para obtencdo do extrato bruto aquoso e

posteriormente liofilizado.

Avaliacéo Fitoquimica
Dosagem de Fenois Totais

O contetdo fendlico total foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu segundo Hua-
Bin Li, et al. (2008) com algumas modificacGes. Diferentes concentraces de &cido galico,
assim como as amostras, foram dissolvidas em metanol ou &gua (no caso da amostra aquosa).
Para cada poc¢o foram adicionados 0,1 mL da solucdo de Folin diluida de 1:10 (v/v) e 0,02 mL
das amostras diluidas. Apos 3 minutos no escuro, 0,08 mL de carbonato de sddio (7,5%) foi

adicionado, deixando por mais 120 minutos no escuro a temperatura ambiente. Apds esse
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periodo as absorbancias das amostras foram medidas a 765 nm contra um branco (reagente
adicionado ao metanol ao invés da amostra). Uma curva de calibracéo foi preparada através da
representacdo grafica da absorbancia em funcdo da concentracdo de &cido galico e entdo
encontrada a equacéo linear (y =0,0121x - 0,032, R2=0,9967). O teor total de fenol no extrato
foi expresso em termos de equivalente de &cido galico (mg EAG / g de extrato).

Dosagem de Flavonoides

A técnica colorimétrica com cloreto de aluminio descrita por Woisky e Salatino (1998)
foi utilizada para estimativa de flavonodides, com algumas modificacbes. Diferentes
concentragcfes de Quercitina, assim como as amostras, foram dissolvidas em metanol ou agua
(no caso da amostra aquosa). Em cada poco foi adicionado 0,1 mL do reagente de cloreto de
aluminio (2g de cloreto de aluminio diluido em etanol a 2%), e misturado a 0,1 mL das amostras
em triplicata. A mistura foi mantida em temperatura ambiente durante 60 minutos. A
absorbancia das amostras foi medidaa 420 nm contra um branco. A curva de calibracdo foi
preparada através da representacdo gréafica da absorbancia em funcdo da concentracdo de
Quercetina e entado encontrada a equacao linear (y = 0,0098x - 0,0483, R2 = 0,9957). O teor de

flavonoides total no extrato foi expresso como equivalente Quercitina (mg QE / g de extrato).

Identificagdo de compostos fendlicos atraves de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
- CLAE

A identificacdo dos compostos fenodlicos nas amostras foi determinada atraves de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Agilen 1260 infinity) usando a coluna Zorbax SB
(C18), 4,6 x 250 mm, 5 um, com temperatura de 30 °C. A separacdo cromatografica foi
realizada usando a fase movel de gradiente: A (agua acidificada) e B (acetonotrila), 0-15 mim
=92% de A e 8% de B, 16-30 min = 65% de A e 35% de B, com fluxo de 2,4 mL/min, usando
detector UV a 280 nm, em um volume de injecdo de 5 pL. Foram utilizados os compostos
padrdes puros (Sigma Aldrich): Acido caféico, Acido clorogénico, Acido galico, Acido elagico,
Acido trans-fertlico, Catequina, Quercitina e Rutina. A identificacdo de cada composto foi
estabelecida por tempo de retencdo e comparando o espectro UV dos picos obtidos com o0s

previamentes obtidos pela injecdo dos padrdes puros.

Atividades Antioxidantes in vitro

Preparo das amostras
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Para as atividades antioxidantes in vitro as amostras foras diluidas a 1 mg/mL em metanol
no caso dos extratos N-Hex, CHCIz, AcEtA e MeOH, e em &gua destilada no caso da amostra
AHag. Foram utilizados os padrées Acido Galico, BHT, Quercitina e Acido Ascdrbico também

diluidos a 1 mg/mL em metanol, afim de comparar as atividades dos extratos.
Sequestro de radicais livres pelo DPPH*

Neste ensaio a atividade sequestradora de radical livre do extrato, foi medida em termos
de doacdo de hidrogénio usando o radical estavel 2,2-difenill-picrilhidrazil (DPPH®). (Blios,
1958). Foi misturado 0,25 mL da solugdo de DPPH* (1 mM e DOs;7 = 0,650 + 0,05) em 0,04
mL de diferentes concentraces do extrato (31,25; 62,5; 125; 500 e 1000 pg/mL). Apos 25
minutos foi medida a absorbancia em 517 nm. O controle foi o DPPH adicionado a 0,04 mL de
metanol (solvente utilizado para diluir as amostras). A eliminacdo de radicais de DPPH* foi
calculada pela férmula: SRL [DPPH*] (%) = [(Aa — Ac) / Ac] x 100. Onde: Aa = Absorbancia

da amostra e Ac = Absorbancia do controle.
Atividade Antioxidante Total

Cem microlitros de cada amostra foram adicionados a 1 mL da solucdo de
fosfomolibdénio (600 mM de &cido sulfirico, 28 mM de fosfato de sodio e 4 mM de molibdato
de amonio), e posteriormente incubados em agua a 95 °C por 90 minutos. Apos voltarem a
temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram medidas a 695 nm contra um branco
(1 mL de solucdo e 0,1 mL do metanol) (Pietro, et al., 1999). A atividade antioxidante total
calculada pela formula ATT (%) = [(Aa— Ac) / (Aaa — Ac)] x 100, onde: Ac = Absorbéancia do

controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa = Absorbancia do 4cido ascérbico.
Reduc&o do fon Férrico

O ensaio de FRAP foi realizado segundo Benzie, et al. (1996), com algumas
modificagdes. A solucdo estoque foi preparada com 300 mM de tampéo acetato (3,1 g
CH3COONa e 16 mL CH3COOH) em pH 3,6, 10 mM de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine)
solubilizado em 40 mM de HCI, e 20 mM de solucdo de FeCls. A solucdo de trabalho foi
preparada na hora misturando, 25 mL do tampdao acetato, 2,5 mL de TPTZ e 2,5 mL FeCls
(10:1:1) e incubado por 5 min a 37 °C. Vinte microlitros das amostras em diferentes
concentragdes diluidas em metanol, foram misturadas com 0,180 mL do reagente de FRAP e
deixadas em repouso por 30 minutos a 37 °C no escuro. Posteriormente as absorbancias foram
medidas a 593 nm. Uma curva padrdo com FeSOa (0 - 1000pg/mL) foi realizada para obtencédo
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da equacdo Y = 0,0053x — 0,146, R? = 0,9849. Os resultados sdo expressos em mg EFeSOq (1)
/ g de extrato.

Inibicdo pelo radical ABTS**

O método do ABTS*" (2,2’-azino-bis-(3-etthylbenzothiazoline-6-sulfonate) foi feito
baseado em RE, et al. (1999) com algumas modificagdes. Uma solucdo estoque do radical
ABTS*" foi preparada dissolvendo 7 nM de ABTS** com 2,45 mM de Persulfato de potassio, e
deixado por 16 horas antes do uso. A solucao de trabalho foi preparada por dilui¢do da solugédo
de estoque em etanol até obter a absorbancia de 0,700 + 0.02 em 734 nm. Dez microlitros dos
extratos foram adicionados a 1 mL da solucdo de trabalho e lida exatamente apds 6 minutos da
reacao em espectofotometro a 734 nm. A porcentagem de inibicdo foi calculada através da
equacdo: Inibicdo do ABTS*" (%) = [(Ac — Aa) / Ac] x 100. Onde: Ac = Absorbancia do

controle e Aa = Absorbancia da amostra.
Peroxidacdo Lipidica

A peroxidacéo lipidica foi determinada segundo Kikuzaki e Nakatani (1993). Duzentos
microlitros da amostra, do padrdo (controle positivo) ou do branco (metanol ou agua) foram
adicionados em um tubo (separadamente) com 0,2 mL da solucdo de acido linoleico (2,5 M),
0,4 mL de tampdo fosfato (20 mM, pH 7) e 0,2 mL de &gua destilada (volume final 1 mL).
Posteriormente, os tubos foram incubados no escuro por 24 horas a 40 °C. Apds a incubacéo,
0,05 mL da mistura foi adicionado a 0,05 mL de etanol (75%), 0,05 mL da solucéo de tiocianato
de amonio (0,3 M) e 0,05 mL de solucdo de cloreto ferroso (20 mM) em um uma placa de
microtitulacdo de fundo chato. Ap6s 3 minutos, foi mensurada a densidade dtica em
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 500 nm. A mistura original voltou para
incubadora e 0 experimento foi realizado a cada 24h até 1 dia apds o controle positivo atingir o
seu valor maximo de absorbancia. Os resultados foram expressos em porcentagem de Inibicéo,
calculados pela formula: 1(%) = [( Abs do controle positivo do ultimo dia - Abs da amostra no

ultimo dia) / Abs do controle positivo do ultimo dia] x 100, onde abs € absorbancia.

Atividades antioxidantes in vivo
Animais e aspectos éticos

Foram utilizados camundongos Swiss machos (para ensaio de hepatoprotecédo) e fémeas

(para avaliacdo da toxicidade oral), com 8 semanas de idade, provenientes do Biotério do
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Departamento de Antibidticos. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada (22 £ 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12h, com livre acesso a comida e agua. Todos 0s
procedimentos experimentais que foram realizados estdo de acordo com as leis brasileiras para
experimentacdo com animais e serdo submetidos & Comissdo de Etica no Uso Animal da
Universidade Federal de Pernambuco. Protocolo n°: 23076.039016/2016-08.

Toxicidade aguda oral (up-and-down)

O protocolo foi realizado seguindo as orientagdes do “Guia para realiza¢ao de estudos de
toxicidade pré-clinica de fitoterapicos” (Brasil, 2004). Inicialmente, seis camundongos fémeas
foram tratados por via oral com o extrato de A. humile (2000 mg/kg) e observados quanto ao
aparecimento de sinais de toxicidade, tais como alteracdo de locomocgédo, frequéncia
respiratoria, piloerecdo, diarreia, sialorreia, alteracdo do tonus muscular, convulses,
hiperexcitabilidade do Sistema Nervoso Central, contor¢cdes abdominais e numero de animais
mortos, com possivel causa de morte. Os animais foram observados nos periodos de 0, 15, 30
e 60 minutos e a cada 4 horas (nas primeiras 24 horas) e diariamente durante 14 dias ap6s
administracdo, prazo que pode ser ampliado dependendo do aparecimento de sinais de
toxicidade, com o objetivo de observar a reversdo ou ndo destes sinais. Desde a 242 hora e até
14 dias apds administracdo da dose, foram observados a variagdo de peso e o consumo de
alimentos e de agua. Ao fim do periodo de observacdo, todos os animais sobreviventes foram
sacrificados e autopsiados. Caso fosse observadas alteracfes nas autopsias, estudos
histopatolégicos dos 6érgdos acometidos seriam realizados. Caso houvesse mortes, seriam
utilizadas outras doses para que se possa determinar a DLso (Dose letal: dose que mata 50% dos

animais).

Desenho experimental para inducdo Hepatotoxicidade por Tetracloreto de Carbono
(CCL4)

Os camundongos foram divididos em sete grupos (n=6). Os tratamentos foram
administrados durante os 5 dias por via oral e a inducéo com tetracloreto de carbono no segundo
e terceiro dia através de via intraperitoneal. Grupo I (controle normal) recebeu DMSO 2% em
agua destilada (10 mL/kg i.p.) por 5 dias e 6leo (10 mL/kg i.p.) no segundo e terceiro dia. Grupo
I1 (CCL4 intoxicado) recebeu DMSO 2% em agua destilada (10 mL/kg i.p.) por 5 dias e CCLa-
oleo (1:1, 2,0 mL/kg i.p.) no segundo e terceiro dia. Grupo Il (controle positivo) foram tratados
diariamente com silimarina (100 mg/kg) por 5 dias e recebeu CCLs-6leo (1:1, 2,0 mL/kg i.p.)
no segundo e terceiro dia, 30 minutos apds a administracdo da silimarina. Finalmente, os

Grupos IV e V (grupos testes) foram administrados oralmente com 100 ou 200 mg/kg do extrato
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metandlico de A. humile diluido em DMSO 2% em agua destilada por 5 dias. Os dois grupos
testes receberam CCLs-6leo (1:1, 2,0 mL/kg) no segundo e no terceiro dia 30 minutos apds a
administracdo do extrato (Tong, et al., 2015). Os camundongos foram mortos 24 horas ap0s o
ultimo tratamento e entdo o sangue foi coletado por puncao cardiaca e 0 soro separado para a
dosagens dos parametros bioquimicos, o figado foi removido e pesado, imediatamente apos a
pesagem um pedaco da amostra foi acondicionada em tampdo de extracdo e congelada para

posteriores dosagens.

GRUPOS (n =6)
Camundongos Swiss Machos

GRUPO
NAO TRATADO GRUPOS TRATADOS
Sham SR GRUPOS GRUPO
Agua destilada Controle negativo TESTES Controle Positivo
Somente CCL4: Oleo Silimarina (100 mg/Kg)
GRUPO GRUPO
Dose 1 Dose 2
Extrato (100 mg/Kg) Extrato (200 mg/Kg)

Determinacéao das func6es hepaticas in vivo

As dosagens de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (FA), albumina, bilirrubina total e proteinas totais no soro foram realizadas

utilizando kits comerciais da Labtest.
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Preparo do homogeneizado do tecido coletado para utilizacao nas técnicas bioquimicas

O tecido coletado foi homogeneizado em tampé&o de extragdo (Tris base 100 mM, pH 7,5;
EDTA 10 mM; Nonidet 1%; ortovanadato de sodio 1 mM; PMSF 2 mM) na proporc¢éo de 200
mg para cada 1 mL de tampédo. Ap6s a homogeneizacdo as amostras foram centrifugadas a
5.000 rpm, a 4° C, por 10 minutos e 0s sobrenadantes submetidos a quantificagdo de proteina e
armazenados a 20 °C negativos.

Dosagem de proteina

A quantificacdo de proteina foi feita pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se
uma curva padréao de albumina sérica bovina (BSA), com valores compreendidos entre 0 e 1000
ug, obtendo-se a curva 'Y = 0,0006x + 0,1624, Rz = 0,9835.

Peroxidacao lipidica — TBARS

Para a avaliacdo da peroxidacdo lipidica no figado foi utilizada a técnica colorimétrica
de Uchiyama e Mihara (1978), modificada por Hermes-Lima et al. (1995). O acido
tiobarbitlrico presente no reagente reage com os produtos da LPO, entre eles o malondialdeido.
Cento e sessenta microlitros do homogeneizado foram adicionados a 0,160 mL do reagente de
trabalho composto por 1% de TBA, 50 mM de NaOH e 0,1 mM de BHT e misturado a 0,08 mL
de acido fosférico (7%). As amostras foram incubadas a 100 °C por 15 minutos e
posteriormente resfriadas em banho de gelo para estabelecer o término da reacdo. Seiscentos
microlitros de butanol foram adicionados e os tubos foram agitados vigorosamente e entéo
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. A fase organica foi entdo removida onde os produtos

da lipoperoxidagdo formam um composto de coloragéo rosada que foi mensurado a 532 nm.
Medida da atividade da Superéxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase foi avaliada de acordo com o0 método de Beachamp
(1971) com algumas modificagdes. Diferentes volumes de amostra foi misturado ao tampé&o
fosfato (50 nM em pH 7,8), e posteriormente adicionados 0,2 mL de EDTA (0,1 M) e 0,1 mL
de NBT (1,5 mM). Dessa mistura foi retirada 0,1 mL e feita a leitura da OD1 a 560 nm (O tubo
controle foi feito sem adi¢do da amostra). Foi adicionada aos tubos 0,15 mL de riboflavina (20
HMM) e entdo exposta a luz fluorescente por 15 minutos a 25 °C para iniciar a reacdo. Cem
microlitros das amostras foram adicionados a placa de microtitulagdo e obtida a OD2 a 560 nm.
Considerar a OD1 como um branco. Uma unidade de atividade enzimatica é considerada o
volume de amostra necessario para inibir 50% do formazan. E os resultados foram expressos

em unidade de enzima por miligrama de proteina (U/mg de proteina).
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Atividade da Glutationa Peroxidase

A atividade da Glutationa peroxidase (GPx) foi medida pelo método de Hafeman, et al.
(1974). Uma mistura reacional contendo 0,02 mL do homogenato de figado, 0,02 mL de GSH
(mM), 0,02 mL de H20> (1,2 mM), 0,02 mL de azida sédica (25 mM) e 0,420 mL de tampé&o
fosfato de sdédio (0,1 M em pH 8,0) foi incubada a 37 °C por 6 minutos e posteriormente foi
adicionado 0,4 mL de acido fosforico (1,65%) para interromper a reagdo (O branco foi
preparado substituindo 0 homogenato por tampao). As amostras foram entdo centrifugadas a
3000 rpm por 10 minutos e entdo 0,5 mL do sobrenadante foi misturado a 0,5 mL de fosfato de
sodio monobasico (0,4 M) e 0,25 mL de DTNB (1 mM), posteriormente as amostras foram
novamente incubadas a 37 °C durante 10 minutos e entéo feita a leitura a 412 nm. Os resultados

foram expressos em Unidades de GPx por mg de proteina da amostra através da formula:

OD do branco — OD daamostrax 1

GPx (U/mg proteina) =

0,0001 x mg de proteina

Andlises Estatisticas

Todos os testes foram executados em triplicada, e calculados a media e o desvio padréo.
A porcentagem de inibic¢do x log da concentracéo (ICso) foram calculados a partir da regresséo
ndo linear no programa GraphPad Prism 5.0, onde também foram produzidos os gréaficos e as

andlises de significancia (p < 0,05) e correlacdo de Pearson (r?).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise Fitoquimica

Compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos em plantas que ganharam muita
atencdo devido a suas atividades antioxidantes e habilidades de eliminacdo de radicais livres,
no qual possui implicacGes benéficas para a salde humana (Patel et al., 2011). A atividade
antioxidante dos fendlicos é essencialmente determinada pelas suas estruturas, em particular a
deslocalizacédo dos elétrons sobre um ndcleo aromatico. Quando estes compostos reagem com
radicais livres, ocorre a deslocalizacdo do elétron gerado sobre o antioxidante fendlico e a
estabilizacdo pelo efeito de ressonancia do nucleo aromatico, o que impede a continuagdo da
reacdo em cadeia dos radicais livres (Miguel, 2009). Os compostos fendlicos totais e 0s
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flavondides foram dosados em todos os extratos, em equivalente de &cido gélico e equivalente
de quercitina, respectivamente (Tabela 1). Os compostos fendlicos estdo realmente em maior

concentracdo no extrato AhM, e os flavonoides no AhE.

Tabela 1: Resultado das dosagens fitoquimicas dos extratos de folhas de A. humile.

Fenois Flavondides
Amostras
mg EAG / g extrato mg EQ / g extrato

AhN 18,62 + 3,46 40,44 + 2,65
AhC 24,16 £ 2,13 18,02 £ 6,36
AhE 103,39 + 6,58 47,17 £ 3,51
AhM 156,24 + 2,10 19,35+ 2,45
AhW 108,62 + 3,85 11,90 £ 0,59

Legenda: EAG — equivalente de acido galico, EQ — equivalente de quercitina.

Esses dois extratos que apresentaram, maiores de concentracdes de compostos fendlicos
e 0 extrato aquoso foram submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia, para
identificacdo através do tempo de retencdo e da UV de compostos padrdes. Sdo observados nos
cromatogamas abaixo 0s picos gque representam 0s compostos marjoritarios desses extratos. Na
figura 1(a) que representa o extrato AhE, sdo representados quatro picos, dos quais, 0 pico 1 e
4 sdo acido galico (majoritario) e quercitina, respectivamente. Na figura 1(b) que representa o
extrato AhM, os picos 1, 2 e 3 sdo &cido galico, catequina e acido elagico (majoritario),
respectivamente. Na figura 1(c) que representa o extrato AhW, é observado um conjunto de
picos justaposto antes de um minuto da corrida cromatogréafico, sendo assim néo identificado

nenhum dos compostos que foram utilizados como marjoritario dessa amostra.

Além desses compostos que estdo representados nos cromatogramas abaixo, foram
identificados no extrato AhE, &cido caféico, acido elagico, &cido trans-ferulico e quercetina 3-
B D-glicosilada e no extrato AhM, &cido caféico, acido p-cumérico, quercetina 3-p D-
glicosilada, quercetina e rutina. No extrato AhW, ndo foi identificado o composto majoritario,
porém foram identificados tragos de acido caféico, acido trans-ferulico e quercetina 3-p D-
glicosilada. Os resultados da HPLC foram consistentes com os resultados obtidos para o
conteddo de fendis totais e flavondides, no qual os extratos AhE e AhM, possuem um contetido
desses metabdlitos maior que os extratos AhN, AhC e AhW. Os resultados evidenciam a relagéo

direta entre o contetdo de fendis totais e a atividade antioxidante dos diferentes extratos.
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Hatamnia, et al. (2014), demonstrou que atividades antioxidantes testadas em diferentes partes

do fruto de Pistacia atlantica estava propo

nas diferentes partes.

rcionalmente ligado ao conteudo fendlico presente

1

|
‘\

2000

Volts

1000

2
I

0

] i I I [INTRI

3
1
i
| i \

I TR RR AR TIR B I (ARl

4

T T
0 2 4

T T T T
6 10 12 14

o 3
300 I B
200 1 l
|
é | | 4
2 L
1007 1 i
| |
1| ‘ Wl |
Jul " I AL LR TV AN AL A LA AL AL
o4 VW a1 R
’ é ; é ‘:’ 1:3 |‘2 1‘4
Minutes
( ! J\’ & ;
fﬁ(,\ J o Y ,A.,,\»/J k\/\,\‘]\ vvvvvv WL VRN f iy A//U\Mw\/ \\\\\\\\\
SV N e J

Figura 1: Cromatogramas gerados a partir da corr

AAAAAAAA

ida cromatogréfica dos extratos de folhas da A. humile. (A)

Cromatograma do extrato AhE. (B) Cromatograma do extrato AhM. (C) Cromatograma do extrato AhW.

Cromatogramas analisados no comprimento de onda de 256 nm, pois é o indicado para observacdo de compostos

fendlicos, Os picos representam a intensidade do sinal, que é proporcional a concentracdo de dado composto na

amostra.
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Os resultados do extrato AhE corroboram com os de Luiz-Ferreira, et al. (2010), no qual
seu extrato de acetato de etila das folhas da Anacardium humile, coletada no Porto Nacional no
estado do Tocantins, também apresentaram altos niveis de acido galico, porém ndo sendo o
composto marjoritario, como apresentado neste trabalho. Como ja se sabe a disponibilidade
hidrica, temperatura e outras variagdes climaticas do local influenciam nos niveis de

metabolitos secundarios (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Antioxidantes in vitro

Vérias metodologias para analise do potencial antioxidante in vitro foram testadas. Como
métodos que avaliam o sequestro de radicais livres através da doacdo de elétrons, foram
escolhidos os ensaios de sequestro de radical livre do DPPH* e de inibigdo do radical ABTS®".
Quando DPPH'" reage com um dador de hidrogénio, uma forma reduzida (molecular) (DPPH)
é gerada, acompanhada pelo desaparecimento da cor violeta, a diminuicdo de absorvancia
depende linearmente da concentracdo do antioxidante (Pisoschi, 2011). O ensaio de inibicdo do
radical ABTS*" baseia-se na capacidade de antioxidantes para reduzir esta radical a ABTS®, o
ABTS*®" é azul em solucdo etanodlica, a medida que a amostra sequestra os radicais a coloracédo
muda para amarelo em um maximo de absorbancia de 734 nm (Re et al., 1999). A figura 2 e 3,
mostra os resultados em percentual de sequetro do DPPH e inibicdo do ABTS, respectivamente.
Os extratos mais polares, AhE, AhM e AhW, apresentam atividade superior aos extratos mais
apolares, AhN e AhC.
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Figura 2: Percentual de sequestro de radicais livres pelo método do DPPH em funcéo do aumento da concentragdo

dos extratos de folhas de A. humile. SRL — Sequestro de radicais livre.



74

1004 A %

)

= —0— N-Hex
(2]

b CHCl3
- -4 AcEO
S 504

o ~¥—  MeOH
Q

E Aquoso

03 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
Concentragao (uUM/mL)

Figura 3: Percentual de inibicdo do radical ABTS em fungdo do aumento da concetragdo dos extratos de folhas
de A. humile.

No método do DPPH, o extrato AhW tem um ICso menor que 0s outros extratos, sendo
nesse metodo o mais eficaz, seguido do extrato MeOH (Tabela 2), mostrando-se bem eficazes
qguando comparados com padrdes como a Quercitina, por exemplo, ndo apresentando diferenca
estatistica com nenhum dos padrées. O ICso do método do ABTS para o extrato ACEtA é menor
gue os outros extratos (131,2 pug/mL), seguido dos extratos AhM > AhW > AhC > AhN (Tabela
4). Nesta atividade os extratos AhE e AhM se aproximam da atividade potencial do acido
galico, &cido ascorbico e quercetina e sdo melhores do que a atividade do BHT, sendo

significativamente diferente deste ultimo.



Tabela 2: Resultado das atividades antioxidantes dos extratos de folhas de A. humile e dos padrdes.
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DPPH ABTS ATT FRAP Peroxidagao lipidica
Amostras
1Cso (pMg/mL) 1Cso (pg/mL) (1 mg/ml - %) (2 mg/ml - %) (%)
AhN 340,9 (282,4 a 411,5) *Pcd 958420 (17976 a 510996) bcd 34,8 + 3,2 abed 80,50 + 6,02 bed 6,88 + 1,82 2P
AhC 281,8 (246,3 a 322,4) 2bed 20805,0 (9976 a 43388) ab<d 50,8 + 6,6 2b.cd 173,77 + 15,48 bcd 6,70 + 1,28 @b
AhE 87,5 (75,4 a 101,5) abed 131,2 (109,0 a 158,0) ¢ 41,5+ 2,9 abed 556,60 + 4,84 ¢ 41,32 + 8,96 bd
AhM 47,0 (42,11 a52,5) 150,0 (126,22 178,2) ¢ 62,5+ 1,3 bed 563,21 +5,89 ¢ 53,22 + 5,05 abd
AhW 36,5(33,4a39,9) 309,6 (278,2 a 344,4) abcd 19,8 + 0,6 Ped 538,18 + 9,13 33,06 £ 1,02 bd
Quercitina 20,7 (18,52 23,2) 51,9 (45,8 a 58,8) 62,4+19 551,57 + 17,49 27,92 + 1,69
Ac. Galico 5,0 (4,5a5,6) 128,2 (109,7 a 149,8) 15+£0,6 546,73 + 2,75 100
Ac. Ascorbico 19,2 (16,8 2 21,9) 11,4 (94,0 a 132,1) 100 526,23 £ 21,98 Na
BHT 20,9 (17,8 a 24,6) 717,2 (598,3 2 859,7) 41+0,1 563,52 + 8,76 0,75+0,40

Legenda: na — ndo apresenta atividade. **¢“Diferenca estatistica entre as amostras e cada padréo testado, onde p < 0,05, onde Diferenga comparada com o padrdo Quercitina,

bDiferenca comparada com o padrdo Acido galico, °Diferenca comparada com o padréo Acido ascorbico e “Diferenca comparada com o padrdo BHT.
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A atividade antioxidante total (ATT) e a reducdo do ion férrico (FRAP) representam
metodologias que usam de reducdo de ions metalicos. O ensaio do ATT é um método que
determina quantitativamente da capacidade antioxidante, através da formacdo de complexo
fosfomolibdénio. O ensaio baseia-se na reducdo de Mo(V1) a Mo(V) e a subsequente formacéo
de um complexo de fosfato de molibdénio, Mo(V), que possue a coloragdo verde em pH &cido
(Shabbir, et al., 2013). O método FRAP baseia-se na redugdo do complexo de Fe**-TPTZ
(2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) a sua forma ferrosa em pH acido (Prior e Cao, 1999). A
ligacio de Fe?* ao ligante gera uma cor azul muito intensa, correlacionando assim com a
concentracédo de antioxidantes.

Nesses dois métodos o extrato AhM possui melhor atividade quando comparada aos
outros extratos e bem proximos dos padrdes testados. No ensaio do ATT, o extrato AhM possui
62,5 % * 1,3, bem proximo da quercitina, 62,4 % + 1,9, alguns padrbes antioxidantes nédo
possuem atividade relevante neste método, como por exemplo, o acido galico (1,5 + 0,6) que
possui uma atividade muito baixa quando comparado ao acido ascérbico que é considerado o
composto que possui 100% de atividade para este teste. O extrato AhE também possui atividade
relevante quanto ao FRAP, seu resultado esta bem préximo dos padrdes (Tabela 2).

O método de ensaio de inibicdo da peroxidacao lipidica induz a peroxidacao lipidica de
um 4acido graxo, no caso o &cido linoléico, por aquecimento a 40 °C. Se houver produtos
antioxidantes no meio, esses inibem a producgéo dos radicais peroxilas (LOOH®), no qual seréo
medidos indiretamente pela adicdo dos reagentes (Kumar, et al. 2014). Nesse método o acido
galico é o mais eficaz dos compostos padrdes, sendo considerado como 100% de atividade anti-
peroxidacdo. A capacidade de anti-peroxidacdo dos extratos foi na ordem AhM > AhE > AhW
> AhN > AhC. O extrato AhE, sendo maior que os padrdes testados. O acido ascobico nao
possui atividade neste teste.

Na tabela 3, estdo representadas as correlagdes entre as atividades testadas e suas
respectivas dosagens de compostos fendlicos e flavondides, para evidenciar que as atividades
presentes nesses extratos, sendo elas boas ou néo, estdo relaciodas as concentrages desses
metabdlitos secundarios em cada extrato. A correlagdo foi obtida por simples comparacéo do r2
obtido através do grafico plotado no programa GraphPad Prism 5.0, entre cada atividade
antioxidade de cada extrato e sua dosagem de compostos fenolicos ou flavonoides, sendo assim,
guanto mais proximos de 1, melhor sua correlacdo. Os niveis de correlacdo sdo entdo indicados

por asteristicos.
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Tabela 3: Correlagéo de Pearson (r?) entre as atividades antioxidantes de todos os extratos de

folhas de A. humile e as dosagens de Fendis totais ou Flavonoides.

Fendis

mg EAG / g extrato

Flavonéides

mg EQ / g extrato

AhN

DPPH

ABTS

ATT

FRAP

Peroxidacéo Lipidica
AhC

DPPH

ABTS

ATT

FRAP

Peroxidacdo Lipidica
AhE

DPPH

ABTS

ATT

FRAP

Peroxidacéo Lipidica
AhM

DPPH

ABTS

ATT

FRAP

Peroxidacéo Lipidica
AhW

DPPH

ABTS

ATT

FRAP

Peroxidacéo Lipidica

0,9960 ***
0,7860 *
0,9798 **
0,7337™
0,8996 ™

0,9745 ***
0,7650 *
0,9913 ***
0,8797 *
0,9713 *

0,7195*
0,8502 **
0,9941 ***
0,9204 **
0,9926 **

0,6071*
0,9050 **
0,9742 ***
0,9621 **
0,9853 **

0,3982 ™
0,9751 ***
0,9130 **
0,9650 **
0,9964 **

0,9930 ***
0,8025 *
0,9823 **
0,5496"
0,9541 *

0,8507 **
0,9365 **
0,8070*
0,4420 ™
0,7281 ™

0,6841 *
0,8380 *
0,9926 ***
0,9346 **
0,9930 **

0,6996 *
0,9390 **
0,9612 ***
0,9584 **
0,9843 **

0,7207 *
0,8449 **
0,9795 ***
0,9003 *
0,8504 ™

Legenda: EAG — equivalente de acido galico, EQ — equivalente de quercitina. ns — ndo correlaciona.

A peroxidacdo lipidica parece ndo esta totalmente relacioda aos compostos fenolicos. Os

compostos que agem na inibicdo da peroxidagdo lipidica de membranas sdo geralmente
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vitaminas lipossoluveis como o tocoferol, sendo totalmente diferentes da estrutura quimica dos
compostos fendlicos que foram encontrados nos extratos das folhas de A. humile, podendo ser

esse 0 motivo da ndo correlacdo entre essa atividade e os compostos dosados.

Atividade antioxidante in vivo

As atividades antioxidantes in vivo foram avaliadas através da atividade hepatoprotetora
do extrato metandlico, ja que este foi o extrato que possui melhor atividade antioxidante nos
métodos in vitro. Foram avaliados neste teste os niveis dos parametros hepéaticos sanguineos, a

peroxidacdo lipidica do figado e os niveis das enzimas antioxidantes.

Para toxicidade oral aguda do extrato AhM, foi avaliado o peso dos animais, 0 aspecto
macroscopico do figado, bago e rins e 0os parametros bioquimicos hepaticos. O peso dos animais
do grupo tratado e do grupo controle ndo apresentou diferenca significativa entre o primeiro e
0 décimo quarto dia (Figura 4), nem alteragdes macroscopicas dos orgdos analisados. Nao

existem relatos cientificos da avaliacdo da toxicidade aguda de extratos de A. humile.
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Figura 4: Analise ponderal dos grupos experimentais, realizada durante 14 dias de experimento. Os resultados
foram expressos em média e desvio padrdo e analisados por ANOVA com pos-teste de Dunnet com significancia

de p <0,05.

Tetracloreto de carbono € acumulado no parénquima celular e metabolizado na citocromo
P450, o transformando em radical triclorometil (‘CCls) e triclorometil peroxila (CCIs00) que

causam a peroxidacao lipidica na membrana, necrose celular e finalmente o dano hepético (Guo
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et al., 2007). Este modelo tem sido amplamente utilizado para a avaliacdo etnofarmacoldgica
do potencial benéfico de extratos vegetais (Ahn, M. et al., 2014). A lesdo hepética induzida é
caracterizada principalmente por estresse oxidativo direto, levando entdo a morte de hepatocitos
(McCay, P.B., 1984). Os efeitos do grupo intoxicado e dos grupos tratados sobre o peso do
animal e do peso do figado nos camundongos estdo representados na tabela 4. O grupo
intoxicado apresenta uma diminuicdo significativa no peso corporal quando comparado ao
controle normal, assim como um aumento no figado. O index hepatico, no qual representa o
percentual do figado em relacdo ao corpo (peso do corpo/peso do corpo x 100) aumenta
signicativamente quando comparado 0 grupo intoxicado com o controle normal. A
administracdo do extrado nas doses de 200 mg/kg administradas consegue diminuir o index
hepatico porém, ndo apresentam diferenca significativa quando comparadas ao controle

negativo, como € possivel observar na Silimarina.

Tabela 4: Efeitos dos tratamentos sobre o peso do corpo, peso do figado e index hepéatico nos

camundongos intoxicados com tetracloreto de carbono.

Grupos Peso corporal (g) Peso do figado (g) Index Hepatico (%0)
Controle normal 38,1+3,6 1,68 +0,2 4,40 £ 0,3***
Controle intoxicado 33,0£20 2,18+0,3 6,54+ 0,6
Silimarina 37,0+31 1,82+0,2 4,91 + 0,4***
AhM(100 mg/Kg) 350+1,0 2,17+0,1 6,19+0,2
AhM (200 mg/Kg) 333,20 2,17+0,1 5,99 + 0,5

Legenda: Resultados expressos em média e desvio padrdo. *p < 0,05 vs. Grupo CCl, intoxicado.

Danos celulares séo refletidos nas alteracdes dos parametros bioquimicos hepaticos. AST
e ALT sdo os principais marcadores e altamente sensiveis. S80 conhecidas como
aminotransferases, sua elevacdo sérica € indicativo de necrose ou lesdo do hepatocito. AST,
também conhecida como transaminase glutamica oxalacética, tem origem citoplasmatica ou
microssomal, ja a ALT, conhecida também como transaminase glutamica pirdvica tem origem
exclusivamente citoplasmatica e permanece alterada por mais tempo quando ocorre um dano
celular (Erichsen, et al., 2009). AST, ALT, assim como FA e Bilirrubina estdo aumentados no
sangue quando existe algum dano, contrario do que ocorre com os niveis de Albumina e
Proteinas Totais, no qual decrecem, pois 0 metabolismo estd comprometido. A tabela 5 mostra
os marcadores hepaticos dosados no soro. Foi observado que os niveis de ALT, AST, FA, ALB,
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PT e BIL diferem significativamente entre o grupo intoxicado e o grupo controle, assim como
é possivel observar o reestabelecimento dos niveis desses parametros quando administrado a

Silimarina.



Tabela 5: Efeitos do extrato metandlico, da Silimarina e do grupo intoxicado nos parametros sorologicos hepaticos.

Grupos AST (UIL) ALT (U/L) FA (U/L) ALB (g/dL) BT (g/dL) PT (mg/dL)
Controle normal 84,32 +1553** 20,80 £8,60%**  5484+0943%*  328+062***  273+016%*  6,72+0,62%*
Controle intoxicado 108,08 + 19,78 68,04 + 20,26 103,39 + 26,43 1,88 + 0,40 3,13+0,27 4,06+0,72
Silimarina 93,64+ 12,41*  2586+893%**  5743+973%*  230+0,27™ 2,76 +0,24* 4,65+ 0,70™
AhM (100 mg/Kg) 91,52 + 20,72* 5245+26,33"  6510+686%*  2,61+010**  298+0,16™ 587 +0,49%**
AhM (200 mg/Kg) 86,57 £1520%% 4560+ 14,24 4847 £1653%**  273+025**  293+0,08"™ 6,10+ 0,62*%**

Legenda: Resultados expressos em media e desvio padrdo. *p < 0,05 vs. Grupo CCL. intoxicado.
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Entre os grupos tratados, o grupo tratado na dose de 200 mg/kg foi o mais eficaz, no qual
reduziu os marcadores hepaticos significativamente quando comparados com o controle

intoxicado.

Urzéda et al. (2013) em seu trabalho mostrou que o extrato aquoso de stems da A. humile
diminuiu 21% da ALT quando comparada com o grupo diabético, sugerindo que o extrato
apresenta uma protecdo hepética aos danos na diabetes, porém ndo foi encontrado trabalhos

cientificos que mostram esse efeito com o extrato metandlico.

O organismo contitui de algumas enzimas que sdo capazes de dimuir os danos oxidativos
que sdo causados pelo préprio metabolismo, ou por agentes externos, sendo elas principalmente
GPx, SOD e Catalase, elas possuem um sistema de defesa eficaz contra danos induzidos por
radicais livres. Na hepatotoxicidade induzida por CCls, o desequilibrio entre a produgédo de
ROS e essas defesas antioxidantes pode resultar em estresse oxidativo que levam a necrose
hepética (Naskar e Mazumder, 2015). Foram mensuradas no homogenato de figado SOD, GPx
e a peroxidacao lipidica (Figura 5). Um aumento da peroxidacéo lipidica é observado no grupo
tratado com o CCls. O extrato AhM, nas duas doses testadas diminuem a peroxidagéo lipidica
significativamente, assim como reestabelece quase que completamente os niveis da superéxido
dismutase, porém para os niveis de atividade de GPx, somente a dose de 200 mg/kg difere
significativamente do grupo intoxicado. Essas enzimas estéo relacionadas a defesa enzimética
contra a toxicidade do hidroperoxido, pois a SOD catalisa a desmutacdo que neutraliza 0 Oz
transformando-o em H20. enquanto que a GPx mataboliza o H20; e hidroperdxidos a produtos
ndo toxicos (YAO, et al., 2005).
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Figura 5: Efeitos do extrato metandlico e da Silimarina nos niveis das enzimas antioxidantes e na peroxidacao

lipidica. Resultados expressos em média e desvio padrdo. *p < 0,05 vs. grupo CCl, intoxicado.

A administracdo do extrato melhora os aspectos dos grupos tratados, inclusive quando
comparado com Silimarina no qual ja tem atividade hepatoprotetora conhecida. Silimarina é
uma mistura de flavonoides extraida de Silybum marianum (Gaertn.) (Parés et al., 1998) e tem
sido clinicamente utilizado sobre vérias doencas do figado, como intoxicagdo por alcool ou
drogas, envenenamento por cogumelos e hepatite viral (Flora et al., 1998), cuja patogénese
envolve uma resposta infamatoria. As propriedades subjacentes aos seus efeitos
hepatoprotetores sdo consideradas multiplas: atividade de eliminacdo de radicais livres,
prevencao da oxidacédo e deplecdo da glutationa, efeito estabilizador da membrana, entre outros
(Shear et al., 1995; Dehmlow, 1996).

Os efeitos oxidativos do CCL4 foram amenizados quando administrado o extrato
metanolico das folhas de A. humile, sugerindo que a atividade hepatoprotetora ocorre através
do sequesto de radicais livres, causado pelos seus compostos antioxidantes. No entanto, é

necessario estudos que envolva os mecanismos de acao e sinalizacéo para melhor entendimento
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da eficacia das substancias presentes na amostra, bem como testes com 0s compostos isolados,

explorando ainda mais esse possivel novo suplemento natural proveniente do Cajui.



85

CONCLUSOES

O potencial antioxidante dos extratos das folhas de A. humile se deve aos compostos
identificados, principalmente os majoritarios, sendo o acido galico o do extrato AhE, e o 4cido
elagico o composto do extrato AhM, no qual sdo compostos ja bem descritos na literatura por
suas varias fungdes, incluindo antioxidantes. O teste de toxicidade oral mostra que os extratos
das folhas de Cajui mesmo tendo sido extraido com solventes organicos ndo apresentam
toxicidade ao organismo vivo. Os resultatos obtidos nos testes de hepatoprotecdo comprovam
o0 potencial antioxidante do extrato por dimunuir os danos oxidativos causado pelo tetracloreto
de carbono. O reestabelecimento das enzimas hepaticas e a reducdo da peroxidacédo lipidica

comprovam a importancia dos compostos presentes na folha da Anacardium humile.
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RESUMO

Infeccbes causadas por bactérias que apresentam ampla resisténcia a antimicrobianos
representam grande desafio na sadde publica, e como o uso indiscriminado de antibi6ticos tem
selecionado microrganismos ainda mais resistentes, cresce ainda mais o interesse em produtos
de fonte naturais. A busca de plantas com atividade antimicrobiana tem aumentado devido a
varios compostos que séo produzidos pelo metabolismo secundario desses vegetais, no qual séo
eficazes nesta atividade. Dessa forma o objetivo deste artigo é avaliar a formacg&o de biofilme
de diferentes cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus, e avaliar a atividade
antimicrobiana e anti-biofilme de extratos de folhas de Anacardium humile sobre essas cepas,
assim como seu perfil fitoquimico. Foram utilizadas folhas de A. humile St. Hil coletadas no
Parque do Catimbau, em Buique, Pernambuco, seguido de extracdo a quente em sohxlet,
seguindo a ordem eluotrépica dos solventes: N-hexano (AhN), cloroférmio (AhC), acetato de
etila (AhE) e metanol (AhM). Para o extrato bruto (AhW) o material foi extraido por banho de
ultrassom em 4&gua destilada. Somente as amostras ricas em compostos fenolicos foram
utilizadas para os testes posteriores. A cepas de S. aureus foram cedidas pela cole¢do do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, onde foi determinado
o perfil de susceptibilidade e a avaliacdo da formacdo de biofilme. Foram identificados nos
extratos Flavonoides, Saponinas, Monoterpenos, Sesquiterpenos, Proantocianidinas
condensadas e leucoantocianidinas. Os extratos AhE, AhM e AhW foram testadas contra as
cepas multirresistentes e cepas formadoras de biofilme e foram eficientes, dentre eles o extrato
AhM € o mais eficaz para inibir o crescimento microbiano e o extrato AhM e AhW contra a
aderéncia das cepas para formacdo do biofilme confirmado através da microscopia eletrnica
de varredura, podendo essa atividade estar ligada aos compostos fendlicos encontrados nesses

extratos.

Palavras-chave: Anacardiaceae, Metabolitos secundarios, Gram-positivos.
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ABSTRACT

Infections caused by bacteria that have broad resistance to antimicrobials pose a great challenge
in public health, and the indiscriminate use of antibiotics has selected microorganisms even
more resistant, interest in products of natural source grows even more. The search for plants
with antimicrobial activity has increased due to several compounds that are produced by the
secondary metabolism of plants, which are effective in this activity. Thus, the objective of this
paper is to evaluate the biofilm formation of different multidrug-resistant strains of
Staphylococcus aureus, and to evaluate the antimicrobial activity and anti-biofilm of extracts
from leaves of Anacardium humile on these strains, as well as their phytochemical profile.
Leaves of A. humile St. were used. Hil collected in Parque do Catimbau, in Buique,
Pernambuco, followed by hot extraction in sohxlet, following the eluotropic order of the
solvents: N-hexane (AhN), chloroform (AhC), ethyl acetate (AhE) and methanol (AhM). For
the crude extract (AhW) the material was removed by ultrasonic bath in distilled water. Only
samples rich in phenolic compounds were used for the subsequent tests. The strains of S. aureus
were given by the collection of the Department of antibiotics from the Federal University of
Pernambuco, where the susceptibility profile and evaluation of biofilm formation were
determined.  Flavonoids,  saponins, = monoterpenes,  sesquiterpenes,  condensed
proanthocyanidins and leucoantocianidinas was identified. The extracts AhE, AhM and AhW
were tested against multidrug-resistant strains and biofilm-forming strains. AhM is the most
effective to inhibit microbial growth and the extract AhM And AhW against the grip of the
strains for the formation of biofilm confirmed by scanning electron microscopy, so this this

activity be associated to the phenolic compounds found in these extracts.

Key-words: Anacardiaceae, Secondary metabolites, Gram-positives.
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INTRODUCAO

O género Staphylococcus correspondem a cocos Gram-positivos, que formam arranjos
semelhantes a ""cachos de uva", anaerdbios facultativos, e sensiveis a enzima lisostafina (Huber
& Huber, 1989). Staphylococcus aureus é um simbionte comensal e um patdgeno oportunista.
Uma vez que essa espécie invade tecidos do hospedeiro, faz com que ambas as doencas agudas
e cronicas, como a bacteremia, septicemia, endocardite e sindrome do choque toxico ocorra.
Esta bactéria possui varios fatores de viruléncia que podem contribuir para sua capacidade de
produzir doenca. Entretanto, essas propriedades, e genotipicidade ndo s&o constantes em todas
as cepas de S. aureus. Os principais fatores de viruléncia sdo: capsula, peptidoglicano, acidos
teicoicos, proteina A, adesinas, hemolisinas, enzimas, toxinas extracelulares e leucocidinas
(Koneman, Allen & Janda, 2001).

Biofilmes de S. aureus sdo constituidos principalmente de polimero de poli-N-acetil
glicosamina (PNAG) (Zapotoczna, O’Neill, & O’Gara, 2016). A formacdo de biofilme é
importante, pois esse modo de crescimento esta associado a infec¢Bes cronicas e recorrentes,
devido a sua resisténcia a terapia com antibiéticos. A inibicdo do biofilme pode ocorrer de duas
formas: através da inibicdo do crescimento bacteriano, pelo uso de compostos bactericidas ou
bacteriostaticos ou, pela inibicdo da adesdo bacteriana e, consequentemente, da formacéao de
biofilme (Trentin, Giordani & Macedo, 2013).

InfeccBes causadas por bactérias que apresentam ampla resisténcia a antimicrobianos
representam grande desafio na salde publica, que leva ao aumento das taxas de morbi-
mortalidade, do tempo de internacdo e dos gastos do sistema publico de saude. Esse sistema
ndo possui uma politica de assisténcia farmacéutica capaz de suprir as necessidades
medicamentosas da populacao, sobretudo no Nordeste brasileiro. Assim o uso indiscriminado
de antibioticos tem selecionado micro-organismos ainda mais resistentes e dessa forma cresce
0 interesse em produtos de fonte naturais, onde a Implementacédo de Programas de Fitoterapia
na Atencdo Primaria a Satide vem aumentando cada vez mais (Becker, Hu, & Biller-Andorno,
2006).

A busca de plantas com atividade antimicrobiana tem aumentado devido aos compostos
que sdo produzidos pelo metabolismo secundario desses vegetais, no qual séo eficazes nesta
atividade. Dentre 0s vegetais que representam o Dominio da Caatingaesta a Anacardium humile
A. St-Hil, conhecida também como cajuzinho-do-cerrado ou Cajui, pertence a familia
Anacardiaceae e € encontrada em varias regifes do territério brasileiro (Silva-Luz & Pirani,

[s.d.]). Estudos recentes revelam seu potencial como larvicida (Porto et al., 2008),
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antiulcerogénica (Luiz-ferreira et al., 2012), hipoglicemiante (Urzéda et al., 2013) e
antimicrobiano (Ferreira et al., 2012), porém nunca descritas em atividade antimicrobiana ou
antibiofilme frente a isolados de interesse clinico. Esses metabolitos secundarios podem ser
muito eficazes contra bactérias, sendo assim o objetivo deste artigo foi avaliar a formacéo de
biofilme de diferentes cepas multirresistentes de S. aureus, e avaliar a atividade antibacteriana
e anti-biofilme de extratos de folhas de A. humile frente a essas cepas.

METODOLOGIA

Coleta, Processamento e obtencdo dos extratos

Folhas de A. humile A. St.-HIL foram coletadas no Parque do Catimbau, em Buique,
Pernambuco e identificada conforme as técnicas taxondmicas habituais e depositado no
Herbéario IPA, do Instituto Agrondmico de Pernambuco sob Voucher de nimero 93.117. O
material foi levado a estufa de circulacdo de ar for¢ado (40 - 45°C) por quatro dias, processado
em moinho de bancada seguido de extracdo a quente em sohxlet, seguindo a ordem eluotrépica
dos solventes: N-hexano (AhN), cloroférmio (AhC), acetato de etila (AhE) e metanol (AhM).
As amostras foram concentradas em rotaevaporador e deixadas em temperatura ambiente para
secagem completa do solvente. Para extrato aquoso (AhW) o material foi extraido por sonicagédo
em agua destilada e posteriormente liofilizada. As amostras mais polares, AhE, AhM e AhW,

foram utilizadas para os experimentos seguintes.

Cromatografia em camada Delgada

A anélise do perfil fitoquimico de A. humile, foi determinada por Cromatografia em
Camada Delgada de Silica. A metodologia empregada para cada composto esta descrita na
tabela 1 (Harbome, 1998; Roberts, et al., 1957; Wagner, et al.; 1996 e Brasseur e Angenot,
1986).
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Tabela 1: Sistemas e reveladores utilizados na cromatografia em camada delgada, para
identificacdo dos metabolitos secundarios dos extratos de folhas de A. humile.

Classe de metabdlitos

.- Padroes Sistema de eluicao Revelador Referéncias
secundarios
Flavonoides, derivados Quercetina, AcOEt-HCOOH-AcOH- Wagner & Bladt, 1996
cindmicos e rutina e acido H.O NEU Brasseur & Angenot,
fenilpropanoglicosideos clorogénico (100:11:11:27 viv) 1986
. . . Tolueno:AcOEt Lieberman &
Triterpenos e esteroides pB-sitosterol (90:10 v/v) Burchard Harborne, 1998
. . Tolueno:AcOEt Anisaldeido
Mono e sesquiterpenos Timol (97:3 VIV) sulfirico Harborne, 1998
Cumarinas e Quinonas C:Jar;:g'h”o"‘l € CHCl-MeOH (98:2 viv) KOH Wagner & Bladt, 1996
AcOEt-HCOOH-AcOH-
Alcaloides Pilocarpina H.0 Dragendorff ~ Wagner & Bladt, 1996
(100:11:11:27 viv)
Proantocianidinas AcOEt-HCOOH-AcOH- Vanilina
condensadas e Catequina H.O cloridrica Roberts et al. 1957
leucoantocianidinas (100:11:11:27 viv)

Cepas bacterianas

Foram utilizados 11 isolados clinicos de S. aureus e a cepa padrao (ATCC 6538) cedidos
da Colecdo do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPEDA). Os isolados clinicos foram coletados de diferentes sitios de infeccdo (Tabela 2).
As culturas foram crescidas em agar Mueller-Hinton (MH) a 37 °C por 24 h e armazenadas em

glicerol a - 20 °C.

Perfil de susceptibilidade

Os isolados de S. aureus foram testados quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos:
ampicilina (AMP) 10 pg e oxacilina (OXA) 1 ug; ciprofloxacina (CIP) 5 pg; amicacina (AMI)
30 pg e gentamicina (GEN) 10 pg; clindamicina (CLI) 2 ug; clorafenicol (CLO) 30 ug; e:
tetraciclina (TET) 30 pg. Os experimentos foram realizados em triplicata por meio do
antibiograma, através do método de difusdo em discos (Kirby-Bauer) de acordo com as normas
do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2014). As placas foram incubadas por
24 ha 37°C. Os diametros dos halos de inibicdo foram mensurados e comparados com a tabela
padrdo para testes de susceptibilidade aos antibidticos e classificados como sensiveis (S),

intermediérias (I) ou resistentes (R).

Avaliacao da formacao do Biofilme
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Avaliacéo da formagcéo através do semeio em Agar Vermelho Congo

O 4gar Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com Congo Red foi utilizado para
avaliar a producéo de exopolissacarideos das cepas de S. aureus (37 g/L de BHI, sacarose 50
o/L, agar 10 g/L e Congo Red 8 g/L) (Freeman, Falkiner, & Keane, 1989). O meio foi preparado
como uma solucdo aquosa e autoclavado (121 °C durante 15 minutos), 0s outros componentes
foram adicionados posteriormente. As bactérias foram inoculadas e as placas incubadas
aerobicamente durante 24 h a 37 °C. A producdo do exopolissacarideos foi indicada pelo
crescimento de col6nias pretas com uma consisténcia cristalina seca enquanto as que as coldnias
das cepas ndo-produtoras permaneceram vermelhas. Um resultado indeterminado foi indicado

por coloragdo vermelha das coldnias, mas com morfologia colonial cristalina seca.
Avaliacdo da formacao através da aderéncia em placas de microtitulacio

A formacdo de biofilme dos isolados de S. aureus foi avaliada pelo método de Cristal
Violeta (CV) descrito por Stepanovic et al. (2007) em Tryptic Soy Broth (TSB). A partir das
leituras de densidade Optica (ODs70), As amostras foram classificadas como fracas, moderadas
e fortes formadoras de biofilme. Os isolados que apresentarem valores de absorbancia igual ou

inferior ao controle foram classificados como ndo produtores de biofilme.

Atividades antimicrobianas
Determinacéo da concentracdo minima inibitoria

Os extratos de A. humile foram diluidos em DMSO a 2% na concentracdo de 2 mg/mL e
foram diluidos até a concentracéo final de 0,0625 mg/mL. Todos os extratos foram filtrados em
membrana 0,22 pm para garantir a esterilidade. A avaliacdo antimicrobiana foi realizada em
modelo experimental de microdiluicdo seriada, conforme descrito pela CLSI (2014). A
suspensdo de bactéria foi ajustada & Densidade Otica (ODsoo) entre 0,150 a 0,200, em seguida
foram adicionados os extratos nas determinadas concentragcdes e o0 meio de cultura caldo MH.
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A determinacdo da absorbancia das microplacas
de 96 pocos foi realizada a um comprimento de onda de 600 nm nos tempos O h e 24 h.

Tetraciclina foi utilizada como controle de morte bacteriana.
Determinacao da curva de morte bacteriana

Os procedimentos da curva de morte foram conduzidos em placas de microtitulacdo. As

suspencOes bacterianas foram preparadas em salina a 0,85% ajustando a ODegoo em (0,185 +
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0,05). Vinte microlitros de suspensdo foram adicionados a 160 pL de caldo MH e 20 pL do
extrato metanolico na concentragdo determinada como MICg. Duzentos microlitros do meio
de cultura foram utilizados como controle negativo e como controle de morte bacteriana foi
utilizado ampicilina e tetraciclina ao invés do extrato e como controle de crescimento
bacteriano, foi utilizado somente 160 puL do meio de cultura, 20 puL de H>O destilada e 20 pL
da suspensdo bacteriana. As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 h e as leituras de ODgoo
foram determinadas nos tempos: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18, 22 e 24 h.

Determinacdo da anti-formacéo do Biofilme

Os isolados que apresentam moderada ou forte formacéo de biofilme foram testados com
os extratos de A. humile. A atividade foi realizada atraves da metodologia descrita por Trentin
et al. (2011), com algumas modifica¢cbes, no qual 20 puL das concentracdes do extrato foram
adicionados na placa de microtitulacdo junto a 20 pL da bactéria e 160 puL do meio de
crescimento TSB. A concentracgdo final dos extratos foi entdo 2 e 0,2 mg/mL. A placa foi
incubada por 24 h a 37 °C, ap6s a incubagdo o contetdo foi removido e a placa lavada trés
vezes com solucdo salina a 0,85%. Para fixacao do biofilme a placa foi incubada a 55 °C por 1
h. o biofilme foi corado com CV a 0,4 % por 10 min, e posteriormente, lavado trés vezes com

salina e eluido em etanol (100%). A densidade Gtica foi visualizada a 570 nm.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O biofilme de S. aureus expostos aos extratos na concentracdo de 0,2 mg/mL, foram
cultivados em placas de microtitulagdo de 96 pocos (37 °C durante 24 h) com um fragmento de
Slide Permanox™ em cada pogo (Trentin et al., 2011). Apés 24 h de incubacdo, os fragmentos
de Lamina Permanox™ foram fixados e armazenadas em 2,5% de glutaraldeido a - 20 °C até
analise microscépica. Antes da microscopia electrénica de varredura, as amostras foram lavadas
com tampéo cacodilato (100 mM pH 7,2) e desidratadas em concentragOes crescentes de
acetona. As laminas Permanox™ foram secas pela técnica de ponto critico de CO2 (CPD 030
Balzers, Liechtenstein), fixadas sobre stubs de aluminio, cobertas com ouro e analisadas em

microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM-6060).

Analises estatisticas
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Todos os testes foram realizados emtriplicatas, e a média e o desvio padrdo foram
calculados. Os gréficos e as analises de significancia foram determinados com auxilio do

programa GraphPad Prism 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise Fitoquimica

Através da cromatografia em camada delgada foi possivel analisar quais principais
classes de metabdlitos secundarios estdo presentes nos diferentes extratos obtidos das folhas de
A. humile. Os resultados estdo na tabela 2. E possivel observar que a presenca de substancias
se encontra principalmente nos extratos AhE e AhM. Flavonoides foram os principais
compostos, porém os &cidos fendlicos também sdo encontrados no extrato AhM. Foram

encontrados também tracos de saponinas e de terpenos.

Tabela 2: Prospeccdo fitoquimica dos extratos de folhas de A. humile.

Classe de metabdlitos

- AhN AhC AhE AhM AhW
secundarios
Flavonoides - - +++1 +++12 +1
Derivados cindmicos - - - + -
Saponinas - - Tr + -
Alcaloides - - - - -
Triterpenos e Esteroides + tr - - -
Monoterpenos e Sesquiterpenos + + Tr tr -
Cumarinas - - - - -
Quinonas - - - - -
Proantocianidinas condensadas e - - trd ++34 433

leucoantocianidinas

Legenda: (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente; (tr) tracos. Notas:*monoheterosideos de flavonoides 3°-
OH e 4’-OH; 2aglicona livre de 3°-OH flavonoides; 3proantocianidinas oligoméricas; “proantocianidinas
poliméricas.

Sabe-se que compostos fendlicos estdo presentes em grande quantidade na A. humile e
que estes compostos sdo toxicos para osmicro-organismos. Estes efeitos sdo decorrentes da
inibicdo enzimatica ou de interacdes mais inespecificas com as proteinas que ajudam no
metabolismo das bactérias ou do rompimento da parede celular bacteriana (Ferreira et al., 2012;
Cowan, 1999). Andrade Filho et al. (2010) identificaram no extrato aquoso de folhas da A.

humile, taninos hidrolisaveis, saponinas e acucares redutores. Dentre esses as saponinas sao
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conhecidas como agentes antimicrobianos, antifingicos e citotdxicos (Jin et al., 2017; Bilal et
al., 2017; Soberdn et al., 2017) que podem estar atuando em conjunto com 0s compostos

fenolicos presentes nos extratos deste trabalho.

Perfil de susceptibilidade

As cepas sdo denominadas multirresistentes (MDR) a partir dos resultados do teste de
susceptibilidade in vitro. A definicdo mais aceita para esta classificacdo é quando a bactéria é
resistente a pelo menos um antibidtico de trés ou mais classes de antimicrobianos (Magiorakos
etal., 2012). O perfil de suscetibilidade e a classificacdo das cepas avaliadas estdo descritos na
Tabela 3. Infec¢des causadas por micro-organismos multirresistentes sédo preocupantes devido
a falta de antimicrobianos disponiveis para o tratamento destas infeccdes, essa dificuldade da
terapia leva menores resultados nos pacientes. Esse problema aumenta ainda mais considerando
um menor nimero de novos agentes antimicrobiano langados no mercado nos Gltimos anos
(Magiorakos et al., 2012; Butler, Blaskovich, & Cooper, 2013).

Tabela 3: Espécime clinico, perfil de resisténcia frente a antimicrobianos e analise da formacéo
de biofilme de cepas de S. aureus multirresistentes.

Resisténcia a Classificacdo Producdode  Formagéo

Cepas Espécime clinico antimicrobianos de resisténcia  polissacarideo  do biofilme
02 Cepa padrdao ATCC 6538 - - P +++
AMP, OXA, CIP, AMI,
671 Fragmento de 0sso GEN. CLI, CLO e TET MDR N ++
679 Secregdo de ferida AMP & OXA MRSA P -
operatdria
AMP, OXA CIP, AMI,
683 Exsudato purulento GEN, CLI e TET MDR N +
691 Ponta de cateter CIP, AMl e CLO MDR N +
699 Ponta de cateter AMP e OXA N -
« , AMP, OXA, CIP, AMI,
700 Secrecéo de Ulcera GEN. CLI, CLO e TET MRSA P ++
705 Ferida operatoria CIP - P ++
AMP, OXA, CIP, AMI,
709 Exsudato purulento GEN. CLI, CLO e TET MDR P ++
~ AMP, OXA, CIP, AMI,
726 Secrecdo nasal GEN. CLI, CLO e TET MDR P ++
731 Secregao de ferida AMP, CIP, CLI e CLO MDR P ++
operatoria
733 Fragmento de 0ss0 AMP, OXA, CIPe CLO MDR N -
Legenda: S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente. P — produz slime, N — ndo produz slime. Formacdo de

biofilme: (+) fraca, (++) moderada, (+++) forte, (-) ndo produz.
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Anélise da formacao do Biofilme

Através do Congo Red € possivel observar a producédo de polissacarideo extracelular pela
alteracdo da coloracdo de vermelho para bordo ou preto e pelo aspecto seco da colénia. Coldnias
vermelhas e brilhosas sdo caracteristicas da ndo producdo de polissacarideo extracelular,
coldnias bordo e brilhosas caracterizam uma producéo intermediéria e colénias bordo ou preta
de aspecto seco caracterizam as cepas fortes produtoras de polissacarideo extracelular (Figura
1).

Figura 1: Anlise da producdo de slime através do &gar vermelho congo. Cepa produtora a esquerda e cepa ndo
produtora a direita.

Das doze cepas de S. aureus testadas, cinco cepas ndo sdo produtoras (Tabela 3). Para
confirmacéo da producao de biofilme foi utilizado o método de CV. Esse método classifica as
cepas em trés niveis: fraca, moderada ou forte formadora de biofilme, quando comparados com
a ODs7o do controle negativo (Stepanovic et al., 2007). Os resultados foram expressos em média
e desvio padrdo e analisados por ANOVA com pos-teste de Dunnet com significancia de p <
0,05 e estdo apresentados na Figura 2 e na Tabela 3. As cepas 679, 699 e 733 foram consideradas
cepas nao produtoras de biofilme. Dessas cepas somente a 679 teve capacidade de produzir
polissacarideo extracelular, porém ndo aderiu biofilme, e as cepas 671, 683 e 691 ndo
produziram polissacarideo extracelular mas aderiram e formaram biofilme. Essa diferenga pode
estar associada a subjetividade das provas fenotipicas. Lianou & Koutsoumanis, 2012,
mostraram que a capacidade de formacao de biofilme de Salmonella enterica ¢ influenciada por
diversos fatores como pH, periodo de incubacdo e 0 meio de crescimento, assim como
Stepanovic et al. (2007) identificou as condigdes ideais para formacao de biofilme de S. aureus,

sendo este método mais usado para avaliar a formag&o de biofilme dessa espécie bacteriana.
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Figura 2: Andlise da formacdo de biofilme através do método do cristal violeta. Cepas multirresistentes de S.
aureus comparadas com a ODC de acordo com o método de Stepanovic, S. et al. (2007). ODC — Densidade ética
do controle. *p < 0,05 vs. ODC. ns — ndo apresenta diferenca significativa vs. ODC.

Atividades antimicrobianas

Produtos naturais proporcionam ponto de partida para a maioria das principais classes de
antibidticos. Desde 2000, 22 novos antibidticos foram lancados para o tratamento de infeccdes,
dentre eles trés possui sua origem em produtos naturais: a daptomicina (obtido da fermentacéo
do Streptomyces pristinaspiralis), a retapamulina (derivado semissintético do composto
pleuromutilina, isolado por meio de fermentacdo do Clitopilus passeckerianus) e a
fidaxomicina (produto obtido da fermentacdo do actinomiceto Dactylosporangium
aurantiacum hamdenesis) (Harvey, Edrada-Ebel, & Quinn, 2015; Butler, Blaskovich, &
Cooper, 2013). Essas descobertas torna a investigacdo de novos antibioticos através de fontes

naturais ainda mais importante.

Os extratos AhE, AhM e AhW foram testados contra as bactérias da colecdo do
Departamento de Antibidticos. O extrato AhW ndo apresentou atividade antimicrobiana frente
a nenhuma das cepas testadas, ja o extrato AhE na concentracdo de 2 mg/mL inibiu,
aproximadamente, 50% do crescimento bacteriano na maioria das cepas, com exce¢édo da 679
no qual inibiu 70% do crescimento. O extrato AhM inibiu 70 ou 90% de algumas cepas na
concentragdo de 2 mg/mL, em algumas cepas ainda conseguiu inibir 50, 70 ou 90% na

concentracdo de 1 mg/mL (Tabela 4).
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Tabela 4: Resultados da concentracédo inibitdria minima de folhas de A. humile contra cepas
de S. aureus multirresistentes.

AhE AhM Tetraciclina
Cepas de S. aureus

CMI (%) (mg/mL) CMI (%) (mg/mL) CMI (mg/mL)
02 50 2 90 2 0,1
679 70 2 90 2 0,03125
683 50 2 70 1 >0,5
699 50 2 90 1 >1
700 50 2 70 2 0,25
705 50 2 50 2 0,03125
709 50 2 50 1 0,0625
731 50 2 70 2 0,03125
733 50 2 90 2 0,03125

Legenda: CIM — concentracdo inibitéria minima em porcentagem dos extratos: acetato de etila (AhE), e
metandlico (AhM), representados por CIM 50, 70 ou 90 por cento e sua respectiva concentracdo em miligrama
por mL (mg/mL) sobre as cepas multirresistentes de S. aureus.

Pereira et al. (2011) considera extratos com alta atividade antimicrobiana, quando CIM <
5 mg/mL e mostrou que o extrato de folhas de A. humile coletadas no estado de Minas Gerais
possui atividade antimicrobiana eficaz contra S. aureus (ATCC 12692), com CIM =1 mg/mL,
corroborando com os resultados obtidos pelo extrato AhM nesse estudo. Ferreira et al. (2012)
mostraram que taninos isolados de folhas de A. humile foram capazes de inibir o crescimento
de diferentes cepas: S. aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Liu et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana
do acido galico frente S. aureus, o qual apresentou CIM e concentracdo bactericida minima
(CMB) de 2 e 8 mg/mL, respectivamente, evidenciando que metabdlitos secundarios possuem

atividade antimicrobiana.

O crescimento das cepas 02, 679, 699 e 733 foi entdo avaliado durante as 24 horas, quando
submetidas ao extrato AhM na concentragdo de 2 mg/mL, que inibiu 90% do crescimento destas
cepas, comparados com 0s antibidticos, ampicilina e tetraciclina (no antibiograma as cepas sdo
resistentes a ampicilina e sensiveis a tetraciclina). Comparando a ODeoo do controle de
crescimento das bactérias e a ODeoo da bactéria submetida ao extrato, observa-se a inibigdo
eficiente, principalmente na cepa 02, no qual o extrato € bactericida até 10 horas de crescimento
bacteriano, e as cepas 679 e 699, no qual o extrato inibiu o crescimento durante as primeiras 4
h (Figura 3).
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Figuras 3: Dados da curva de morte das cepas 02, 679, 699 e 733, submetidas ao extrato AhM durante as 24 horas
de crescimento. Amp — ampicilina, Tet — tetraciclina, CC — controle de crescimento da cepa. AhM — extrato
metandlico.

Os antimicrobianos a partir de produtos naturais s&o uma solugdo potencialmente
interessante para o tratamento e prevencdo da formacéo de biofilmes, particularmente por causa
da provavel ndo toxicidade (Liu et al., 2016). A atividade anti-formacdo do biofilme dos
extratos das folhas de A. humile foi testada em cepas capazes de formar biofilme
moderadamente ou fortemente (Tabela 5). O extrato AhM também foi eficaz na inibicdo da
formagéo do biofilme inibindo de 40 a 80% a formacé&o do biofilme das cepas de S. aureus, na
concentragdo de 2 mg/mL e alguns na concentragdo de 0,2 mg/mL. O extrato AhE ndo é téo
eficaz, porem o extrato AhW, que nao apresentou nenhuma inibigéo do crescimento bacteriano,
conseguiu inibir a producdo do biofilme em algumas cepas, variando de 37 a 80%, na maior
concentracgéo testada e de 3 a 65% na menor concentracdo. Dias-Souza et al. (2016) analisaram
a atividade antibiofilme de polpas comerciais de caju comercializadas no estado de Minas
Gerais, e mostraram que a menor concentracdo que inibiu biofilme de S. aureus foi de 500

pg/mL.
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Tabela 5: Resultados da anti-formacdo do biofilme de folhas de A. humile sobre as cepas
multirresistentes de S. aureus.

Cepas de S. AhE (%) AhM (%) AhW (%)

aureus 2 mg/mL 0,2 mg/mL 2mg/mL  02mg/mL 2 mg/mL 0,2 mg/mL
02 89,2+0,9 28,7+1,0 68,935 769+21 80,714 65,3+9,1
671 69,5+2,8 75,6 +0,8 48,6 + 3,2 696+15 591+8,0 77,8+3,7
700 IC 69,6 +4,0 62,5+29 638+34 521+6,7 176+5,8
705 IC Nd 25,3+6,9 Nd 55,1+19 Nd
709 IC nd 40,7 £7,0 Nd 52,3+2,2 32+1,3
726 IC nd 425+6,6 Nd 37,2+6,1 Nd
731 IC IC 76,3+8,7 84,5+0,9 IC IC

Legenda: Anti-formagéo do biofilme em porcentagem dos extratos: acetato de etila (AhE), metanélico (AhM) e
aquoso (AhW), representados em porcentagem de inibi¢do nas concentracfes determinadas em miligrama por mL
(mg/mL) sobre as cepas resistente de S. aureus que formaram biofilme moderadamente ou fortemente. nd — néo
inibi a formac&o do biofilme, IC — amostra inibi o crescimento microbiano.

Microscopia eletrénica

O efeito dos extratos AhM e AhW foi avaliado em duas cepas de S. aureus, a02 e a 731
(ATCC e MDR, respectivamente) através da microscopia eletrénica de varredura. E possivel
observar que o controle de crescimento mostra a aderéncia do biofilme, evidenciado
colonizacdo e camadas celulares sobre a 1dmina (Figura 4). Quando comparado com as cepas
submetidas aos extratos é possivel observar a diminui¢do da adesdo microbiana. A cepa 731
quando submetida ao extrato aquoso, ndo obteve crescimento, através do método do cristal
violeta, sendo possivel observar este resultado também através da microscopia (Figura 4F).
Esses dados comprovam a atividade antibiofilme dos extratos de folhas de A. humile, mostrados
anteriormente e corroboram com achados de Brambilla et al. (2017) que observaram a
diminuicdo do biofilme de S. aureus MRSA e MSSA quando administrados o extrato

diclorometano de Piper regnellii, confirmados pela microscopia eletrénica.
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Figura 4: Microscopia eletrdnica das cepas 02 e 731, submetidas aos extratos AhM e AhW. Cada letra é composta
de duas imagens representando o aumento de x1.000 e o de x10.000. A — Controle de crescimento da cepa 02, B
— Cepa 02 submetida ao extrato AhM, C - Cepa 02 submetida ao extrato AhW, D - Controle de crescimento da
cepa 731, E - Cepa 731 submetida ao extrato AhM e F — Cepa 731 submetida ao extrato AhW.
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CONCLUSAO

As cepas de S. aureus, apresentam multirresistencia a antibiéticos e também se mostraram
produtoras de biofilme, conferindo ainda mais resisténcia. Os extratos de A. humile sdo
eficientes contra as cepas bacterianas testadas, dentre eles o extrato AhM é o mais eficaz para
inibir o crescimento microbiano e o extrato AhM e AhW contra a aderéncia das cepas para
formacéo do biofilme, podendo essa atividade estar ligada aos compostos fenolicos presentes
ja descritos em alguns trabalhos. Estudos dessas atividades com compostos isolados da planta,
assim como a atuacdo deles juntamente com antibidticos sdo necessarios para melhor

entendimento desta eficiéncia.
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