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RESUMO

A resisténcia microbiana € uma ameaca para o tratamento de infecgbes. O
uso de plantas medicinais contra processos infecciosos conduz a pesquisas na
busca pela obtencdo de novos agentes com propriedade antimicrobiana, como
metabalitos secundarios extraidos dos vegetais, os quais podem atuar modificando a
resisténcia microbiana. Pesquisas combinando extratos de ervas ou Oleos
essenciais com antimicrobianos comerciais tém se mostrado como uma alternativa
para combater as espécies multirresistentes e possibilitar a reintrodugdo na
terapéutica de farmacos ja conhecidos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
modificagdo de resisténcia de cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus
associando diferentes antimicrobianos (eritromicina, benzilpenicilina, ampicilina,
levofloxacina) ao extrato de Cedrela odorata L. Foram obtidos extratos brutos
hidroetandlicos da casca e folha do vegetal em estudo, que também foram
submetidos a uma coluna filtrante, no qual a eluicido foi realizada com solventes de
polaridades crescentes para obtencao das fracdes do extrato. Foi realizada a analise
fitoquimica por High-Performance Thin-layer Chromatography (HPTLC), doseamento
de compostos fendlicos totais, taninos e flavonoides, atividade antioxidante pelo
método DPPH (Difenil-1—picril-hidrazila) e determinacdo da Concentracéo Inibitoria
Minima (CIM). Os extratos mais promissores foram selecionados e submetidos ao
método de “checkerboard” para avaliar as interagdes com os antimicrobianos das
diferentes classes. Através da analise fitoquimica, detectou-se a presenca de
compostos fendlicos, cumarinas, mono, sesqui e diterpenos, derivados antracénicos,
triterpenos e esteroides, e naftoquinonas, contudo nao foram encontrados alcaloides
em nenhum dos extratos. A fragdo metandlica (CEsp = 18,24 + 1,07 pg/mL) e o
extrato bruto das cascas (CEsy = 18,41 + 1,38 pg/mL) apresentaram boa atividade
antioxidante. As fragcdes acetato de etila e tolueno da casca apresentaram melhores
resultados antimicrobianos com CIM de 500 pg/mL, caracterizando uma agao
moderada frente a cepa de S. aureus (LAMUFPE406.6) sendo esses extratos
combinados aos antibioticos selecionados, através do método checkerboard,
apresentando Indice da Concentragdo Inibitéria Fracionaria (ICIF) menor que 0,5
para associagoes eritromicina/fragcao acetato e benzilpenicilina/fracdo acetato e na
combinacgao levofloxacina/fragao tolueno apresentando efeito sinérgico. Os extratos

da casca de Cedrela odorata L. apresentam uma atividade promissora no combate



de infecgbes por Staphylococcus aureus resistentes aos antibidticos usuais e
consolida novas estratégias terapéuticas, que possibilitam a identificacdo de
constituintes que associados com farmacos, buscam potencializar o efeito

antimicrobiano, consequentemente, modificando da resisténcia de microrganismos.

Palavras chave: Plantas medicinais. Compostos Fitoquimicos. Sinergismo

Farmacologico. Cedrela odorata L. Checkerboard.



ABSTRACT

Microbial resistance is a threat to the treatment of infections. The use of
medicinal plants against infectious processes leads to research in the search for new
agents with antimicrobial properties, such as secondary metabolites extracted from
vegetables, which can act to modify microbial resistance. Research combining
extracts of herbs or essential oils with commercial antimicrobials has been shown as
an alternative to combat multidrug-resistant species and to enable reintroduction in
the treatment of drugs already known. The objective of this work was to evaluate the
resistance modification of multi-resistant strains of Staphylococcus aureus by
associating different antimicrobials (erythromycin, benzylpenicillin, ampicillin,
levofloxacin) to the Cedrela odorata L. extract. Crude hydroethanolic extracts from
the peel and leaf of the study plant were obtained they were also submitted to a filter
column, in which the elution was carried out with solvents of increasing polarity to
obtain the fractions of the extract. Phytochemical analysis was performed by High-
Performance Thin-layer Chromatography (HPTLC), determination of total phenolic
compounds, tannins and flavonoids, antioxidant activity by the DPPH method
(Diphenyl — 1 — picryl — hydrazil) and determination of Minimum Inhibitory
Concentration (CIM) . The most promising extracts were selected and submitted to
the “checkerboard” method to assess interactions with antimicrobials from different
classes. Through phytochemical analysis, the presence of phenolic compounds,
coumarins, mono, sesqui and diterpenes, anthracenic derivatives, triterpenes and
steroids, and naphthoquinones was detected, however, no alkaloids were found in
any of the extracts. The methanolic fraction (EC50 = 18.24 + 1.07 ug / mL) and the
crude shell extract (EC50 = 18.41 + 1.38 ug / mL) showed good antioxidant activity.
The ethyl acetate and toluene fractions of the bark showed better antimicrobial
results with MIC of 500 pg / mL, characterizing a moderate action against the strain
of S. aureus (LAMUFPE406.6), these extracts being combined with the selected
antibiotics, through the checkerboard method, presenting Fractional Inhibitory
Concentration Index (ICIF) less than 0.5 for combinations of erythromycin / acetate
fraction and benzylpenicillin / acetate fraction and in the combination levofloxacin /
toluene fraction showing synergistic effect. The bark extracts of Cedrela odorata L.
have a promising activity in the fight against infections by Staphylococcus aureus

resistant to the usual antibiotics and consolidate new therapeutic strategies, which



allow the identification of constituents that associated with drugs, seek to potentiate

the antimicrobial effect, consequently, modifying resistance of microorganisms.

Keywords: Medicinal plants. Phytochemicals. Drug Synergism. Cedrela odorata L.
Checkerboard.
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1 INTRODUGAO

O emprego dos produtos naturais com finalidades terapéuticas pela
humanidade é antigo. O homem, ha muito tempo traz uma série de descobertas
sobre o ambiente onde vive, possibilitando trocar informagdes diretamente com o
meio, garantindo assim sua sobrevivéncia (ARGENTA, 2011). A busca e o uso de
plantas com propriedades terapéuticas séo atividades que acompanham a evolucao
da humanidade e sao utilizadas nas varias praticas da fitoterapia (RIBEIRO, 2014).

No Brasil, sdo conhecidas cerca de 43.020 espécies vegetais distribuidas em
zonas biogeograficas (biomas), como, Pantanal, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica.
Este cenario, associado a diversidade cultural resultante da miscigenacao de povos
indigenas, africanos e europeus, os quais tinham modos diferentes de utilizarem as
plantas medicinais disponiveis (JORGE et al, 2004), torna o pais rico para este tipo
de estudo com plantas medicinais. Varias pesquisas foram realizadas e obtiveram
resultados importantes referentes a atividade terapéutica de espécies vegetais que
ocorrem nos diferentes ecossistemas brasileiros (DESMARCHELIE et al, 1999;
JORGE et al, 2004; HANAZAKI, 2006; LIMA et al, 2013; RIBEIRO, 2014;
ALBUQUERQUE; DUARTE et al, 2016).

Enfermidades causadas por micro-organismos como bactérias e fungos ainda
sdo um grande desafio para a ciéncia (ARGENTA, 2011). O tratamento se da pela
administracao de drogas antimicrobianas com atividade para determinado micro-
organismo, porém o uso indiscriminado desses agentes tem propiciado o
aparecimento de diversos isolados clinicos com resisténcia (COHEN, 1992;
NASCIMENTO, 2000).

Apesar da grande variedade de antibidticos existente no arsenal terapéutico
desenvolvido nos ultimos tempos pela industria farmacéutica, assim como pela
industria quimica, tem sido observado o aumento de micro-organismos resistentes
aos antibidticos presentes no mercado, o que estimula a procura por novas fontes de
substancias dotadas de atividades antimicrobianas (RIBEIRO, 2008). Atualmente,
diversas pesquisas acontecem com o objetivo de diminuir ou até mesmo cessar a
resisténcia de bactérias aos antimicrobianos, neste contexto realizando associacao
de derivados plantas medicinais a antimicrobianos.

Segundo Padilha et al (2010) a resisténcia aos antimicrobianos € um desafio

para saude publica mundial. Essa resisténcia microbiana se desenvolve como uma
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habilidade da populagdo bacteriana de se adaptar. A utilizacdo em excesso e de
forma indiscriminada de farmacos antimicrobianos seguiu-se do surgimento de
bactérias resistentes. A resisténcia microbiana esta associada ao uso destes
antibidticos com reducdo de sua eficacia e possibilidade de cura durante o
tratamento de doengas caudadas por bactérias geralmente comuns (CHENG et al,
2016). O crescimento da resisténcia ao arsenal terapéutico usado no tratamento
dessas doencas resulta numa menor eficacia dos antibacterianos, antiparasitarios,
medicamentos antivirais e antifungicos tornando o tratamento de pacientes dificil,
caro ou até mesmo impossivel (WHO, 2003).

Com uma estrutura quimica diferente dos antibidticos derivados de micro-
organismos, os antimicrobianos de origem vegetais podem regular o metabolismo
intermediario de patégenos, bloqueando ou ativando reagdes e sintese enzimatica
ou até mesmo modificando a estrutura de membranas (MICHELIN et al, 2005).
Devido ao alto numero de mortes, a inativagado de antibidticos por patégenos como
Staphylococcus aureus ainda representa um grande desafio (CASSINI et al, 2018;
FRIENDRICH, 2019).

Cedrela odorata L., conhecida popularmente como “cedro”, € uma planta
utilizada em pesquisas cientificas, em razado de ser empregada na medicina popular
como recurso no tratamento de varias doencgas. A literatura aponta o género Cedrela
com atividade antimalarica, antileishmanial, antimicrobiana, antitripanosomal e
hipoglicémica (GOMEZ MALDONADO, 2014; GIORDANI et al, 2015). A casca do
“cedro” é utilizada por moradores de algumas regides da Amazdnia, no tratamento
da diabetes, malaria, doengas gastrointestinais e cicatrizagdo de feridas (BIESKI,
2014 apud GIORDANI et al, 2015). Ja as folhas s&o menos citadas

Atualmente, pesquisas cientificas buscam identificar novos compostos que
possibilitem a combinac&o entre extrato de plantas e antibitticos ja existentes, com
objetivo de inibir os mecanismos da resisténcia bacteriana, refletindo diretamente em
novas estratégias terapéuticas (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008;
BARRETO et al, 2014).
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2 OBJETIVOS

Com a finalidade de aprofundamento dos estudos sobre fontes de material
vegetal com propriedade de modulagao de antimicrobianos frente a isolados de

Staphylococcus aureus, o presente trabalho teve os seguintes objetivos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a modificacdo de resisténcia microbiana in vitro, de cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus frente a antimicrobianos de diferentes

classes associados a extratos de folhas ou cascas de Cedrela odorata L.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Coletar, autenticar e processar as amostras da espécie Cedrela odorata L, para

obtencao dos extratos;

b) Obter os extratos secos brutos hidroetandlicos de folhas e casca espécie vegetal
estudada;

c) Obter as fragdes em diferentes solventes dos extratos hidroetandlicos de folhas e

casca da espécie vegeta estudada;

d) Conhecer o perfil fitoquimico do extrato bruto e fragbes das folhas e casca de
Cedrela odorata L.;

e) Analisar a capacidade antioxidante dos extratos brutos das espécies estudadas
sobre a remogao de radicais livres induzidos por 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH);

f) Determinar a CIM do extrato bruto, fragbes de Cedrela Odorata L. e
antimicrobianos (eritromicina, benzilpenicilina, ampicilina, levofloxacina) frente cepas

multirresistentes de Staphylococcus aureus;
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g) Realizar protocolo de modulagdo por Checkerboard frente a cepa de
Staphylococcus aureus multirresistente para a qual o extrato de Cedrela odorata L.

apresentou melhor CIM;

h) Avaliar a capacidade do extrato de Cedrela odorata L. de modificar a resisténcia
microbiana de cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus frente aos

antibiodticos testados nas respectivas associacdes.



21

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As primeiras descricdes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers, um dos tratados médicos
mais antigos e importantes do mundo, onde lista mais ou menos 100 doengas e
descreve um grande numero de drogas de natureza animal e vegetal (VILELA, 1977;
PINTO et al, 2002).

Evidéncias arqueoldgicas mostram que o uso de drogas era amplo em
culturas antigas. A civilizagado grega, com seus filésofos, contribuiu para construgéo
da histéria natural. Hipocrates, considerado o pai da medicina moderna, se destacou
por adotar a natureza como guia na escolha dos remédios. Teofrasto (372 a.C.),
aprendiz de Aristoteles, escreveu varios livros sobre a historia das plantas e
registrou a utilizagdo da espécie boténica Papaver somniferum, que apresenta como
principio ativo a morfina. As grandes navegacodes trouxeram a descoberta de novos
continentes, deixando para o mundo moderno um amplo arsenal terapéutico de
origem vegetal até hoje imprescindivel a medicina (PINTO et al, 2002).

As plantas medicinais sao elementos que constituem parte da biodiversidade
e sao utilizadas desde os primérdios da civilizagdo por varios povos e de diversas
maneiras, sendo considerada uma das praticas mais utilizadas pelo homem para
cura, prevencao e tratamento de doencas, servindo como importante fonte de
compostos biologicamente ativos (ANDRADE et al, 2007; FIRMO, 2011). As
referéncias historicas exibem uma intima relagdo entre o0 homem e os recursos
naturais, sobretudo, pelo vinculo entre o saber popular adquirido através de
experiéncias exitosas ou frustragcbes (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006;
ARCARI et al, 2009), e na disseminagao do conhecimento transmitido de geragao
para geracao (LIMA et al, 2013).

O uso de plantas ou partes especificas destas com potencial medicinal para
prevenir, aliviar ou curar processos patologicos, tem-se destacado como pratica
terapéutica respeitada, e se fazendo parte integrante de sistemas médicos no
mundo (ARCARI et al, 2009; BETTEGA et al, 2011; BRUNING; MOSEGUI; VIANNA,
2012).
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Mesmo com o grande avango da medicina e da sintese de novos farmacos,
0s recursos naturais ainda hoje contribuem para a manutenc¢ao da saude e alivio das
enfermidades em paises em desenvolvimento (SOUZA; FELFILI, 2006; FIRMO,
2011). Apesar da aparente hegemonia dos farmacos industrializados, o uso das
plantas ainda se apresenta como forma de tratamento primario na saude,
especialmente nas populagbes com baixa renda, pois espécies vegetais sdo de facil
aquisicao e baixo custo. A Organizagao Mundial de Saude, OMS, reconhece que
boa parte da populagcdo dos paises em desenvolvimento depende da medicina
tradicional na atengao primaria, considerando-se que 80% desta populagao utilizam
praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e cerca de 85% destes
utilizam plantas ou preparagdes destas (BRASIL, 2006).

O conhecimento popular sobre o uso e a eficacia de plantas com
propriedades farmacolégicas contribuem de forma relevante para a divulgagao das
virtudes terapéuticas dos vegetais, por conta das propriedades medicinais que
possuem, apesar de nao terem muitas vezes seus constituintes quimicos totalmente
conhecidos (MACIEL; PINTO; VIEGA JUNIOR, 2002). Esta cultura medicinal, de
certa forma, desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas
multidisciplinares, entre elas a boténica, farmacologia e fitoquimica, que juntas
contribuem para a aquisicdo de mais informagbes e conhecimentos sobre a
inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL; PINTO; VIEGA
JUNIOR, 2002).

A busca por novos produtos, de origem vegetal, tem se tornado alvo das
pesquisas cientificas, muitas vezes atrelada aos conceitos de desenvolvimento
sustentavel (DIOUF; STEVANOVIC; BOUTIN, 2009; FIRMO, 2011). Atualmente 30%
dos medicamentos disponiveis no mercado sao derivados diretamente ou
indiretamente de produtos naturais principalmente de plantas. A maior desses
vegetais, antes de serem transformados em medicamentos, foram utilizados por
grupos tracionais durante séculos em virtude de suas propriedades curativas
(ZUANAZZI; MAYORGA, 2010).

O interesse pelos medicamentos derivados de plantas, também conhecidos
como fitoterapicos ou fitomedicamentos, tem aumentado significativamente em todo
mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento, e em alguns paises da
Europa e nos Estados Unidos (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008; ZUANAZZI,
MAYORGA, 2010).
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A escolha de espécies de acordo com o uso terapéutico evidenciado por um
determinado grupo étnico aplicada ao estudo de plantas medicinais, juntamente com
a etnofarmacologia, visa a exploragao cientifica interdisciplinar de agentes
biologicamente ativos, tradicionalmente usados ou observados por determinado
agrupamento humano (MACIEL; PINTO; VIEGA JUNIOR, 2002). Neste tipo de
selecdo de espécies vegetais, ha uma maior probabilidade de descoberta de novas
substancias bioativas.

O estudo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
componentes, tais como flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos tem sido objeto
de pesquisa, onde ja foram comprovadas as agdes farmacologicas através de testes
pré-clinicos com animais. Muitas destas substancias tém grandes possibilidades de
serem utilizados como agentes medicinais (HAVSTEEN, 1983). No Brasil, varios
estudos foram executados e trouxeram informacgdes importantes sobre o assunto,
nao se restringindo apenas a aspectos fitoquimicos, mas também quanto a atividade
bioldgica de plantas que ocorrem nos diferentes ecossistemas brasileiros (PEREIRA
et al, 2004).

O uso de plantas medicinais contra processos infecciosos conduz a varias
pesquisas na busca pela obtencdo de novos compostos com propriedade
antimicrobiana. Varias bactérias que causam prejuizos a saude apresentam
resisténcias aos antimicrobianos. Inumeras medidas tecnolégicas sao propostas
para solucionar esse problema sendo uma delas a busca por novos antimicrobianos
a partir de espécies vegetais.

Pesquisas comprovam a capacidade antibacteriana de plantas medicinais.
Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana em
17 espécies vegetais nativas do Brasil, os resultados dessa pesquisa revelaram que
o extrato de Pterodon emarginatus (Sucupira) apresentou atividade antimicrobiana
contra Proteus mirabilis, e os de Ocotea odorifera (Sassafras) e Schinus
terebinthifolia (aroeira) apresentaram ac¢ao antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus. Ainda neste estudo extratos da espécie Hymenaea courbaril (Jatoba),
demonstrou eficacia atividade frente a cepa de Proteus mirabilis e Staphylococcus
aureus e o de Copaifera langsdorffii Desf. (Copaiba) demonstrou atividade contra
Proteus mirabilis, e Shigella.sonnei. Enquanto o extrato de Bixa orellana L (Urucum)
mostrou agado contra Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis e Staphylococcus

aureus.
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Um outro estudo realizado por Pinho et al (2011) em identificou a aroeira e
barbatim&do, bastante utilizada como cicatrizante e anti-inflamatorio, com um
potencial antimicrobiano em diferentes concentracbes tanto para as cepas de
bactérias gram-positivas quanto para gram-negativas corroborando com outros
resultados na literatura, concluindo que o uso das folhas e cascas de aroeira e
também o barbatimdo podem constituir-se numa alternativa sustentavel, viavel e
acessivel contra infecgdes bacterianas.

Pesquisas comprovaram que extratos hidroalcodlicos da folha e do caule da
goiabeira (Psidium guajava L.) tém atividade antimicrobiana contra bactérias gram-
negativas: Salmonela, spp., Shigella spp, Escherichia coli, Proteus spp. e
Pseudomonas aeruginosa (ABDELRAHIM, 2002). Em um estudo de bioprospecc¢éo
realizado por Almeida et al (2012) foi verificada a atividade antimicrobiana de
espécie nativas e exdticas da Caatinga e Mata Atlantica, dentre essas: Amburana
cearensis, Anacardium occidentale, Anadenanthera colubrina, Erythrina velutina,
Maytenus rigida, Mimosa tenuiflora e Myracrodruon urundeuva.

A atividade antimicrobiana do extrato da casca do caule de Anacardium
occidentale diante de bactérias gram-positivas € descrito no trabalho de Melo et al.
(2006), onde ha destaque Streptococcus mutans. Erythrina velutina (Willd), tem sua
atividade antimicrobiana pouco relatada, no entanto, em um trabalho desenvolvido
por Virtuoso et al (2005), o extrato bruto do p6 da casca dessa planta apresentou
acao antibacteriana sobre duas bactérias gram-positivas, entre elas Staphylococcus
aureus, porém essa atividade nao foi demonstrada o que possa estar relacionado ao
tipo de extrato que foi utilizado.

Estudos com uso de plantas medicinais pode destinar-se ao isolamento do
produto bioativo do vegetal que apresente atividade farmacoldgica relevante, e
utiliza-lo como farmaco. Uma vez estabelecido a sintese quimica desse composto,
preconiza-se, em geral a interrup¢gdo do processo de extragdo, passando a obté-lo
sinteticamente ficando sua origem natural na histéria como exemplo nesse contexto
a atropina (ZUNAZZI; MAYORGA, 2010). Algumas plantas medicinais sdo usadas
como matéria prima para preparagdes farmacéuticas, podendo ser usadas inteiras
ou como extrato padronizado. Ambas as abordagens no ambito do uso das plantas
medicinais podem resultar em interessantes resultados econémicos para terapia
com produtos naturais (ZUNAZZI; MAYORGA, 2010; ARGENTA, 2011).
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Embora muitas pesquisas busquem isolar os componentes ativos das plantas,
o efeito de um fitoterapico normalmente se da pela agédo sinérgica entre os
compostos (MACIEL; PINTO; VIEGA JUNIOR, 2002). Por isso, diferente de drogas
convencionais, a medicina natural consiste em uma complexa preparacao
farmacéutica que pode ser administrada na forma de extrato (CAPASSO et al,
2003). Sendo uma das mais ricas do planeta, a biodiversidade brasileira contém
muitas plantas com propriedades farmacolégicas, entre elas: anti-inflamatérias e a
antimicrobianas (CAPASSO et al, 2003).

Pesquisas envolvendo combinagdo entre produtos vegetais e drogas
antimicrobianas estao sendo realizadas. Estudos ja comprovaram que a associagéo
de plantas medicinais, seus compostos derivados e drogas antimicrobianas
convencionais podem exercer acao indiferente, diminuir ou até mesmo aumentar o
efeito da droga sobre os micro-organismos (NASCIMENTO, 2000).

3.2 BIOMA CAATINGA

A vegetacdo do semiarido possui uma grande variagao fisiondbmica e floristica
relacionada em virtude da heterogeneidade do clima, solo e relevo. Dentre os
principais tipos de vegetacdo dessa regido pode-se citar cerrado, caatinga, florestas
e brejos. Pode-se destacar a caatinga como o mais importante ecossistema dessa
regido (DE GUTIERREZ et al, 2010).

A caatinga é o Unico bioma exclusivamente brasileiro. E o ecossistema
predominante no Nordeste. Abrange areas de partes dos estados do Piaui, Ceara,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas
Gerais (SILVA; ALBUQUERQUE, 2005). A caatinga é dominada por um dos poucos
tipos de vegetacao cuja distribuicdo é totalmente restrita ao Brasil (HUECK, 1966;
FERRI, 1980), possuindo a vegetagdo mais heterogénea dentre os biomas
brasileiros (RIZZINI, 1997). Esta regido € marcada por forte sazonalidade de chuvas,
concentrada num curto periodo do ano (3-5 meses) e bastante irregular. Nessa
regidao predomina altas temperaturas anuais.

A caatinga possui a maior parte de seu territério uma vegetagao xerdfila, de
fisionomia e floristica bastante diversificada. As espécies que a caracterizam sao,
em geral, lenhosas, herbaceas, sendo algumas com espinhos, além das cactaceas e

bromeliaceas (RAMALHO et al, 2009). Pesquisas realizadas em alguns estados do
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nordeste mostram que a vegetagdo da caatinga possui diversas utilidades, além de
apresentarem uma grande importancia biologica; essa formagao vegetacional
abrange um consideravel potencial econémico, onde diversas espécies que podem
ser empregadas como forrageiras, alimenticias, madeireiras e de para fins
medicinais (RAMALHO et al, 2009; DE GUTIERREZ et al, 2010).

Existe uma ampla literatura regional sobre o uso das plantas na medicina
popular (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002). Esses vegetais medicinais
conseguem sobreviver em condigdes adversas, como as da caatinga, mesmo apos
longos periodos de estiagem, e produzem um numero maior de metabdlitos
secundarios (SILVA; PAULA JUNIOR; TEIXEIRA, 2008). Em Pernambuco, foi
realizado levantamento em quatro municipios, no qual enumerou mais de 400
plantas com propriedades medicinais (VICTOR, 1990). Em um estudo etnobotéanico
em uma area de caatinga em Pernambuco, Albuquerque e Andrade (2002)
apontaram 36 familias botanicas com espécies utilizadas com fins terapéuticos pela

populacéao.

3.3 Cedrela odorata L.

Cedrela é um género de plantas da familia botanica Meliaceae. E composto
por seis espécies de porte arboreo, distribuidas desde o sul do México até o norte da
Argentina (CITRON, 1990). Cedrela odorata L., é nativa da regido tropical da
América, existente no Brasil, sobretudo encontrada no bioma da caatinga.
Popularmente conhecida como cedro, cedro rosa, cedro vermelho, cedro-mogno ou
cedro-mogno cheiroso, ocorre em todo o Brasil em todos os biomas, com excegao
do cerrado. Arvore que pode chegar a 25-35m de altura, com tronco de 90-150 cm
de diametro, apresenta folhas do tipo paripinadas, flores de cor amarelo palido e
frutos tipo capsula. A madeira do “cedro” € uma das melhores do pais, apropriada
para laminados, moveis, lambris, compensados e para tabuado em geral e é
considerada nobre por possuir boa resisténcia mecanica e ser moderadamente
resistente ao ataque de pragas (PASSOS et al, 2008).

Cedrela odorata L., € amplamente distribuida em diversas regides do Brasil,
inclusive no Nordeste. No Brasil, € mais conhecida como “cedro” (CAMPOS, 1991;
LEITE; LLERAS, 1993; GOMEZ-MALDONADO, 2014). Segundo Giordani et al

(2015), a espécie vegetal em estudo € uma planta que vem ganhando destaque em
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pesquisas cientificas, em razdo de ser empregada na medicina popular como
recurso no tratamento de varias doencas. Dentro da medicina tradicional, uma
infusdo de casca é usada no tratamento de feridas, febre, bronquite, doencas
gastrointestinais diarreia, anti-inflamatéria, vomitos e hemorragia (RASHED, 2013).
Na Africa, a decocgdo da casca é utilizada no tratamento da malaria (KIPASSA,
2008).

A casca do “cedro” é utilizada por moradores de algumas regides da
Amazbnia, no tratamento da diabetes, malaria, doencgas gastrointestinais e
cicatrizagao de feridas (BIESKI, 2014 apud GIORDANI et al, 2015). Além de outros
registros na literatura apontarem atividade antileishmanial, antimicrobiana,
antitripanosomal e hipoglicémica (GOMEZ-MALDONADO, 2014; GIORDANI et al,
2015). Rengifo (2010), em sua pesquisa, observou atividade antimicrobiana de
Cedrela odorata L contra bactérias gram-positivas. Gomez-Maldonado (2014)
também concluiu em seu estudo, que extrato metandlico da casca de Cedrela
Odorata L. €& bactericida para Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus aureus e que, extratos hexanicos, também apresentaram bons

resultados contra género Staphylococcus.

Figura 1 — Cedrela odorata L., comunidade do Carao, municipio de Altinho, Pernambuco

Fonte: O autor.
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Mariscal-Lucero et al (2015) em seus estudos fitoquimicos com extratos das
folhas de C. odorata L, verificaram a presenga de fendis como flavonoides,
protocianidinas, taninos condensados, e terpenos como limonoide. Relatos na
literatura citam que esses terpenos apresentam atividade inseticida, antituberculose
e contra febre (VEIGA JUNIOR et al, 2005). Um estudo encontrou concentracdes
vaiaveis mostrando diferengcas marcantes entre individuos de acordo com a origem.
Este mesmo trabalho sugere que a composicdo dos metabdlitos secundarios
avaliados em C. odorata L, sobretudo fendis estdo diretamente envolvidos na
resisténcia a insetos em muitas plantas (MARISCAL-LUCERO et al, 2015). Rocha,
Barata e Pereira (2015), encontraram em extrato do pé do caule de C. odorata L.
como substancias majoritarias sesquiterpenos elegendo este vegetal como potencial

candidato a ser utilizado como fitoterapico antioxidante.

3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O metabolismo realizado pelos organismos vivos € definido como o conjunto
de reagbes quimicas para sintetizar moléculas organicas complexas a partir de
moléculas simples (GARCIA; CARRIL, 2009). Tais estruturas complexas tém como
finalidades o fornecimento de energia ao organismo, a garantia da continuidade do
estado organizado e a reagao biolégica aos estimulos do meio ambiente (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Os metabdlitos secundarios sao estruturas complexas, de baixo peso
molecular e se encontram em baixas quantidades, variando sua concentragdo nos
diversos grupos de plantas. Por um bom tempo, acreditava-se que esses
metabdlitos eram produtos da excregcao vegetal, porém apresentam funcgdes
ecologicas especificas nas plantas levando ao interesse de muitos pesquisadores
também, devido as diversas propriedades farmacologicas que possuem (DA CRUZ
MONTEIR; BRANDELLI, 2017). Representam grande importancia na industria
farmacéutica, alimentar e agronédmica (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Os principais
grupos de metabdlitos secundarios estdo representados pelos alcaloides, acidos
fendlicos, cumarinas, flavonoides, quinonas, taninos, saponinas e terpenos
(CARDOSO et al, 2010).

Varios metabdlitos secundarios tém sido validados quanto ao efeito bioldgico

e farmacoldgico e a seguranga do uso desses compostos bioativos na elaboragao e
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desenvolvimento de novos produtos de interesse farmacéutico (BERG; LUBERT,
2008; FUMAGALLI, 2008; PEREIRA; CARDOSO, 2012). Os compostos secundarios
de plantas sao classificados de acordo com a sua rota biosintética (FUMAGALLI,
2008), e dividem-se em trés grandes classes: os compostos fendlicos, terpenos e os
alcaloides.

Os principais grupos de metabdlitos secundarios com propriedades
antimicrobianas, extraidos de plantas abrangem: lectinas e polipeptidios (TERRAS
et al, 1993; ZHANG; LEWIS, 1997), terpendides e 6leos essenciais (TORSSEL,
1983); alcaloides (FESSENDEN; FESSENDEN, 1982); cumarinas (SOUZA, 2005).
Substancias fendlicas e polifendis: fendis simples, quinonas, acidos fendlicos
(MAIYO et al, 2010); flavonoides, flavonas, flavonéis (FESSENDEN; FESSENDEN,
1982) e taninos (SCALBERT, 1991). Saponinas também tem atividade
antimicrobiana importante (VERDI, 2005).

Os compostos fendlicos apresentam uma estrutura quimica de anéis
aromaticos e hidroxilas substituidas (SIMOES, 2017). A funcdo dos compostos
fendlicos esta relacionada com a producgao das ligninas que sdo comuns a todas as
plantas superiores, e funcionam como atrativos aos seres humanos devido ao odor,
sabor e coloragdo agradaveis, mas também para outros animais, 0os quais s&o
atraidos para polinizagdo ou dispersdo de sementes. Essa classe de compostos &
importante para proteger as plantas contra raios ultravioleta, insetos, fungos, virus e
bactérias (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000; FUMAGALI, 2008). Ha inclusive
certas espécies vegetais que desenvolveram compostos fendlicos para inibir o
crescimento de outras plantas competidoras (agdo alelopatica) produzindo
fitoalexinas (FUMAGALI, 2008). Tais compostos ainda apresentam extensas
atividades biolégicas como antioxidantes, antiinflamatérios, vasodilatadores,
anticancerigenos e podem prevenir algumas doencas (SIMOES, 2017). Os
compostos fenodlicos constituem ainda o grupo de produtos do metabolismo vegetal
que mais se destaca por sua atividade antioxidante, apresentam em sua estrutura
um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais (MALACRIDA; MOTTA, 2005; BATISTA, 2013). Sao divididos em duas
classes, os flavonoides que apresentam estrutura basica definida e a do nao-
flavonoides que sado heterogéneos, esse ultimo grupo é composto pelos acidos
fendlicos (acido benzoico, acido hidréxinamico e seus derivados), pelas ligninas,

lignanas, estilbenos e taninos hidrolisaveis (PORTO, 2014).
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Os flavonoides sdo derivados da via dos fenilpropanoides com algumas
variagbes nas formas estruturais, porém a maioria apresenta um nucleo principal
com 15 carbonos, formado por duas fenilas ligadas por uma cadeia de 3 carbonos.
Nos compostos triciclicos (figura 2), as unidades da estrutura fundamental sao
chamadas de nucleos A, B e C (SIMOES, 2017).

Muitos flavonoides lipofilicos podem também levar a total ruptura de
membranas microbianas (CHABOT et al, 1992). Delineagbes dos possiveis
mecanismos de acao das flavonas e flavonoides levam a conflitos de ideias de
varios pesquisadores, uma vez que muitos autores encontraram, também, efeitos
opostos, isto €, quanto maior a hidroxilagdo, maior seria a atividade antimicrobiana
(SATO et al, 1997; HARBORNE; WILLIANS, 2000).

Figura 2 — Nucleo Fundamental dos Flavonoides

O
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Fonte: SANTOS; RODRIGUES, 2017.

Os compostos tanicos s&o abundantes no reino vegetal e sdo descritos como
um grupo de substancias fendlicas poliméricas, capazes de precipitar proteina de
uma solugao, propriedade conhecida como adstringéncia e responsaveis pelo sabor
adstringente de muitos frutos e outros produtos vegetais (BRUNETON, 1991;
CASTEJON, 2011; BATISTA, 2013). S&do compostos fendlicos, e, portanto, s&o
altamente reativos quimicamente e possui habilidade de formar pontes de
hidrogénio, intra e intermoleculares (MONTEIRO et al, 2005; CASTEJON, 2011).

Pesquisas relataram que os taninos sao eficientes frente a determinados
microrganismos, assim como possui atividade carcinogénica, contudo, apresentam
elevada toxicidade hepatica (MONTEIRO et al, 2005; BATISTA, 2013). Em um
estudo de revisao das propriedades antimicrobianas dos taninos, Scalbert, (1991)

reuniu 33 trabalhos que documentavam a atividade antimicrobiana contra fungos e
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bactérias. Um exemplo, a elagitanino, tem como uma de suas agdes moleculares,
complexar-se com proteinas e polissacarideos, através de pontes de hidrogénio,
ligagcdes hidrofdbicas e ligagcdes covalentes (COWAN, 1999). Desta forma, leva a
inativacdo de adesinas microbianas, inibicdo de enzimas bacterianas, ou a formacéao
de complexos com os substratos dessas enzimas, modificando a estrutura e funcao,
atuando, também, sobre as membranas celulares dos microrganismos, alterando
seu metabolismo, sobretudo com a interrup¢cdo do sistema de transporte de
proteinas celulares (HASLAM, 1996; STERN et al, 1996).

Os taninos também podem complexar com ions metalicos, reduzindo a
disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo microbiano (SCALBERT,
1991).

Figura 3 — Estrutura do tanino hidrolisavel (a) e condensado (b)
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Fonte: Sociedade brasileira de Farmacognosia. Disponivel em: sbfgnosia.org.br.
Acesso em: 18 jan. 2020.

O papel dos alcaloides nos vegetais ainda ndo é totalmente conhecido, no
entanto, segundo um estudo realizado por Croteau, Kutchan e Lewis (2000), estéo
surgindo algumas respostas baseadas na fungdo eco-quimica desses metabdlitos,
uma vez que sao toxicos para insetos e atuam como repelentes para herbivoros,
esse grupo constituem uma das formas de defesa quimica das plantas. Além disso,
aos alcaloides n&o sao distribuidos de maneira uniforme no reino vegetal e sdo mais
especificos para alguns géneros e espécies de plantas (FUMAGALI, 2008). Esta
distribuicao restrita dos compostos secundarios constitui a base da quimiotaxonomia

e ecologia quimica (FUMAGALI, 2008). Castilhos et al (2007), revelaram um grande
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potencial antimicrobiano do alcaloide montanina sobre isolados de Micrococcus

luteus e Candida albicans.

Figura 4 — Estrutura Quimica do Alcaloide da Montanina

oty

Fonte: CASTILHOS, 2007.

Oleos essenciais, cuja seu composto majoritario sdo terpenos, foram
relatados apresentando atividades biolégicas antimicrobiana, antifungica e
antioxidante (ALCANTARA et al, 2010; TOSCAN; 2010; SARTO et al, 2014). Os
terpenos sdo compostos que ocorrem em todas as plantas e compreendem uma
classe de metabdlitos secundarios com uma enorme variedade estrutural
(JAKIEMIU, 2010). Esses metabdlitos sdo formados pela fusdo de unidades
isoprénicas de cinco carbonos; quando submetidos a altas temperaturas, se
decompdem em isoprenos, podendo referir-se, a todos os terpenos como
isoprenoides (JAKIEMIU, 2010).

Alguns estudos mostram que monoterpenos apresentam efeitos que
promovem lesdo a membrana celular bacteriana (GIBBONS, 2004). Alguns
mecanismos de agao antimicrobianos atribuidos aos terpenos correspondem ao
bloqueio de sintese de membrana, perda de materiais celulares e ions, inibicdo da
respiragao celular e interrupcdo do crescimento bacteriano (SILVA et al, 2008;
TOSCAN, 2010). Estudos de microscopia eletrbnica de Escherichia coli revelaram
que alguns 6leos causam perda de material celular e coagulagdo de constituintes
citoplasmaticos apods exposicdo ao 6leo de Melaleuca alternifélia,por exemplo
(GUSTAFSON et al, 1998). Os limondides sao tetranotriterpenos e fazem parte dos
maiores representantes da classe dos terpenos com atividade inseticida, cujas
principais fontes sao vegetais da familia Meliceae e Rutaceae, tendo sido descritas
atividades biolégicas contra febre, tuberculose, reumatismo e agao inseticida (VEIGA
JUNIOR et al, 2005, FAIELA, 2007).
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Figura 5 — Exemplo de terpenos e suas estruturas
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Fonte: Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Disponivel em: ufrgs.br.
Acesso em: 26 mar. 2020.

Outro grupo de metabdlitos sdo as cumarinas, provenientes do metabolismo
da fenilalanina, sao isoladas principalmente de plantas verdes, mas podem ser
produzidas também por microrganismos, como fungos e bactérias (HOULT; PAYA,
1996; MONTAGNER, 2007), possuem propriedades antimicrobiana, antifungica,
antiviral, antiparasitaria e citotoxica a esse grupo de metabolitos (MONTAGNER,
2007).

Agentes antimicrobianos isolados de plantas podem agir como reguladores
do metabolismo intermediario, ativando ou bloqueando reacbdes enzimaticas,
afetando diretamente uma sintese enzimatica seja em nivel nuclear ou ribossomo,
ou até mesmo modificando estruturas de membranas (SINGH; SHUKLA, 1984).

3.5 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Resisténcia microbiana aos antibidticos € uma adaptacao e pode ser definida
como um conjunto de mecanismos de adaptacdo das bactérias contra os efeitos
nocivos ou letais aos quais estejam sendo expostas (LIVERMORE, 1995). A
descoberta de drogas eficazes contra micro-organismos havia eliminado a infecgdes,

mas o uso indiscriminado destas substancias levou ao surgimento de patégenos
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multirresistentes. Este crescente numero de casos resulta numa menor eficacia dos
antibacterianos, antiparasitarios, medicamentos antivirais e antifungicos tornando o
tratamento de pacientes dificil, caro ou mesmo impossivel (WHO, 2003).

Por décadas, a resisténcia microbiana tem sido uma ameaca crescente para o
tratamento eficaz de uma série de infec¢des causadas por bactérias, parasitas, virus
e fungos (SHELDON, 2005). O crescente numero de cepas bacterianas cada vez
mais resistentes a quimioterapia disponivel, aumenta o tempo de internacéo,
aumenta os custos com medicamentos caros de dificil acesso e aumenta a
morbidade e mortalidade na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e nos servigos de
saude em geral (VARELA, 2005; OLIVEIRA, 2009). As infec¢des hospitalares estéo
cada vez mais frequente e relevantes devido a sua alta capacidade de promover
morbidade e mortalidade, destacando-se dentre elas as infeccbes causadas por
Staphylococcus aureus (LIMA et al, 2015).

No Brasil entre 5 e 15% dos pacientes hospitalizados e 25 a 35% dos
pacientes admitidos em UTI’'s adquiram infeccdo hospitalar, sendo ela a quarta
causa de mortalidade (ABEGG; SILVA, 2011).

O desenvolvimento da resisténcia a antibidticos pode ser natural (intrinseca)
ou adquirida e isso pode ser transmitido dentro da mesma ou de diferentes espécies
de bactérias. A resisténcia natural € alcangada pela espontanea mutagéo do gene e
a resisténcia adquirida é através da transferéncia de fragmentos de DNA como
transposons ou plasmideo de um micro-organismo para outro (TAVARES, 2000;
SHELDON, 2005; SILVA, 2012). As bactérias podem adquirir resisténcia aos
antibidticos por alteracdo do sitio de agdo do antimicrobiano, resultando em redugéo
da eficiéncia da ligacdo com medicamento, por destruicao direta ou modificagdo do
antibidtico por enzimas produzidas pelo micro-organismo ou efluxo de antibiético do
meio intracelular para o meio extracelular através das bombas de efluxo (SHELDON,
2005; SILVA, 2012).

Um dos primeiros e mais efetivos mecanismos de resisténcia bacteriana
conhecidos é a produgcao de betalactamases, que sdo enzimas que catalisam a
hidrolise do anel betalactamico, inativando o antimicrobiano, impedindo assim que a
substancia atue contra as enzimas responsaveis pela sintese de parede celular
bacteriana (LIVERMORE, 1995; OLIVEIRA, 2010).

Apesar da imensa variedade de antibidticos desenvolvidos nos ultimos

tempos pela industria farmacéutica, assim como pela industria quimica, tem sido
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observado o aumento de microrganismos resistentes aos antibidticos presentes no
mercado, o que estimula a procura por novas fontes de substancias dotadas de
atividades antimicrobianas (RIBEIRO, 2008; PADILHA et al, 2010; TINTINO et al,
2013).

Na procura por novas substancias contra micro-organismos patogénicos, as
plantas medicinais tém sido fonte de muitos medicamentos aplicados na pratica
clinica e uma forte alternativa terapéutica. O uso de plantas e seus derivados, como
agente antimicrobiano pode ser uma opgao consideravel, tendo em vista a baixa
possibilidade de resisténcia uma vez que estas substancias sdo misturas complexas,
tornando mais dificil a adaptabilidade microbiana (DAFERERA; ZIOGAS;
POLISSIOU, 2003).

Uma estratégia empregada para superar os mecanismos de resisténcia € o
uso da combinagdo de drogas (SEHELDON, 2005, HEMAISWARYA,
KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008).

3.6 Staphylococcus aureus

A denominagao Staphylococcus aureus tem origem do grego staphylé, que
significa “cacho de uvas”, por apresentarem um padréo de crescimento similar a um
cacho de uvas, mas também podem aparecer como células isoladas, aos pares ou
em cadeias curtas. Sdo bactérias gram-positivas, imoveis, aerdbios ou anaerébios
facultativos, catalase-positivos, a maioria com diametro compreendido entre 0,5 a
1um e, crescem em meio contendo cloreto de sédio, em temperatura entre 18 a
40°C (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). E um patégeno humano
reconhecido, sendo um agente etiolégico de um amplo espectro de infecgcbes de
origem comunitaria e nosocomial. Possui uma gama de determinantes de viruléncia,
que engloba componentes da parede celular e uma grande variedade de
exoproteinas que contribuem para sua capacidade de colonizar e causar doencas
em mamiferos (BRASIL, 2006).

Trata-se de uma bactéria capaz de integrar-se a microbiota normal do
hospedeiro, que estabelece um estado de portador crbénico, numa frequéncia
superior a que determinam as infecgées (RICARDO, 2004). Aproximadamente 30%
da populacdo humana € colonizada com S. aureus, ao mesmo tempo que este

micro-organismo € a principal causa de bacteremia e endocardite infecciosa (IE),
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bem como infecgdes osteoarticulares, infeccbes cutdneas e moles, infecgdes
pleuropulmonares, formagdo de abscessos metastaticos na pele, nos tecidos
subcuténeos, pulmdes, figado, rins e cérebro (KALMEIJER, 2000; KONEMAN et al,
2006; COATES; MORAN; HORSBURGH, 2014; LIMA et al, 2015). Staphylococcus
aureus também é capaz de produzir um mucopolissacarideo extracelular amorfo
(slime), que possibilita a agregacao bacteriana, levando a formagao de biofilmes que
favorece a colonizagao dessa bactéria em diversas superficies tanto no hospedeiro,
como também no ambiente. Essas colonizagdes podem contribuir para transmissao
desse micro-organismo (CHRISTENSEN; SIMPSON; BISNO, 1982).

Staphylococcus aureus é frequentemente citado como um dos principais
patdogenos causadores de infecgado nosocomial, pois este micro-organismo tem
capacidade de sobreviver e se multiplicar nos mais variados ambientes. Dispde de
um conjunto de mecanismos de viruléncia e de grande versatilidade de estratégia
patogénica. Esta bactéria desenvolveu esses mecanismos como estratégias para
esquivar-se do sistema imunolégico humano, incluindo varias proteinas de
superficie, enzimas e toxinas que lesam a membrana por acdo citolitica. Esses
mecanismos podem causar desde infeccbes mais simples como espinhas,
furunculos e impetigo até infecgbes mais graves como meningite, pericardite,
bacteremia e sindrome do choque téxico (SANTOS et al, 2007).

Entre os de fatores de viruléncia possiveis de S. aureus estdo: as proteinas
de superficie que promovem a colonizagdo de tecidos; as invasinas (leucocidina,
cinases, hialuronidase) que promovem expansao bacteriana no tecido; fatores de
superficie (microcapsula, proteina A) que inibem a fagocitose; propriedades
bioquimicas (carotendides, catalase) que aumentam sua sobrevivéncia nos
fagécitos; componentes imunoldgicos (proteina A, fatores coagulantes, como
estafilocinase e coagulase); toxinas destruidoras de membrana (hemolisinas,
leucotoxina, leucocidina) que lizem as membranas eucaridticas; exotoxinas (SE A-G,
TSST-1: toxina promotora da sindrome do choque téxico) que danificam tecidos ; e
resisténcia intrinseca ou adquirida a antibiéticos (GUTIERREZ, 2011).

O desenvolvimento da doenca estafilococica esta intimamente relacionado a
resisténcia do hospedeiro e a viruléncia do microrganismo. A pele intacta e as
mucosas atuam como barreiras a infecgdo estafilocécica e seu defeito como
resultado de trauma, cirurgia e queimadura aumenta o risco de infecgédo. S. aureus é

uma causa comum de infec¢gdes cutaneas piogénicas e outras condigées, como
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osteomielite, artrite séptica, infecgdes profundas, abscessos, pneumonia, empiema,
endocardite, pericardite, meningite e doengas mediadas por suas toxinas, incluindo
intoxicagdo alimentar, escarlatina, sindrome de pele escaldada e sindrome do
choque toxico (SANTOS et al, 2007).

A maioria das infecgbes por S. aureus ocorre em pessoas com sistema
imunologico comprometido, geralmente pacientes que estdo em hospitais e centros
médicos e geralmente s&o resistentes a terapia (SANTOS et al, 2007).

Na década de 1940, grande parte dos isolados de Staphylococcus aureus
eram sensiveis a penicilina. Com a entrada da penicilina para uso clinico, S. aureus
passou a desenvolver resisténcia aos antibidticos betalactdmicos através da
producao da betalactamase (penicilinase), enzima capaz de hidrolizar o anel B-
lactdmico da penicilina, tornando-a inativa (SANTOS et al, 2007). Estas cepas
apresentam como principal mecanismo a modificagdo das proteinas ligantes de
penicilina (PBP’s), sintetizadas pelo gene mecA (AARESTRUP et al, 2001).

No fim dos anos 50, surgiram cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
praticamente todos os antibidticos de uso parenteral utilizados na época,
abrangendo a eritromicina e a tetraciclina. A introdu¢do das penicilinas resistentes a
penicilinases, na década de 60, possibilitou um progresso na terapia anti
estafilococica. Com a introdugcdo de penicilinas semi-sintéticas no arsenal
terapéutico, como a meticilina empregada no tratamento de infec¢gbes causadas por
Staphylococcus aureus, surgiram cepas resistentes a meticilina denominadas MRSA
(methicillin-resistant Staphylococcus aureus), cujo perfil de resisténcia abrange
outros antibidticos betalactdmicos. Os antibioticos betalactamicos se ligam a
Proteinas Ligadoras de Penicilina (PBPs), as quais participam da sintese da parede
celular, impedindo desta forma sua constituicao, resultando em lise bacteriana. O
MRSA desenvolveu uma nova PBP, a PBP2a, que é plenamente funcional, mas n&o
apresenta afinidade por Blactamicos. A PBP2a é codificada pelo gene mecA, que é
carreado em um elemento genético mével denominado Cassete Cromossémico
Estafilocécico mec (SCCmec) (ROSSI; ANDREAZZI, 2005; FERREIRA; AVILA,
2001).

Ap6s o surgimento das Infecgbes causadas pelas cepas MRSA, a
vancomicina, glicopeptideo eficiente no tratamento dessas infecgdes, foi bastante
utilizada na terapia contra S. aureus apesar de apresentar efeitos nefrotdxicos e
ototéxicos (MARINHO, 2005; SANTOS et al, 2007), Em 1997, foi descrita, uma cepa



38

desse gram-positivo com resisténcia a vancomicina chamado VRSA (Vancomycin
Resistent Staphylococcus aureus) (HIRAMATSU, 1997).

Cepas de Staphylococcus aureus isolados de hemoculturas de pacientes de
unidade de terapia intensiva em todo o mundo s&o cada vez mais resistentes a um
maior numero de agentes antimicrobianos (LOWY, 2003). Cerca de 90-95% das
linhagens de Staphylococcus aureus em todo o mundo sao resistentes a penicilina
(KUMAR, 2009; COOMBS et al, 2013).

Em 1946, nos Estados Unidos da América, cerca de 5% de estafilococos
isolados de pacientes ou portadores eram resistentes a penicilina. Em 1949, esta
resisténcia ja podia ser notada em 29% das cepas isoladas em hospitais norte-
americanos, ja em 1950 atingia 50% e em 1959 quase que a totalidade das cepas se
apresentava resistente chegando a cerca de 80% (TAVARES, 2000).

No Brasil entre 5 e 15% dos pacientes hospitalizados e 25 a 35% dos
pacientes admitidos em UTI’s adquirem infeccdo hospitalar, sendo ela a quarta
causa de mortalidade (ABEGG; SILVA, 2011). Segundo a Organizagdao Mundial da
Saude, pacientes com infeccdes causadas por isolados de S. aureus MRSA
possuem cerca de 64% de chances a mais de morrerem, quando comparamos com
infecgbes por isolados sensiveis (OMS, 2020), uma vez que ha uma limitagdo da
escolha terapéutica.

3.7 SINERGISMO E METODO CHECKERBOARD

Inimeros antibidticos tém sido efetivos no tratamento de doencas causadas
por micro-organismos, porém o aumento da resisténcia a essas drogas resultou no
surgimento de novas e o retorno de antigas doencas infecciosas. Uma estratégia
atualmente utilizada para vencer esses mecanismos de resisténcia € o uso de
associagdes de farmacos, como exemplo beta-lactdmicos, juntamente com
inibidores de betalactamase (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008).
Essas combinagdes vém sendo utilizadas também entre produtos naturais,
antibidticos e substancias isoladas com o objetivo de alterar a agdo dos antibioticos,
seja revertendo a resisténcia ou aumentando a atividade destas drogas (COUTINHO
et al, 2008). Varias pesquisas revelam que plantas ou seus derivados associados a
antimicrobianos convencionais ja apresentam resultado eficaz no combate a
resisténcia em fungos e bactérias (NASCIMENTO, 2000; TINTINO et al, 2013).
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Agentes Modificadores de Resisténcia sdo substancias que potencializam a
atividade de um determinado antibiético sobre cepas resistentes a esse agente
antimicrobiano. Estas substancias modulam ou mesmo revertem a resisténcia
bacteriana a certos antibidticos, como varios produtos naturais de origem vegetal
(extratos e fitoconstituintes isolados) que modificam a susceptibilidade microbiana a
antibidticos por inibicdo de bombas de efluxo, por exemplo (GIBBONS, 2004). A
reducdo da quantidade de antibidtico dentro da célula bacteriana pode ser
decorrente da reducdo da permeabilidade do farmaco a membrana bacteriana ou
pelo efluxo do acumulado da droga dentro da célula. Estudos mostram oleos
essenciais como timol e carvacrol como permeabilizadores de membrana (GARCIA-
GARCIA; PALOU-GARCIA, 2008).

Propriedades antimicrobianas de compostos de origem vegetal e seus
derivados possibilitam sinergismos com drogas antimicrobianas convencionais.
Pesquisas com essas associagbes tém se tornado mais frequentes (BETONI et al,
2006). Interagdes sinérgicas de associagdes de antibidticos com extratos de plantas
medicinais sobre linhagens microbianas resistentes pode ser uma nova estratégia
para tratamento de infecgbes, possibilitando o uso de drogas antimicrobianas
quando, de forma isolada, ndo apresentaria eficacia sobre determinadas linhagens
bacterianas (KUMAR et al, 2009). Estudos de combinagdo com produtos naturais de
plantas e drogas sintéticas sdo limitados a poucos relatos, porém os resultados
apresentados sao, muitas vezes, positivos.

Alguns parametros e conceitos sdo determinados para melhor avaliar esta
modulagdo dos agentes antimicrobianos: o efeito sinérgico é uma interagéo positiva,
no qual o efeito combinado dos antimicrobianos é significativamente maior que seus
efeitos independentes quando utilizados de forma separada; ja o efeito antagdnico é
oposto ao sinérgico, pois trata-se de uma interagdo negativa, no qual o efeito
combinado dos farmacos € significativamente menor que os seus efeitos
independentes quando testados separadamente e, quando ndo ha interacao
significativa entre os antimicrobianos testados, este efeito deve ser descrito como
indiferente (LORIAN, 2005).

A interpretacdo dos parametros de combinagdo entre os antimicrobianos é
feita através de um célculo, o indice de Concentracdo Inibitéria Fracionaria (ICIF),
mas apesar da férmula ser um consenso, os parametros para analise desta

interacdo ndo sdo padronizados na literatura, tanto em relagdo aos efeitos que
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podem ser sinérgico, parcialmente sinérgico, indiferente ou antagbnico, quanto aos
valores de referéncia para interpretar o ICIF (WHITE et al, 1996; OSBURNE et al,
2006; AN et al, 2011; SARAIVA et al, 2013; OLIVEIRA et al, 2016). O indice de
Concentragao Inibitéria Fracionada (ICIF) é igual a soma da Concentragao Inibitoria
Fracionada da substancia A (CIFA), mais a Concentragdo Inibitéria Fracionada da
substéncia B (CIFB). A Concentracao Inibitéria Fracionada de uma substancia é
calculada pela razao da CIM da substancia em combinacdo com outra, pela CIM da
substancia sozinha, sem a combinacdo. Abaixo se exemplifica a férmula e

parametros de comparagao da interacdo dos antimicrobianos:

ICIF = CIFA + CIFB
CIFA= CIMA na combinag¢ao/ CIMA sozinho
CIFB= CIMB na combinagao/ CIMB sozinho

O ICIF menor ou igual a 0,5 corresponde a um efeito sinérgico; ICIF entre 0,5
e 0,75 corresponde a um efeito parcialmente sinérgico; enquanto que um ICIF entre
0,75 - 4,0 correspondem a indiferengca e um ICIF maior que 4,0 correspondem a
antagonismo (HALL; MIDDLETON; WESTMACOTT, 1983; FERNANDEZ-CUENCA
et al, 2003; MOULAY et al, 2014).

O Checkerboard é a técnica mais utilizada para avaliar combinacdes
antimicrobianas in vitro (RAND et al, 1993; MARQUES et al, 1997; LORIAN, 2005;
PETERSEN et al, 2006; TONG et al, 2006). Isso se deve principalmente ao fato de
possuir uma facil interpretacdo, cujo calculo e resultados sdo simples (LORIAN,
2005).

O termo Checkerboard se refere ao padrdo de diluigdo dos antimicrobianos
distribuidos na placa de microtitulacdo, assemelhando-se a um tabuleiro de xadrez.
Na vertical, cada pogo contém uma diferente concentragao diluida do antibiético de
forma decrescente (pogos identificados da A — H). Na horizontal, um segundo
antimicrobiano se adiciona a cada pog¢o da microplaca, da esquerda para a direita de
forma crescente (LORIAN, 2005). Cada pogo possui concentragdes diferentes de
cada um dos dois antimicrobianos testados em um mesmo volume final
(DOUGHERTY; YOTTER; MATTHEWS, 1977; LORIAN, 2005). Através deste
método é possivel testar varias combinacbées em diferentes concentracbes das

drogas para uma mesma amostra, além de utilizar pequenas quantidades de cada
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droga testada. Dentre as limitagbes do método, pode-se citar apenas a
determinacdo da atividade inibitoria e ndo a atividade bactericida da combinagéo
(LORIAN, 2005).
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4 METODOLOGIA

A metodologia do presente trabalho apresenta a descricdo do critério de
escolha das plantas como também os ensaios fitoquimicos e microbiolégicos

utilizados para a realizagao do trabalho.

4.1 COLETAS DO MATERIAL VEGETAL

A coleta foi realizada em junho de 2018, em uma area de Caatinga do Estado
de Pernambuco, na comunidade do Caréo (08°35'13,5”S e 36°05'34,6"W), localizada
na zona rural de Altinho, municipio do agreste central pernambucano, distante 163,1
km do Recife, com uma area de 454,486 km? e clima semi-arido quente.

Foram realizadas coletas minimas de trés exemplares que foram misturadas

com o intuito de minimizar efeitos idiossincraticos (ARAUJO et al, 2008).

4.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS

As amostras coletadas foram reduzidas a partes menores com a finalidade de
aumentar a superficie de contato e evitar a contaminagcdo do material, e foram
submetidas a exposig¢ao a temperatura ambiente por 3 semanas para desidratacio.
Apds secagem, as amostras foram pulverizadas em moinho vertical de facas tipo
Willye (Adamo 340) e padronizadas em tamises, obtendo granulometria de 20 Mesh
(1,2 mm), e em seguida foram acondicionadas em sacos de papel até a preparagao
dos extratos.

ApOs este processo, as amostras foram submetidas a extragcdao por
maceragao de 48 horas cada na proporgéo de 1:10 (m/v) com etanol 80%. O liquido
extrator foi renovado por duas vezes totalizando o numero de trés maceragdes. Em
seguida, os extratos foram filtrados e submetidos a evaporagdo sob presséo
reduzida, a temperatura de 40+5° C, até total secura. A espécie foi identificada e

depositada no herbario UFP - Geraldo Mariz sob o numero UFP54186.
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4.3 FRACIONAMENTOS (COLUNA FILTRANTE)

O extrato bruto foi incorporado a Silicagel 60 (230 — 400 mesh - Merck) e
submetido a uma coluna filtrante. A eluicdo foi realizada com solventes de
polaridades crescentes, iniciando com hexano seguido de tolueno, acetato de etila e

metanol.

Figura 6 — Montagem da Coluna Filtrante com topo-sélido com o extrato incorporado a Silicagel
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Fonte: O autor.

4.4 ANALISE FITOQUIMICA POR HPTLC (HIGH-PERFORMANCE THIN-LAYER
CHROMATOGRAPHY)

Para bioprospeccdo das amostras da pesquisa, foram utilizados os modulos
do equipamento CAMAG. A fase estacionaria foi placa de aluminio com gel de silica
pré-revestida (10 cm x 10 cm) da E. Merck (Darmstadt, Alemanha). As amostras das
fragdes foram aplicadas na placa com bandas de 9,5 mm de largura, com distancia
de 8mm do fundo e 20 mm do lado, tendo espago entre as aplicagbes de 12 mm,
com taxa de aplicagdo constante de 150 mL / sob um fluxo de gas N2. Apds a
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aplicacdo, as amostras foram submetidas ao sistema de eluigdo correspondente ao
grupo de metabdlico em pesquisa e apos eluigcdo, realizou-se revelagdo com o
revelador especifico para o grupo em pesquisa (tabela 1) e posteriormente
executou-se a leitura utilizando o foto-documentador para fotografar as placas em
alta resolucao e aplicar as revelagdes fisicas com luz ultravioleta com comprimento
de onda 254 e 644.

Tabela 1 — Sistemas de elui¢do, padrdes e reveladores utilizados para evidenciar os principais grupos
de metabdlitos secundarios segundo Wagner e Bladt (1996)

GRUPO SISTEMA ELUENTE PADRAO REVELADOR
AIcaI0|_des Tolueno:acetato de etila lenlpa Dragendorff
gerais (70:20:10) Yoimbina
Compostos Acetato de etila; acido Quercetina NEU
fendlicos férmico; agua (90:5:5) Acido galico
Cumarinas Tolueno: éter (1:1 saturado Cumarina KOH etgnohco
. " o 10%
com acido acético 10%)
Derivados Acetato de etila: metanol: Aloina KOH etandlico
antracénicos agua (100:13,5:10) 10%
Mono, sesquie Tolueno: acetato de etila Timol Vanilina sulfarica
diterpenos (93:7) Carvacrol
Naftoquinonas Tolueno: acetato de etila Lapachol KOH etandlico
a (93:7) P 10%
Triterpenos e  Tolueno: cloroférmio: etanol Sigmasterol Lieberman-
Esteroides (40:40:10) 9 Burchard

Fonte: O autor.

4.5 DOSEAMENTO DE CONTEUDO FENOLICO, TANINOS E FLAVONOIDES
4.5.1 Determinacgao do conteudo fendlico total
Para realizacdo do ensaio de determinacdo do conteudo fendlico foram

realizadas trés pesagens para cada extrato (bruto e suas fragdes) e para cada

pesagem o ensaio foi realizado em triplicata.
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Para determinagcdo do conteudo fendlico total, foi utilizada a metodologia
descrita por Amorim et al (2008). O extrato seco foi diluido em metanol P.A numa
concentragdo de 1mg/mL em baldo volumétrico de 50 mL, em ftriplicata.

Foi adicionada uma aliquota de 0,2 mL (200 pL) do extrato diluido a um tubo
de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 500 yL do reagente Folin-Ciocalteu
(solugdo aquosa 10%), 1 mL de solugéo de carbonato de sodio (7,5%) e completado
o volume com agua destilada para 10 mL. Apds a preparagao desta solugéo, agitou-
se adequadamente, permanecendo em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, a absorbancia da mistura foi aferida a
760 nm contra um branco preparado com agua destilada.

Como padrao foi utilizado o acido tanico, preparando-se uma curva de
calibracdo em tubos de ensaio com aliquotas de 0.050, 0.100, 0.150, 0.200, 0.250,
0.500, 0.750 e 1 mL da solugdo padrao de acido tanico a 1 mg/mL, em agua
destilada. Posteriormente, foram adicionados 500uL da solugdo de Folin-Ciocalteu e
1 mL da solugado de carbonato de sddio em cada tubo de ensaio. O volume final foi
completado para 10 mL com agua destilada. As concentragdes finais obtidas do
acido tanico foram 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 5.0; 7.5; 10.0 pg/mL, respectivamente. A
cor azul produzida pela reacdo possui uma absor¢cdo maxima a 760nm e é
proporcional a taxa de compostos fendlicos. O teor de fendis totais foi expresso
como miligramas equivalentes de acido tanico por grama de amostra (mg TAE/Q)
(AMORIM et. al., 2008).

4.5.2 Determinacao do conteudo de taninos

Para realizacdo do ensaio de determinagcdo do conteudo de taninos foram
realizadas trés pesagens para cada extrato (bruto e suas fragdes) e para cada
pesagem o ensaio foi realizado em triplicata.

A determinacdo do teor de taninos foi realizada segundo protocolo
desenvolvido por Amorim et. al (2008) adaptado para as espécies. O extrato seco foi
diluido em metanol P.A numa concentracdo de 1mg/mL em baldo volumétrico de 50
mL, em ftriplicata.

Posteriormente, foram pesados 1 g de caseina e transferidos para erlenmeyer
50mL, acrescentando 6mL da amostra diluida e 12mL de agua destilada, em

triplicata. Apds trés horas de reagcdo sob agitagdo, filtrou-se a solugdo em baldo
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volumétrico e completado o volume para 25 mL com agua destilada. Foi retirada
uma aliquota de 1mL e quantificados os fendis residuais pelo método Folin-
Ciocalteu. O teor de taninos foi calculado pela diferenca entre o conteudo de fendis
totais e fendis residuais. Como padrao foi utilizado o acido tanico, a curva de

calibracdo foi preparada conforme descrito no item 4.4.

4.5.3 Determinacgao do conteudo de flavonoides

Para realizacao do ensaio de determinagao do conteudo de flavonoides foram
realizadas trés pesagens para cada extrato (bruto e suas fragdes) e para cada
pesagem o ensaio foi realizado em triplicata.

A quantificacdo dos teores de flavondides foi baseada na metodologia
descrita por Peixoto Sobrinho et al (2008). O método é fundamentado na reagéo do
ion aluminio (A**) com moléculas de flavondides da amostra, estabelecendo o
complexo estavel flavondide-Al**, de coloracdo amarela, cuja intensidade é
proporcional a concentracao de flavonoides. Esta reacdo promove um deslocamento
batocrémico e uma intensificacdo de suas absorcdes, podendo ser quantificado sem
sofrer influéncia de outros compostos fendlicos presentes na amostra.

O extrato seco foi diluido em metanol P.A numa concentragcdo de 1Tmg/mL em
baldo volumétrico de 50 mL, em triplicata. Para quantificar os flavonoides, uma
aliquota de 0,2 mL (200 pL) do extrato diluido foi transferida para tubos de ensaio.
Posteriormente, foram adicionados 0,120 mL (120 uyL) de acido acético glacial, 2 mL
da solucdo de piridina (20%, v/v.em metanol P.A), 0,5 mL (500 pL) do reagente
cloreto de aluminio (5%, p/v em agua destilada) e completado o volume para 10 mL
com agua destilada em cada tubo. Apdés a preparacado desta solugado, agitou-se
adequadamente, permanecendo em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente. Apos esse periodo, a absorbancia da mistura foi medida a
420nm contra um branco preparado com agua destilada.

Preparou-se a curva de calibragdo com aliquotas de 0,05; 0,10; 0,25; 0,50;
0,75; 1,00; 1,50; 2,00 mL da solugao de rutina (0,1 mg/mL em metanol), em tubos de
ensaio. Posteriormente, foram adicionados 120 uL da solucéo de acido acético, 2 mL
da solucéo de piridina, 0,5 mL do reagente cloreto de aluminio. O volume final foi
completado para 10 mL com agua destilada. As concentragdes finais de rutina foram
de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0 pg/mL, respectivamente. O teor de
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flavonoides totais foi expresso como miligramas equivalente de rutina por grama de

extrato (mg ER/g).

4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade sequestradora de radicais livres foi determinada medindo a
capacidade de um composto para remover os radicais livres do 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), conforme descrito por Araujo et al (2012).

O ensaio foi realizado em triplicata. O extrato seco foi diluido em metanol P.A
numa concentragao de 0,5 mg/mL em triplicata. Aliquotas de 100 a 2500 pL de cada
extrato ou padrao foram transferidos para tubos de ensaio, aferindo-se o volume
final para 5 mL com metanol P.A. As concentragdes finais dos extratos ou padrao
foram de 10-100ug/mL. A 0,5 mL das concentragdes dos extratos solubilizados em
metanol adicionou-se 3 mL da solugdo de DPPH a 40 yg/mL (ou 3 mL de metanol
para fazer o branco) em cada tubo, em duplicata. As solu¢gdes foram agitadas
cuidadosamente e deixadas em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente. A absorbancia da mistura foi medida a 517nm, contra um
branco preparado com metanol. A solugdo do controle negativo consiste na
utilizagao da solugado de DPPH a 40 pg/mL.

A porcentagem de atividade antioxidante das diferentes concentragbes pode
ser calculada, o resultado correspondera a quantidade de DDPH consumida pelo
antioxidante. No entanto, a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentragédo inicial de DPPH em 50% é denominada concentragéo eficiente (CEsy),
também chamada de concentragao inibitéria (Clsg). Quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEsy, e maior € a sua atividade
antioxidante (SOUZA et al, 2007). Para obter o valor da CEsy, a concentragdo do
padréo ou das amostras positivas deve ser usada como a variavel independente (ug
/ mL) e a porcentagem dos restantes DPPH (% DPPHggy) s&o usadas como variavel
dependente para produzir uma curva exponencial de primeira ordem e uma equacao

para calcular a concentragao eficaz (SOUSA et al, 2007):
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DPPHgem (%) = (IDPPH] 1=/ [DPPH] 1-0) x 100

Onde, baseado nos estudos de Souza et al (2007):

1. [DPPH] 1= € a concentragao de DPPH depois da reacido com o extrato;
2. [DPPH] 1= : é a concentragéo inicial de DPPH, isto &, 40 pg / ml (100 mmol / mL)

4.7 TESTES DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA DETERMINACAO DA
CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CHECKERBOARD

4.7.1 Agentes Antimicrobianos

Para realizagao dos testes quantitativos para determinacdo da CIM frente aos
antibidticos, extrato bruto e fragdes da casca e folha da Cedrela odorata L,
empregou-se o método de microdiluigdo em caldo, baseado na técnica preconizada
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) no ano de 2016, no
documento M7-A6. em placa esterilizada de microtitulagdo com 96 pogos, de fundo
chato com tampa.

Foram utilizadas sete cepas de Staphylococcus aureus de origem clinica,
multirresistentes pertencentes a colegdo de micro-organismos do Laboratério de
Analises Microbioldgicas (LAM), do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade Federal de Pernambuco (tabela 2).
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Tabela 2 — Cepas da colegao do Laboratério de Analises Microbiolégicas da UFPE utilizadas na
pesquisa e suas respectivas fontes

Isolado de Staphylococcus
aureus/Colecao LAM

Local do isolamento

LAMUFPE1052.5
LAMUFPE1051.5
LAMUFPE219.6
LAMUFPEZ223.6
LAMUFPE221.6
LAMUFPE406.6
ATCC 29213

Osso
Osso
Ferida operatéria
Secrecao de Fistula
Musculo
Sangue

Controle

Fonte: O autor.

Os extratos brutos e as respectivas fragdes da casca e folha de Cedrela
odorata L foram pesados analiticamente e solubilizados em DMSO (dimetilsulféxido)
previamente esterilizado. Foi preparado para cada substancia teste, extratos e
antimicrobianos, uma solugcdo mae 100 vezes maior que a concentracao inicial para
o teste para posterior diluicdo até a concentracao inicial do teste.

Para cada cepa, a determinacdo da CIM foi realizada em ftriplicata. As
concentragdes iniciais dos extratos de Cedrela odorata L e antimicrobianos para o
teste de determinacg&o da CIM foram respectivamente 2000 pg/mL e 400 pg/mL.

Foram utilizados na pesquisa quatro antimicrobianos de trés classes
diferentes como descrito na tabela 3 e oito extratos, sendo quatro da casca e quatro

da folha como apresentado na tabela 4.
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Tabela 3 — Antimicrobianos usados na pesquisa e suas classes terapéuticas

Antimicrobianos Classe
Benzilpenicilina Penicilina
Eritromicina Macrolideo
Ampicilina Betalactamico
Levofloxacina Quinolona

Fonte: O autor.

Tabela 4 — Extratos brutos e fragdes da casca e folha de Cedrela odororata L.

Extratos Fragcao

Fracao Tolueno
Fracao Acetato de Etila
Casca Cedrela odorata L.
Fracao Metanol

Extrato Bruto

Fracao Tolueno
Fracao Acetato de Etila
Folha Cedrela odorata L.
Fracdo Metanol

Extrato Bruto

Fonte: O autor.

4.7.2 Preparagao da Suspensao Bacteriana

A preparacao do indculo foi padronizada de acordo com as recomendacgdes
do documento CLSI do ano de 2016, no documento M7-A6. As cepas de
Staphylococcus aureus foram cultivadas em Agar Mueller Hinton por 18h e a 37°C.
Apo6s o periodo de incubagdo, as culturas foram padronizadas em 10® UFC/mL,
aferidas em espectrofotbmetro no comprimento de onda 530nm. Em seguida

realizou-se nova diluicdo em salina a 10° UFC/mL.
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4.7.3 Teste para Determinacao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A partir da solucdo mae de cada extrato e antibiéticos foi realizada uma nova
diluicdo em caldo Mueller Hinton obtendo uma concentragdo 8000 ug/mL para os
extratos e 1600 pg/mL para os antibidticos.

O teste para determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima foi realizado e
triplicata. Inicialmente foi adicionado a cada poco da placa de 100 yL de caldo
Mueller Hinton. Posteriormente na coluna 1 da placa, adicionou-se 100 uL da
substéncia teste da diluicdo (a uma concentracdo 8000 ug/mL para os extratos e
1600 pg/mL para os antibioticos), diluindo desta forma o extrato a 4000 ug/mL e 800
Mg/mL para os antibioticos.

A partir da primeira coluna realizou-se diluicdo seriada 1:2 seguindo da coluna
1 até a coluna 10, sendo a coluna 11 o controle negativo, contendo apenas o caldo
Mueller Hinton e a coluna 12 o controle positivo com a suspenséao bacteriana e caldo
Muller Hinton.

Apods a etapa de diluicdo seriada da substancia teste, adicionou-se 100 uL da
suspensao de Staphylococcus aureus 10° UFC/mL. Apds essa Ultima etapa a
concentracao inicial, dos extratos no primeiro pogo de cada linha da placa da passa
a ser 2000 pL/mL e a dos antibidticos passa a ser 400 yL seguindo a sequéncia de
diluicdo nos pocos das colunas subsequentes.

Apos concluido a diluigédo e inoculagéo, as placas foram incubadas a 37°C por
um periodo de 18h e apds esse periodo foi adicionado 20 uL de resazurina 0,01% e
reincubadas por 4 horas para verificagao da viabilidade celular da bactéria.

A partir do resultado do teste, determinou-se a concentragao Inibitéria Minima
de cada antibidtico (benzilpenicilina, eritromicina, levofloxacina, ampicilina) e de
cada extrato. O extrato e Cepa de Staphylococcus aureus que obtiveram menor
CIM, ou seja, que tiveram o melhor resultado foi selecionado para analise
Checkerboard.

4.7.4 Checkerboard
Para realizar o método de modulagdo por checkerboard (modelo 7x7) das

fragbes e sub-fragbes com os antibidticos (eritromicina, levofloxacina,

benzilpenicilina, ampicilina) frente as cepas de Staphylococcus aureus isoladas e
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resistentes foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo para determinar CIM das
fragdes, subfracées e os antibidticos em teste, seguindo o modelo descrito no item
4.9.3. Foi utilizada a cepa de S. aureus que apresentou melhor CIM frente as fragcbes
de extratos de Cedrela odorata L. e LAMUFPE406.

O ensaio de Checkerboard foi realizado em triplicata. Foi feita uma suspensao
microbiana para alcangar a turbidez padrdo de escala 0,5 McFarland (1,5 x 108
UFC/mL) e esta foi diluida até ficar em 1,5 x 10° UFC/mL, todas foram aferidas em
espectrofotbmetro em 530nm. As substancias testes foram preparadas suas
solugbes mées de acordo com suas respectivas CIM’'s, devendo ficar a
concentragédo da solugdo mae 4 vezes maior que a sua CIM. Em seguida 100uL de
caldo Mueller-Hinton foram distribuidos ao longo de uma placa estéril de
microtitulacdo de fundo chato e com tampa, apds isto, 100uL da solucdo mae da
amostra A (Antibidtico em teste) foi também distribuida de forma horizontal na fileira
A da placa e sendo realizada diluigao seriada no sentido das fileiras A-G. A amostra
B (fracdo ou suas subfragdes) foi diluida em outra placa de microtitulagdo e depois
transportada para a primeira placa no sentido das fileiras 8-2.

Na placa de microtitulagdo analisada segue o modelo 7x7, ou seja, além das
combinagdes, a placa possui controle negativo (apenas caldo Mueller-Hinton),
controle positivo (meio + suspensdo), coluna com apenas a amostra A
(antimicrobiano) diluida de cima pra baixo e fileira com apenas a amostra B (fragao
ou subfragdes) diluidas da direita pra esquerda. As placas de microtitulagdo com as
diferentes combinagdes das drogas, nas diferentes concentragdes, foram incubadas
a 36°C por 18 horas. Apos o periodo de incubagéo foi aplicado um corante revelador
0,01% (resazurina), como revelador de viabilidade celular. (WHITE et al, 1996;
OSBURNE et al, 2006; AN et al, 2011; SARAIVA et al, 2013; OLIVEIRA et al, 2016).

A interpretacdo do efeito sinérgico da combinagdo de antimicrobianos foi
calculada pela somatéria dos indices de concentragdo inibitoria fracional A e B
(ZCIF), onde CIF (A ou B) = CIM do antibiético A (ou B) em combinacéo / CIM do
antibiético A (ou B) sozinho, O ICIF menor ou igual a 0,5 corresponde a um efeito
sinérgico; ICIF entre 0,5 e 0,75 corresponde a um efeito parcialmente sinérgico;
enquanto que um ICIF entre 0,75 - 4,0 correspondem a indiferengca e um ICIF maior
que 4,0 correspondemos a antagonismo (HALL; MIDDLETON; WESTMACOTT,
1983; FERNANDEZ-CUENCA et al, 2003; MOULAY et al, 2014).
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4.8 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas da bioprospecc¢ao fotoquimica e CEsy foram usadas
teste de Shapiro-Wilk para confirmacdo da normalidade dos dados obtidos na
quantificagdo dos teores. As concentragdes eficientes (CEsp) foram calculadas a
partir de regressao obtida com as concentragbes das amostras e das atividades
antioxidantes. Os dados foram expressos em médias + desvio padrdao e foram
analisados utilizando o teste de ANOVA seguido do teste de Tukey. O programa

BioEstat 5.3 foi utilizado para realizagdo das analises estatisticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA

Apds o processo de extracdo de casca e folha das amostras de Cedrela
odorata L. os extratos foram submetidos a evaporagdao sob pressdo reduzida. O
extrato bruto de Cedrela odorata L., apresentou aspecto cristalino, seco e com
pigmentagdo marrom escuro, enquanto o extrato bruto da folha apresentou aspecto

mais umido, viscoso e de cor escura, conforme mostra a figura 7.

Figura 7 — Aspecto macroscépico do extrato bruto seco das cascas (a) e folhas (b) de Cedrela
odorata L.

Fonte: O autor.

O extrato bruto da casca apresentou rendimento de 16,12%, enquanto, o
extrato bruto da folha apresentou rendimento de 11,92%. Os rendimentos obtidos
apos o fracionamento dos extratos brutos de casca e folha da espécie em estudo

estao descritos na tabela 5.
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Tabela 5 — Pesos e rendimentos dos extratos bruto das fragdes das cascas e folhas
de Cedrela odorata L.

Extrato FOLHA PESO Rendimento

Extrato CASCA PESO Rendimento

(9) (%) (9) (%)
Bruto 23,85¢g 11,92% Bruto 32,25¢g 16,12%
Hexano - - Hexano - -
Tolueno 0,0569 3,70% Tolueno 0,969 6,40%
Acetato de Etila 1,01g 6,66% Acetato de Etila 0,35g 2,33%
Metanol 0,489 3,20% Metanol 10,989 73,20%

(-): quantidade insuficiente para aferigdo por muito baixo rendimento.
Fonte: O autor.

5.2 ANALISE FITOQUIMICA POR HPTLC (HIGH-PERFORMANCE THIN-LAYER

CHROMATOGRAPHY)

Os resultados foram obtidos a partir de um sistema eluente e revelador

especifico estabelecidos por Wagner e Bladt (1995) para cada grupo de metabdlito

secundario onde foi possivel observar diferentes compostos fendlicos e terpenos

contidos nos extratos brutos e das fragdes dos extratos de casca e folha de Cedrela

odorata L., com auséncia dos alcaloides em todas as fragdes analisadas. Os

resultados obtidos nos ensaios de HPTLC estao descritos na tabela 6.
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Tabela 6 — Caracterizagao fitoquimica do extrato bruto e fragdes de casca e folha de Cedrela odorata

L. por HPTLC utilizando sistema eluente e reveladores especificos
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(-) = auséncia; (+) = presenca.

Fonte: O autor.

Na figura 8 é apresentada uma placa caracteristica para mono, sesqui e

diterpenos e a figura 9 revela presenca de triterpenos, sobretudo nas fragdes tolueno

e acetato de etila onde esses metabdlitos tém maior afinidade. Os resultados do

presente estudo corroboram com os resultados de Mariscal-Lucero et al (2015) em

que analisaram os extratos das folhas de 66 individuos de C. odorata, proveniente

de lugares diferentes na regido central do continente americano, detectou presenca

de fendis e flavonoides, proantocianidinas e limondides nos extratos da casca de

espécie submetida ao estudo.
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Figura 8 — Placas cromatogréaficas monoterpeno, sesqui e diterpenos, dos extratos de folha e casca
de Cedrela odorata L. revelada com vanilina sulfdrica na luz visivel
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FB: folha bruto; FT: Folha tolueno; FA: folha acetato de Etila; FM: Folha Metanol; CB: Casca bruto;
CT: Casca Tolueno; CA: Casca acetato de etila; CM: Casca Metanol; Tl : Timol; CA: Carvacrol.
Fonte: O autor.

Figura 9 — Placas cromatogréficas triterpenos e esteroides, dos extratos de casca de Cedrela odorata
L revelada com Lieberman-Burchard a 360nm
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Fonte: O autor.

Os Limonodides sao triterpenos, com alta capacidade de serem oxidados,
conhecidos como tetranortriterpendides ou meliacinas, pois a familia Meliaceae, ao
qual pertence Cedrela odorata L. € marcada pela biossintese desse terpeno cuja
atividade inseticida é bastante conhecida (JUNIOR PEREIRA et al, 1993; SILVA;
NUMOMURA; NUMOMURA, 2012). Em outro estudo Kipassa (2008) também

identificou limonodides em extratos da casca de C. odorata L.



58

Campos (1991) identificou em seu estudo a presencga de triterpenos na casca
de extrato etandlico de Cedrela odorata L. ratificando a presenca desse metabdlito
como caracteristica da espécie. Os terpenos isolados no estudo citato foram: 33-O-
B-D-glucopiranosil-24-metillenocolesterol, acido oleanénico, sitosterol, n -octacosanol
e um novo triterpeno treo-23,24,25-tri-hidroxitirucall-7-eno-3-ona. Nesse mesmo
estudo foram identificados do 6leo essencial da espécie, varios sesquiterpendides
como a-copaeno, [-elemeno, a-muuroleno, calameneno, guayazuleno, di-
hidroguayazuleno, torreiol, y-muuroleno e a-cubebeno.

Nogueira (2018) encontrou em sua pesquisa em residuos madeireiros de C.
odorata L., a presenca de esteroides, sesquiterpenos e triterpenos corroborando
com o presente estudo. Além disso, esse autor isolou limondides e realizou teste de
atividade antifungica do composto isolado no qual apresentou como resultado
reducao significativa no crescimento de Candida albicans, Cryptococcus gattii,

Cryptococcus neoformans.

5.3 DOSEAMENTO DE CONTEUDO FENOLICO, TANINOS E FLAVONOIDES

Os resultados dos teores de fenois totais, taninos e flavonoides encontram-se
descritos na tabela 7. Os resultados expressos sdo as médias das replicatas
acompanhadas do desvio padrdo em mg/g equivalente de acido tanico (EAT) para
fendis totais e taninos, equivalente de rutina (ER) para flavonoides.

A analise de determinacdo de fendis totais nos extratos brutos e fragdes da
casca e folha de Cedrela odorata L., apresentaram resultados que variaram de 32,21
+ 0,76 a 430,74 + 1,12 mg/g EAT. O maior teor de fendis totais foi encontrado no
extrato bruto da casca com 430,74 + 1,12 mg/g EAT, seguido do extrato metandlico
da casca com 404,48 + 5,09 mg/g EAT. Os extratos Bruto e Metandlico da casca de
C. odorata L. também apresentaram maior teor de taninos, com resultados 280,08 +
6,19 e 286,15 + 6,89 mg/g EAT respectivamente, ndo havendo diferenga estatistica
para esses dois resultados. Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um efeito
antimicrobiano e antifungico.

Em relagdo aos flavonoides os extratos obtidos da folha obtiveram maiores
teores, a fragao que obteve maior teor desse metabdlito foi a fragcdo tolueno da folha
de C. odorata L. que apresentou um teor de 346,53 + 5,74 mg/g ER. Em um trabalho
sobre Cedrela serrata Royle, vegetal do género Cedrela, familia Meliaceae,
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descreve o predominio dos flavonoides nas folhas enquanto os compostos fendlicos
predominaram na casca corroborando com resultados encontrados nessa pesquisa
(ALMUBAYEDH; AHMAD, 2019).

Andrade (2015), em seu estudo, descreve o teor de fendis totais em extrato
bruto alcodlico da casca de Cedrela odorata L 477,78 + 18,28 mg/g EAT e teor de
flavonoides 25,21 + 10,36 mg/g ER. Corréa (2018) encontrou como resultado similar
no qual os fendis totais no extrato hidroalcéolico da casca de C. odorata 477,78 +
28,24 mgl/g EAT, e 31,80 + 2,77 mg/g ER para teor de flavonoides. Os trabalhos
citados reforcam os resultados encontrados no presente estudo. Giordani et al
(2015), revelaram a presenca de compostos fendlicos no extrato da espécie no

extrato hidroalcodlico e relata o potencial antioxidante da espécie.

Tabela 7 — Teores (mg/g) de fendis totais, taninos, flavonoides expressos em média + desvio padrao,
das fragdes e extratos brutos das cascas e folhas de Cedela odorata L.

Extrato FT (mg/g EAT) TAN (mg/g EAT) FLA (mg/g ER)/
© Folha Bruto 82,81 +166e 48,03+211d 330,21+5,13e
g Folha Metanol 52,51 +1,25f 12,51+0,57b 165,16+ 3,20 h
‘g Folha Acetato de Etila 83,20 + 1,02e 54,51 + 1,37 cd 292,36 + 8,11g
i Folha Tolueno 48,40 +1,95f 11,16+1,89b 346,53 +5,74f
s Casca Bruto 430,74 +1,12a 280,08 +6,19a 64,70+ 3,68 a
[72)

% Casca Metanol 404,48 +5,09d 286,15+6,89a 85,70 + 1,06d
-
*g Casca Acetatode Etila 97,95+264c 61,70+ 4,71c 99,93 + 3,75¢
X

Casca Tolueno 32,21+0,76 b 8,03+0,13b 224,59+0,72b

FT = Fendis Totais, TAN = Taninos, FLA = Flavonoides, Letras iguais na mesma coluna indicam néo
diferencga estatistica conforme ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.05.
Fonte: O autor.

Varias pesquisas envolvendo plantas medicinais da Caatinga apontam a
presenca de compostos fendélicos em varias espécies deste bioma. Estudos apontam
a relacao destes metabdlitos secundarios com muitas das atividades terapéuticas
atribuidas popularmente a estas espécies (SOUZA, 2007; GOMES et al, 2008;
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ALENCAR et al, 2009). Araujo et al (2012) também relaram a presencga de taninos e
flavonoides em diversas espécies da Caatinga relacionando estes com uso popular.
Inimeras pesquisas reafirmam a importancia bioldgica dos compostos
fendlicos e comprovam que esses metabdlitos secundarios apresentam atividade
antioxidante, imunomoduladora, anti-inflamatéria, antimicrobiana (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004; ABE et al, 2007; CABRAL et al, 2009). A atividade
antioxidante de compostos fendlicos ocorre, sobretudo, devido as propriedades de
oxido-reducédo, fundamentais na absorcao e neutralizacdo de radicais livres. Estudos
revelam o uso de compostos fendlicos como agente antimicrobianos, promovendo
beneficios adicionais efeitos como antioxidante de modo a promover a preservagao
da saude, bem como no tratamento de infecgdes (PEREIRA; CARDOSO, 2012;
ARBOS et al, 2013; CETIN-KARACA; NEWMAN, 2015). Essas propriedades
destacam a importancia biolégicas dos compostos encontrados no presente estudo.
Cabral et al (2009) relata uma correlagao positiva entre compostos fendlicos e
atividade antioxidante, além de relacionar a atividade antimicrobiana ao alto teor de
compostos fendlicos. Arbos et al (2013) também no seu estudo concluiu que extratos
provenientes dos residuos do processamento industrial de frutos da manga (farinhas
da casca e améndoas) apresentaram teor importante de compostos fendlicos,
atividade antioxidante e antimicrobiana. Esses dados corroboram com os resultados
obtidos nessa pesquisa visto que, as fracbes que apresentaram maiores
concentracdes de fendis totais, extrato bruto da casca e fracdo metandlica da casca,
foram as que exibiram melhor atividade antioxidante como exposto na figura 9.
Fendis simples e acidos fendlicos que apresentam em sua estrutura anéis
fendlicos onde o grupo hidroxi acarretam toxicidade aos micro-organismos podendo
levar a complexagado e inibicdo de enzimas por oxidagao, reacbes com grupos
sulfidrila oi através de interagdes n&o especificas com proteinas e acarretando como
consequéncia deficiéncia de alguns substratos (SANHEUZA et al, 2017). Enquanto
os flavonoides podem apresentar atividade antimicrobiana por apresentar habilidade
de inativagcdo de enzimas e complexagcao com proteinas extracelulares ou parede
celular de bactérias (CHABOT et al, 1992).
Os taninos por apresentarem a caracteristica de precipitar as proteinas,
favorecem a atividade antimicrobiana e antifungica de extratos onde este metabdlito
encontra-se de forma majoritaria (SANTOS; MELLO, 2004; MONTEIRO et al, 2005).

Esses resultados diferem dos encontrados no presente estudo visto que, as fragdes
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com maiores teores de fendis totais e taninos (extrato bruto e fragdo metandlica da
casca) ndo apresentaram melhores resultados frente as linhagens bacterianas em

estudo.

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres sdo na maioria das vezes responsaveis por desencadear
doengas degenerativas associadas ao envelhecimento, doengas cardiovasculares,
comprometimento do sistema imune e disfungdes cerebrais e até mesmos pelo
surgimento de doengas como cancer (SOUZA, 2007).

A analise de atividade antioxidante € de extrema importancia na pesquisa de
plantas medicinais, visto que pode ser uma estratégia no combate aos radicais,
espécimes que podem promover efeitos nocivos ao organismo. Geralmente esses
espécimes participam diretamente dos mecanismos fisiopatoldégicos que
estabelecem o encadeamento e as complicagdes presentes nos processos como
envelhecimento, doencgas inflamatérias, cancer entre outras (MELO et al, 2006).

A capacidade de captura de radicais livres foi determinada aferindo-se a
capacidade dos extratos removerem os radicais livres do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), conforme descrito por Peixoto Sobrinho et al (2011) com modificagdes. A
atividade de remocéao de radicais livres foi expressa como a Concentracido Eficiente
capaz de capturar 50% dos radicais (CEsy).

Melo et al (2010), em seu trabalho, desenvolveu uma classificagcdo dos
agentes antioxidantes vegetais, baseada no desempenho do extrato bruto em
relagdo ao padrao utilizado e as plantas foram classificadas quanto a atividade em
trés grupos: boa atividade (plantas com CEsy < 65 pg/mL, até trés vezes a
concentracgao eficiente do controle positivo), atividade intermediaria (plantas com 65
pMg/mL < CEsg < 152 ug/mL, entre trés e sete vezes a concentragao eficiente do
controle positivo) e baixa atividade (plantas com CEsy > 152 pyg/mL, maior que sete
vezes a concentragdo eficiente do controle positivo).

A capacidade de captura do radical livre DPPH apresentada pelos extratos de
Cedrela odorata L. esta representada pela concentragao eficiente 50 % (CEsp) esta

expressa em medias + desvio padrao na tabela 8.
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Tabela 8 — Atividades antioxidantes expressas em média * desvio padrao, das fragdes e extratos
brutos das cascas e folhas de Cedrela odorata L.

AMOSTRA CEso (ug/mL)
Folha Bruto 186,27 + 5,04d
Folha Metanol 566,10 + 20,29¢g
Folha Acetato de Etila 256,05 + 6,27c
Folha Tolueno 9154,98 + 2699,92e
Casca Bruto 18,41 + 1,38a
Casca Metanol 18,24 +1,07a
Casca Acetato de Etila 409,54 +26,09f
Casca Tolueno 1410,25 + 41,34b

CEsp = Concentragao Eficiente 50%, Letras iguais na mesma coluna indicam n&o diferenca estatistica
conforme ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.05.
Fonte: O autor.

O extrato metandlico de casca de Cedrela odorata L apresentou a maior
capacidade de captura do radical livre DPPH obtendo a menor CEg, no valor de
18,24 + 1,07 yg/mL. Se comparado ao controle positivo, acido ascoérbico, a fragéao
metandlica do extrato bruto mostrou-se mais eficaz na atividade testada, pois o
padrao positivo apresentou uma média na CEsq de 19,92 ug/mL, isto significa que o
poder antioxidante da espécie pode ser comparavel ao poder ja conhecido do acido
ascorbico. Os resultados também mostraram que estatisticamente ndo ha diferenca
entre a CE5 do extrato bruto da casca, 18,41 + 1,38 ug/mL, com a fragdo metandlica
da casca 18,24 +1,07 pyg/mL. Esse resultado corrobora com estudo de Andrade
(2015) que obteve resultado da CE50 de extrato bruto metandlico de Cedrela
odorata L 13,63 = 0,96 ug/mL. Lima (2011) obteve como resultado da CEsy do
extrato bruto hidroalcodlico de casca de C. odorata L 36.54+ 1,72 pg/mL reafirmando
o0 bom potencial antioxidante do extrato bruto da casca do vegetal em estudo. A CEs5g
das fragcbes acetato de etila e tolueno apresentaram valores de 409,54 + 26,09
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pg/mL e 1410,25 + 41,34 pg/mL respectivamente, desta forma caracterizando baixo
potencial antioxidante desses extratos.

Os resultados de CEsz, obtidos dos extratos da folha de Cedrela odorata L,
bruto, metandlico e acetato de etila, apresentaram baixa atividade antioxidante com
resultados 186,27 + 5,04; 566,10 + 20,29 e 256,05 + 6,27 pg/mL. Os extratos
tolueno tanto de casca, com CEsg 1410,25 + 41,34 ug/mL quanto de folha, com CEs
9154,98 + 2699,92 ug/mL, ndo apresentaram bons resultados de atividade
antioxidante da espécie em estudo.

Espécies reativas de oxigénio, como por exemplo, radical hidroxila (‘OH),
anion radical superoxido (O,™) sao extremamente nocivos ao DNA e podem oxidar
compostos bioquimicos importantes com lipidios e proteinas comprometendo a
fisiologia celular. O controle dos radicais livres produzidos nos organismos vivos é
realizado por compostos antioxidantes, sdo capazes de estabilizar ou desativar os
radicais livres antes que ataquem os alvos biolégicos nas células (BARREIRO et al,
2006).

Os compostos fendlicos estdo inseridos nas substancias com alto potencial
antioxidante, como fenadis simples, acidos fendlicos (derivados de acido benzoico e
cinamico), cumarinas, flavondides, taninos condensados e hidrolisaveis, ligninas e
ligninas (SOARES, 2008).

A tabela 9 compara os resultados das concentragdes de fendis totais e
taninos a suas respectivas CEsy Os resultados obtidos revelam que o extrato bruto e
metanolico de casta de C. odorata L. apresentam maiores concentragdes de fendis
totais (430 + 1,12 mg EAT/g e 404,48 + 5,09 mg EAT/g respectivamente) e menores
valores de CEsy podendo-se atribuir a boa atividade antioxidante aos compostos

fendlicos do extrato.
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Tabela 9 — Teores (mg/g) de fendis totais, taninos e CE5, expressos em média + desvio padréo, das
fragOes e extratos brutos das cascas e folhas de Cedela odorata L.

FT (mg EAT/g)  TAN (mg EAT/g) CEso (ug/mL)

Folha Bruto 82,81 +1,66¢€ 48,03+ 2,11d 186,27 + 5,04 d

Folha Metanol 52,51 +1,25f 12,51+ 0,57 b 566,10 + 20,29 g

Folha Acetato de
83,20+ 1,02 e 54,51 +1,37 cd 256,05 + 6,27 c

Etila
Folha Tolueno 48,40 +1,95f 11,16+ 1,89 b 9154,98 + 2699,92 e
Casca Bruto 430,74 + 1,12 a 280,08 + 6,19 a 18,41 + 1,38 a
Casca Metanol 404,48 + 5,09 d 286,15 + 6,89 a 18,24 +1,07 a
Casca Acetato de
97,95+ 2,64 c 61,70+ 4,71 ¢c 409,54 +26,09 f
Etila
Casca Tolueno 32,21+ 0,76 b 8,03+0,13b 1410,25+ 41,34 b

FT = Fendis Totais, TAN = Taninos, CEsy =Concentragao Eficiente 50%, Letras iguais na mesma
coluna indicam nao diferenga estatistica conforme ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.05.
Fonte: O autor.

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Neutralizando ou sequestrando
radicais livres e quelando metais de transi¢do, atuando tanto na etapa de iniciagéo
como na propagacao do processo oxidativo. Os intermediarios produzidos pela agéo
de antioxidantes fendlicos sao relativamente estaveis, devido a ressonéancia do anel
aromatico presente na estrutura destes compostos (HASLAM, 1996; SOUSA, 2007).

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.5.1 Determinacao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Os testes para determinagdo da Concentragdo Minima Inibitoria frente cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus da colegdo do Laboratério de Analises
Microbiolégicas do departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE foram
realizados para os antibidticos eritromicina, benzilpenicilina, ampicilina e

levofloxacina.
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Os ensaios foram validados usando a cepa controle de Staphylococcus
aureus ATCC29213 no qual apresentaram resultados dentro do intervalo da CIM
estabelecido, no documento M7-A6 do Clinical And Laboratory Standards Institute
CLSI do ano de 2016, onde o intervalo da CIM em pg/mL para a ampicilina esta
entre 0,5 e 2 yg/mL , para levofloxacina esta entre 0,06 e 0,5 ug/mL e eritromicina
esta entre 0,25 e 1 yg/mL, no qual a cepa controle apresentou resultado dentro dos
padroes estabelecidos no documento. Os resultados do ensaio para determinacao

da CIM, frente aos antibiéticos em estudo, estdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10 — Concentragdes Inibitéria Minima (ug/mL) dos antibiéticos selecionados para pesquisa
frente a isolados de Staphylococcus aureus da colegdo do Laboratério Analises Microbioldgicas do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE

ANTIMICROBIANOS DO ESTUDO
Isolados/Staphylococcus

aureus Médias das Concentracoes Inibitérias Minimas das cepas em

Staphylococcus aureus em pg/mL

Eritromicin Benzilpenicilin Levofloxacin Ampicilin
a a a a

LAMUFPE1052.5 400 (R) 6,25 (R) 0,78 (S) 25 (%)
LAMUFPE1051.5 400 (R) 3,12 (R) 0,78 (S) 6,25 (%)
LAMUFPE219.6 50 (R) 6,25 (R) 0,78 (S) 3,12 (%)
LAMUFPE223.6 25 (R) 6,25 (R) 0,78 (S) 12,5 (%)
LAMUFPE221.6 25 (R) 12,5 (R) 0,78 (S) 6,25 (*)
LAMUFPE406.6 400 (R) 25 (R) 6,25 (R) 12,2 (%)

ATCC29213 0,78 (S) 0,097(S) 0,097(S) 0,78(*%)

(R)= Resistente (S)= Sensivel (*) = Nao hé intervalo para ampicilina no CLSI
Fonte: O autor.

De acordo com os resultados obtidos na determinacédo da CIM para cepas em
teste frente a eritromicina, todas as cepas apresentaram resisténcia a este

antibiético uma vez que a CLSI (2018) preconiza que CIM’s > 8 ug/mL séao
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indicativos de resisténcia, CIM’s entre 1 - 4 yg/mL indicam resisténcia intermediaria
e CIM's < 0,5 sao referentes a sensibilidade de S. aureus a droga. O isolado de
ATCC29213 apresentou a CIM 0,78 yg/mL, mas os outros isolados de S. aureus no
teste foram resistentes a eritromicina com resultados da CIM superiores a 8 ug/mL
como mostra na tabela 10.

A CLSI (2018) estabelece para benzilpenicilina que CIM's > 0,25 yg/mL s&o
indicativos de resisténcia para S. aureus. Desta forma todas os isolados testados
apresentaram valores da CIM superiores a 0,25 ug/mL caracterizando resisténcia ao
referido antibioticos.

Para Levofloxacina, valores da CIM superiores a 4 pg/mL caracteriza
resisténcia de S. aureus frente a este antibidtico (CLSI, 2018). Os resultados deste
estudo apontam que apenas o isolado LAMUFPE406.6, com valor da CIM 6,25,
apresentou resisténcia a Levofloxacina.

Também foram realizados a determinacado da CIM dos extratos de Cedrela
odorata L., tanto extratos da casca (bruto, metandlico, acetado de etila e tolueno)
como da folha (bruto, metandlico, acetato de etila e tolueno), frente as cepas de
Staphylococcus aureus de isolados clinicos multirresistentes da colegdo de
antibidticos do Laboratorio de Analises Microbiolégicas — LAM do departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da UFPE

Tanaka et al (2005) em estudo classificaram extratos vegetais com boa
atividade antimicrobiana quando a CIM < 100ug/mL, atividade moderada com uma
CIM de 100 a 500 pg/mL, inativo para CIM > 1000ug/mL.

Utilizando a Classificagao de Tanaka et al (005) de acordo com os resultados
obtidos no presente estudo, a maioria dos extratos de Cedrela odorata L.
apresentaram inatividade frente as cepas de Staphylococcus aureus, apresentando
resultados maiores ou igual a 1000pg/mL com excecgao das fragbes acetato de etila
e tolueno da casca que apresentaram atividade moderada com CIM de 500 ug/mL
como os resultados apresentados na tabela 11.

De acordo com os resultados obtidos, todos os extratos provenientes da folha
apresentaram inatividade frente as cepas de Staphylococcus aureus com valores da
CIM iguais ou maiores que 1000 pg/mL. Com relagdo aos extratos da casca, os
extratos brutos e metandlico apresentaram-se inefetivos contra as cepas S. aureus
do estudo, apresentando melhores resultados as fracbes acetato de etila e tolueno

exercendo atividade moderada frente a cepa LAMUFPE406.6 com uma CIM de 500
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pg/mL exibidos na tabela 11. Os resultados corroboram com o estudo Corréa (2018),
onde nao foi encontrada atividade antimicrobiana em extrato hidroalcdolico bruto da

casca de Cedrela odorata L com valor da CIM 2000 pug/mL.

Tabela 11 — Concentragdes Inibitéria Minima (ug/mL) dos extratos hidroalcéolicos de Cedrela
odorata L. frente a Staphylococcus aureus de isolados clinicos multirresistentes da colegdo do
Laboratério de Analises Microbiolégicas — LAM do departamento de Ciéncias Farmacéuticas da

UFPE
Médias das CIM’s dos Extratos de Cedrela odorata L. em ug/mL
CEPAS / Extratos | EXTRATO DA CASCA Cedrela EXTRATO DA FOLHA Cedrela
de Cedrela odorata L. odorata L.
odorata L. = ~
Extrato Fragao : ragao Fragdo | Extrato Fragao Fracao Fracao
Bruto Metanol ceta.to Tolueno| Bruto Metanol Aceta.to Tolueno
de Etila de Etila
LAMUFPE1052.5 | 2000 2000 1000 2000 2000 2000 2000 1000
LAMUFPE1051.5 | 2000 2000 1000 2000 2000 2000 2000 1000
LAMUFPE219.6 | 2000 2000 1000 1000 2000 2000 2000 1000
LAMUFPE223.6 | 2000 2000 2000 1000 2000 2000 2000 1000
LAMUFPE221.6 | 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 1000
LAMUFPE406.6 | 2000 2000 500* 500* 2000 2000 1000 1000
ATCC 29213 2000 2000 2000 500 2000 2000 2000 1000

(*) Isolado selecionado
Fonte: O autor.

Estes resultados revelam que as fracbes acetato de etila e tolueno da casca
de Cedrela odorata L, foram mais ativas contra cepa de S. aureus do que o extrato
bruto e metandlico indicando que o fracionamento aumentou a atividade
antimicrobiana nas fracbes citadas. Isto pode ter ocorrido devido a selegcdo de
alguns metabdlitos, proporcionada pelo fracionamento, pode também ter aumentado
as concentracdes destes compostos ativos e ampliado a agdo antibidtica desses

extratos (TAMOKOU et al, 2012).
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Embora os extratos da casca acetato de etila e tolueno tenham apresentado
atividade contra cepa multirresistente LAMUFPE406.6, estes mesmos extratos e
assim como as outras fracbes ndo apresentaram nenhuma efetividade as demais
bactérias em estudo, o que mostra a dificuldade que os fitocomplexos possuem
para encontrar um mecanismo de agdo que seja efetivo contra essas bactérias
multirresistentes (MENEGOTTO; PICOLI, 2007; SANTOS et al, 2007), revelando a
importancia destes estudos, pois mesmo que estas espécies nao sejam mais
virulentas que as cepas sensiveis, o arsenal terapéutico para seu combate
apresenta-se limitado (MENEZES et al, 2004).

Através deste estudo pode-se constatar que fragdes mais efetivas contra os
isolados de S. aureus foram as provenientes de solventes extratores de menor
polaridade, tolueno e acetato de etila, em que consequentemente pode-se visualizar
na figura 9, uma maior intensidade na cor referente as bandas correspondentes aos
esteroides e triterpenos, o que considera-se que essas fragbes possuem maior
concentracao destes fitocompostos.

Vizzotto e Pereira (2011) em um estudo testaram diferentes solventes com
baixa, intermediaria e alta polaridade de amora-preta para extracdo de compostos
fendlicos e no mesmo estudo. Na referida pesquisa, o solvente hexano (de menor
polaridade), ao ser utilizado, n&o foi capaz de extrair os compostos fendlicos. Os
solventes de maior polaridade (acetona, etanol e metanol) foram mais eficientes na
extracdo dos polifendis. Ainda nesse mesmo estudo, foi observado a afinidade dos
terpendides pelas fragbes hexanicas e acetato de etila, ndo se mostrando presente
na fragcdo metandlica (fracdo de maior polaridade), ratificando a reduzida capacidade
de solubilidade que esses compostos apresentam em solventes de baixa polaridade
(ALCANTARA et al, 2010; HILL; CONNOLLY, 2017). Os estudos citados reafirmam
os resultados encontrado na presente pesquisa.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se observar a
maior concentracao de triterpenos nas fracdes tolueno e acetado de etila do extrato
da casca de Cedrela odorata L. (figura 9). Embora ainda ndo seja completamente
conhecido, devido a complexidade molecular desse grupo de metabdlitos, pesquisas
sobre efeito dos terpenos nas membranas bacterianas isoladas sugerem sua
atividade em virtude de suas propriedades lipofilicas. Alguns trabalhos sugerem
mecanismo de ag¢ao antimicrobiano de 6leos extraidos de espécies vegetais estao

relacionadas a danos no envoltério celular microbiano com perda de material



69

intracelular e inibicdo de sintese de macromoléculas (DORMAN; DEANS, 2000;
SALES; SALVADOR, 2014).

5.5.2 Checkerboard

De acordo com os parédmetros de Tanaka et al (2005), as fragdes acetato de
etila e tolueno proveniente da casca de Cedrela odorata L apresentaram os
melhores resultados, obtendo atividade moderada frente a isolados de S. aureus
LAMUFPE406.6, ambos extratos com resultado da CIM 500ug/mL, desta forma, de
acordo com os critérios de selecdo para escolha do extrato para analise do
Checkerboard, essas fracbes foram selecionadas para teste de combinacido com a
eritromicina, benzilpenicilina, levofloxacina, ampicilina. Os resultados dos ensaios do

Checkerboard estao expressos na tabela 12.

Tabela 12 - Interagéo entre as fragdes acetato de etila e tolueno da casca de Cedrela odorata L com
eritromicina, benzilpenicilina, levofloxacina e ampicilina utilizando método Checkerboard frente a
Isolados de Staphylococcus aureus multirresistente LAMUFPE406.6 da cole¢do de do Laboratério de
Analises Microbioldgicas — LAM/UFPE

Cim CiM CIF
Associacao Individual Combinagao g ICIF Interpretacao
Individual
(ng/mL) (ng/mL)
Eri x F acet 400/500 50/62,5 0,13/0,13 0,26 N
Sinérgico
Eri x F Tol 400/500 200/7,81 0,5/0,02 0,52 : Co
Parcialmente sinérgico
. 25/500 3,13/250 0,13/0,5 0,63 : Co
Benzil x F acet Parcialmente sinérgico
Benzil x F Tol 25/500 6,25/62,50 0,25/0.13 0,38 Sinérgico
Levo x F Acet 6,25/500 3,13/125 0,5/0,25 0.75 Parcialmente sinérgico
Levo x F Tol 6,25/500 0,78/31,25 0,13/0,6 0,19 Sinérgico
Amp x F Acet 12,25/500 1,53/250 0,12/0,5 0.62 Parcialmente sinérgico
Amp x F Tol 12,25/500 12,25/7,81 1,0/0,02 1,02 Indiferente

Eri= Eritromicina; Benzil= Benzilpenicilina; Levo = Levofloxacina; Amp= Ampicilina; F Acet= Fracao
acetato de etila; F Tol= Fragédo Tolueno; CIM = Concentragao Inibitéria Minima; CIF = Concentracao
Inibitéria Fracionaria; ICIF = indice da Concentragdo Inibitéria Fracionaria
Fonte: O autor.

Analisando os resultados das combinagdes entre eritromicina e fracdo acetato

de etila ndo houve reversdo da resisténcia, mas foi possivel observar uma redugao
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em oito vezes da concentragéo da eritromicina em que a CIM individual inicialmente
apresentava valor de 400ug/mL apds a combinagéo com a fragao acetato de etila da
casca, observou-se uma redugdo para 50ug/mL. Esta combinagdo apresentou
resultado de ICIF 0,26 caracterizando um efeito sinérgico entre o extrato e o
antimicrobiano. Na combinagdo entre eritromicina e fragcdo tolueno da casca,
observou-se uma reducao de 50% na Concentracdo Minima Inibitéria do antibiético,
onde a concentragdo inicial apresentava-se 400ug/mL passando apds o
Checkerboard a uma concentragao de 200ug/mL. Esta combinagdo apresentou
resultado de ICIF 0,52 caracterizando um efeito parcialmente sinérgico entre o
extrato e o antimicrobiano (figura 10).
Figura 10 — Placa da combinagao entre a fragao acetato de etila da casca de Cedrela odorata L. e

eritromicina frente a Isolado de Staphylococcus aureus multirresistente (LAMUFPE406.6) pelo
método de Checkerboard

!
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Fonte: O autor.

A eritromicina € um macrolideo muito utilizado na pratica clinica cuja
resisténcia por cepas de Staphylococcus aureus vem cada vez aumentando
(TAMARIZ ORTIZ, 2009). Quando utilizada em doses elevadas pode promover
efeitos adversos como irritagdo gastrica, vOmitos e colestase hepatica (SILVA,
2012), dessa forma, a reducdo na dose efetiva da eritromicina é um fator
extremamente relevante para saude. Assim como resultados obtidos nessa
pesquisa, Alencar et al (2015) sugerem que extratos de espécies do género
Spondias também possuem potencial efeito modulador em linhagens
Staphylococcus aureus resistentes a eritromicina reafirmando o potencial dos

extratos vegetais na atividade modulatéria de antimicrobianos.
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Com relagao a interagao benzilpenicilina e fragdo acetato de etila observou-se
uma reducado de em oito vezes da concentracao inicial da CIM apés a combinagao
deste antibidtico com o referido extrato. A CIM inicial apresentava valor de 25ug/mL
e apdés a combinagéo entre o antibidtico e o extrato o valor da CIM passou a 3,13
pg/mL. O resultado da ICIF dessa combinagéo foi 0,63 concluindo que a interagao
foi parcialmente sinérgica. Ja a combinagao entre a fragédo tolueno e benzilpenicilina
resultou em uma reducéo de quatro vezes o valor da CIM inicial que se apresentava
25 ug/mL, passando apds a combinagao a 6,25 ug/mL, com resultado da ICIF 0,38
apresentando como conclusao dessa associagao um efeito sinérgico.

Figura 11 — Placa da combinacéao entre a fragao tolueno da casca de Cedrela odorata L. e

benzilpenicilina frente a Isolado de Staphylococcus aureus multirresistente (LAMUFPE406.6) pelo
método de Checkerboard

Fonte: O autor.

No resultado obtido na combinacao levofloxacina e fragdo acetato de etila da
casca, observou-se uma redugado de 50% no valor da CIM, passando de 6,25 ug/mL
para 3,13ug/mL, com resultado da ICIF 0,75 o que mostra um efeito parcialmente
sinérgico entre essas substancias. Ja na combinagéo entre levofloxacina e fragao
tolueno da casca de C..odorata L. observamos uma redugao em oito vezes no valor
da CIM passando de uma CIM inicial 6,25 pg/mL para 0,78 ug/mL, com resultado
da ICIF dessa associacdo 0,19 que revela um efeito sinérgico entre esses
compostos, onde observamos a modificagdo da resisténcia microbiana frente a este
antibiético no qual houve reversao da resisténcia microbiana, cujo documento CLSI
2018 refere-se como isolados de S aureus frente a levofloxacina com CIM menor ou

igual 1 ug/mL, sensiveis a este antimicrobiano .
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Figura 12 — Placa da combinacéo entre a fragao tolueno da casca de Cedrela odorata e levofloxacina
frente a isolado de Staphylococcus aureus multirresistente (LAMUFPE406.6) pelo método de
Checkerboard

|£:
o
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Fonte: O autor.

Na analise dos resultados da interacdo ampicilina e fracdo acetato de etila
observou-se um efeito parcialmente sinérgico, visto que a ICIF apresentou resultado
0,62, porém foi possivel observar uma redugcdo na CIM da ampicilina apés a
interacdo entre os dois compostos onde o valor da antes da combinacao
apresentava valor de 12,25ug/mL e passou a uma concentragéo de 1,53ug/mL ou
seja, uma reducgdo de oito vezes no valor da CIM. Para interagédo entre esse mesmo
antibiotico e a fracado tolueno observamos um efeito indiferente onde a ICIF 1,02.

Algumas pesquisas atribuem a atividade antimicrobiana aos compostos
fendlicos (CABRAL et al, 2009; CARDOSO et al, 2010; ARBOS et al, 2013;
SANTOS; RODRIGUES, 2017) porém, no presente estudo as fragdes com maior
teor de compostos fendlicos e taninos n&o apresentaram melhores atividade
antimicrobiana.

Agentes modificadores de resisténcia microbiana atuam inibindo a resisténcia.
Os mecanismos de acdo nos quais os extratos vegetais podem atuar
comprometendo o crescimento bacteriano sdo variados. Alguns fitocomponentes
como os terpenos e esteroides, apresentam natureza hidrofébica no qual podem
interagir na membrana celular dos micro-organismos afetando todo metabolismo ou
tornando a células mais permeaveis aos antimicrobianos (SARTO et al, 2014). Pode-
se citar o trabalho de SILVA (2013) no qual detectou atividade modulatéria dos
diterpenos de extratos de algas marinhas frente a cepas de Staphylococcus aureus

resistentes a eritromicina. Também foi verificada atividade modulatéria envolvendo
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Oleos essenciais no estudo de Zago et al (2009) onde 54% das interagcbes sobre
diferentes drogas testadas apresentaram efeito sinérgico sobre as linhagens de S.
aureus.

Coutinho et al (2012) sugere que extratos vegetais atuam na membrana da
célula microbiana contribuindo para entrada do antibiético no compartimento interno
celular. Cartaxo (2012) avaliou a atividade antimicrobiana de fragbes e subfracdes
de geopropolis e identificou atividade frente a cepas de S. aureus para as
subfragbes com menor polaridade, sugerindo esta agao aos terpendides contidos
nas amostras, que podem corroborar com o presente trabalho, devido a presenga de
terpendides na fracdo acetato de etila e tolueno da casca de C. odorata L.

No presente estudo foram testados antibidticos de diferentes classes, apesar
de atuarem sob diferentes mecanismos de acdo, trés dos quatro antibidticos
testados combinados aos extratos da casca da espécie em estudo apresentaram
efeito sinérgico. Estas fragbes extraidas de solvente de menor polaridade e
apresentavam-se quimicamente semelhante, de acordo com a triagem fotoquimica
realizada nesse estudo.

Os extratos com melhor atividade antimicrobiana nao foram os que
apresentaram como resultado maior teor de fendis totais e taninos, o que sugere que
estes metabdlicos ndo foram os principais responsaveis pela atividade modulatéria.

Na analise fotoquimica por HPTLC é possivel observar uma maior intensidade
de cor nas faixas referente a terpenos nas fragdes tolueno e acetato de etila
provenientes da casca, o que pode-se considerar uma maior concentragao destes
compostos nas fragcdes de menor polaridade e desta forma possibilita supor uma
relacédo do efeito sinérgico aos terpenos destas fragdes.

Como caracteristica comum a diferentes classes de antibiéticos pode-se
sugerir a atividade sobre a membrana celular da linhagem bacteriana em estudo
aumentando a permeabilidade do antimicrobiano para o interior celular bacterianos e
promovendo comprometimento da estrutura bioquimica bacteriana levando a
reducao da concentragcdo da CIM sob esses micro-organismos (DORMAN; DEANS,
2000; SALES; SALVADOR, 2014).

Os resultados obtidos no presente estudo reafirmam que a busca por
produtos naturais com atividade antimicrobiana e efeitos sinérgicos com drogas
usuais na pratica clinica € uma area promissora da pesquisa fitomedicinal, uma vez

que esses compostos podem apresentar-se como modificadores da atividade
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antibidtica, podendo alterar a susceptibilidade microbiana a antibiéticos (COSTA et
al, 2008). Desta forma, a ideia de que esta abordagem é exclusiva para
combinagdes entre compostos isolados pode ser repensada, pois também
combinagdes de Oleos essenciais e extratos complexos podem apresentar sinergia
com agentes antimicrobianos (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008;
WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).

Pesquisas para estudo do efeito sinérgico sao extremamente relevantes, pois
a combinacao entre dois ou mais compostos é importante pelas seguintes razdes:
(1) para prevenir ou reprimir o surgimento de cepas resistentes, (2) para diminuir a
dose-toxicidade relacionada, (3) para atingir o amplo espectro de atividade
(ELIOPOULUS; MOELLERING JUNIOR, 1991; MUROI; KUBO, 1994).
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6 CONCLUSAO

Os produtos naturais sempre foram fonte e alvo de pesquisa para novos
antimicrobianos e possuem um papel importante, pois podem atuar como
modificadores de resisténcia antibidtica. A modulagdo de drogas antimicrobianas é
algo necessario frente a micro-organismos multirresistente e o uso de produtos
naturais € uma boa alternativa para esta finalidade, seja pelo produto bruto, pelo
isolamento de compostos ou pelo aproveitamento de amostras semi-purificadas.

O presente trabalho conseguiu trazer pontos importantes para discussao e
resultados que contribuem para conhecimento cientifico de Cedrela odorata L.
Através das analises fltoquimica por HPTLC, foi possivel identificar presenca de
compostos fendlicos em todos os extratos. Diferentes compostos fendlicos e
terpenos contidos nos extratos bruto e as fragbes dos extratos de casca e folha de
Cedrela odorata L., com auséncia de alcaloides em todas as fracbes analisadas.
Nesse mesmo ensaio verificou-se presenca de mono, sesqui, diterpenos e
triterpenos, sobretudo nas fracbes tolueno e acetato de etila nas quais esses
metabdlitos tém maior afinidade.

Essa pesquisa ainda revelou que os extratos brutos e fragdo metandlica da
casca de Cedrela odorata L. apresentaram maiores teores de compostos fendlicos e
taninos. Estas mesmas fragcdes apresentaram melhores atividades antioxidantes,
onde foi possivel observar o potencial desses extratos no combate aos radicais
livres.

Os melhores valores da CIM frente a isolados de S aureus foram encontrados
nos extratos das fracbes acetato de etila e tolueno provenientes da casca da
Cedrela odorata L. Com relacédo a interacdo entre os referidos extratos e os
antimicrobianos, através dos resultados do ICIF obtidos no estudo, foi identificado
sinergismo em trés dos quatro antibidticos em teste (eritromicina em associagdo com
a fracdo acetato de etila da casca, Benzilpenicilina com associacao a fragao tolueno
da casca, e levofloxacina associado a fragao tolueno da casca), no qual concluiu-se
que os extratos tolueno e acetato de etila da casca de Cedrela odorata L.,
apresentam-se como agentes modificadores de resisténcia, potencializando a
atividade dos antimicrobianos, de diferentes mecanismos de ag¢ao, atuando como
agente modulador de resisténcia microbiana frente a isolados de Staphylococcus

aureus multirresistentes.
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Conforme os resultados encontrados nesta pesquisa Cedrela odorata L trata-
se de um vegetal promissor, no qual se supde que este pode representar uma
alternativa interessante nos esforgcos para combater a resisténcia bacteriana de
Staphylococcus aureus resistentes aos antimicrobianos usuais na pratica clinica,
pois, pode atuar como modificador de resisténcia a essas drogas.

O estudo de efeito sinérgico entre produtos naturais e drogas usuais sao
extremamente relevantes. No presente trabalho, a combinacdo de antimicrobiano e
extrato de Cedrela odorata L, pode apresentar-se como uma prevenir o surgimento
de cepas resistentes, reduzir a dose efetiva do antimicrobiano e consequentemente
diminuir a dose-toxicidade relacionada para atingir o amplo espectro de atividade.

Estudos mais detalhados e isolamento de compostos destes extratos bem
como estudo de toxicidade sdo necessarios para avango na pesquisa para um

possivel uso desse vegetal na pratica clinica.
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