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Até que a paz divina se estenda sobre a face da terra.

(Ecles, 38, 4-8).



RESUMO

O estudo da atividade biolégica de plantas medicinais utilizadas pela populacao de
uma determinada regido, caracterizado como etnofarmacologia, correlaciona o uso
popular com estudos farmacoldgicos, permitindo com isso a confirmagdo de seus
efeitos para a promoc¢ao de um uso mais racional e seguro dessas plantas, além de
gerar informacdes cientificas sobre a flora de determinados biomas, como a caatinga,
gue € pouco explorada neste sentido. Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf € um exemplo de
planta medicinal do bioma caatinga, utilizada principalmente para problemas
respiratérios como gripe, asma, bronquite, tosse, tuberculose, otite, pneumonia e
inflmacdes em geral. O presente trabalho objetivou estudar a atividade antimicrobiana
e fitoquimica desta espécie. As partes aéreas da planta foram coletadas em Malhada
de Pedra, area rural de Caruaru, Pernamabuco, pelo qual foram processadas e
submetidas a maceragdo com utilizagcdo de solventes com polaridade crescente
(hexano, acetato de etila e metanol), obtendo-se trés extratos secos. O rendimento
dos extratos foi calculado em percentual com os valores da droga vegetal seca
pulverizada e o0 peso dos extratos secos. Para a atividade antimicrobiana dos extratos
foi realizada as técnicas de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) e Ensaio de Permeabilidade Membranar. J4 a andlise
fitoquimica ocorreu por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Bioautografia e
Doseamentos por espectrofotometria. Obteve-se um rendimento de 6,87 %, 2,28 % e
10,22 % para os extratos hexanico, acetato de etila e metandlico, respectivamente. O
extrato de acetato de etila se mostrou mais significativo que os demais nas analises
bioldgicas, apresentando uma CIM de 250 pg/mL para Staphylococcus aureus ATCC
29213, Streptococcus pyogenes UFPEDA 1031 B e 1033 B e Acinetobacter baumannii
ATCC 49606 e UFPEDA 1020 A, se mostrando moderadamente ativo. Usando mesma
CIM o extrato se mostrou bactericida no teste de CBM, inibindo o crescimento
bacteriano por retrocultivo. Nao se mostrou ativo na alteragdo da permeabilidade da
membrana das bactérias, o que se presume sua atuagdo em um outro mecanismo de
acado. O extrato ativo, apresentou em sua composi¢cao fitoquimica, a presenca de
triterpenos e esteroides e derivados cumarinicos. Esses matabolitos secundarios se
mostraram ativos com a formacao de halo de inibicdo do crescimento bacteriano no
teste de bioautografia, corroborando com os resultados das analises biologicas

realizadas e com estudos relacionados, realizados por outros autores. Na analise



guantitativa, o extrato de acetato de etila apresentou uma concentracéo de 39,38+4,89
mg EC/g de derivados cumarinicos. Ja o teor de triterpenos e esteroides foi de
338,48+28,48 mg EEstg/g. Presume-se que ambos os metabdlitos secundarios atuam
em sinergismo para a atividade bioldgica, seja em um Gnimo mecanismo de acdao,
agindo em conjunto, ou em mais de um, agindo separadamente. Os resultados
encontrados mostram que o mussambé pode atuar em bactérias responsaveis por
infeccdes do sistema respiratorio, corroborando com seu uso popular. Porém sao
necessarios mais estudos da acdo do mussambé em outras vertentes dos problemas
respiratorios como antinflmatério, antitussigeno, expectorante, broncodilatador, entre
outros, uma vez que 0s extratos possuem metabdlitos secundarios com essas
caracteristicas farmacologicas.

Palavras-chave: infec¢des respiratérias; etnofarmacologia; farmacognosia; teste de

sensibilidade antimicrobiana; permeabilidade da membrana celular.



ABSTRACT

The study of the biological activity of medicinal plants used by the population of a given
region, characterized as ethnopharmacology, allows us to correlate popular use with
pharmacological studies, thus allowing the confirmation of their effects to promote a
more rational and safe use of these plants, in addition to generating scientific
information about the flora of certain biomes, such as the caatinga, which is little
explored in this regard. Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf is an example of a medicinal
plant from the Caatinga biome, used mainly for respiratory problems such as flu,
asthma, bronchitis, cough, tuberculosis, otitis, pneumonia and inflammation in general.
The present work aimed to study the antimicrobial and phytochemical activity of this
species. The aerial parts of the plant were collected in Malhada de Pedra, a rural area
of Caruaru, Pernambuco, where they were processed and subjected to maceration
using increasing polarity solvents (hexane, ethyl acetate and methanol), obtaining
three dry extracts. The yield of extracts was calculated as a percentage with the values
of the sprayed dry plant drug and the weight of the dry extracts. For the antimicrobial
activity of the extracts, the technigques of Minimum Inhibitory Concentration (MIC),
Minimum Bactericidal Concentration (CBM) and Membrane Permeability Assay were
performed. The phytochemical analysis was carried out by Thin Layer
Chromatography (TLC), Bioautography and spectrophotometric assays. A yield of
6.87%, 2.28% and 10.22% was obtained for the hexane, ethyl acetate and methanol
extracts, respectively. The ethyl acetate extract was more significant than the others
in the biological analyses, presenting a MIC of 250 pg/mL for Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Streptococcus pyogenes UFPEDA 1031 B and 1033 B and
Acinetobacter baumannii ATCC 49606 and UFPEDA 1020 A, showing moderately
active. Using the same MIC, the extract proved to be bactericidal in the CBM test,
inhibiting bacterial growth by retroculture. It was not shown to be active in changing
the permeability of the bacteria membrane, which presumably acts in another
mechanism of action. The active extract, presented in its phytochemical composition,
the presence of triterpenes and steroids and coumarin derivatives. Such secondary
metabolites were shown to be active with the formation of a halo of inhibition of
bacterial growth in the bioautography test, corroborating the results of the biological
analyzes carried out and related studies carried out by other authors. In the quantitative

analysis, the ethyl acetate extract showed a concentration of 39.38+4.89 mg EC/g of



coumarin derivatives. The content of triterpenes and steroids was 338,48+28,48 mg
EEstg/g. It is assumed that both with phytochemical groups act in synergism for
biological activity, either in a single mechanism of action, acting together, or in more
than one, acting separately. The results found show that mussambé can act on
bacteria responsible for respiratory system infections, corroborating its popular use.
However, more studies are needed on the action of mussambé in other aspects of
respiratory problems such as anti-inflammatory, antitussive, expectorant,
bronchodilator, among others, since the extracts have secondary metabolites with
these pharmacological characteristics.

Keywords: respiratory tract infections; ethnopharmacology; pharmacognosy;

microbial sensitivity tests; cell membrane permeability.
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1 INTRODUCAO

Etnobotanica se destina a realizar levantamentos de dados sobre plantas,
sejam elas medicinais, alimenticias ou usadas para outros fins, por individuos de uma
determinada localidade. Quando essas plantas sdo medicinais, os dados obtidos
podem servir de base para o desenvolvimento de estudos quimicos e farmacoldgicos
para se tracar uma associacao entre o uso popular e efeito terapéutico esperado, na
tentativa de se comprovar, ou nao, sua utlizagdo, sendo assim um estudo
etnofarmacologico (CORDEIRO & FELIX, 2014; SALES et al., 2015).

A caatinga € uma regido semiarida que se encontra exclusivamente no
nordeste brasileiro, e possui uma biodiversidade muito vasta. Esse bioma se destaca
por sua vegetagdo, contendo uma grande variedade de espécies, que sdo utilizados
pela populacéo local de diversas formas, sendo uma delas a préatica do uso caseiro
de plantas para o tratamento e/ou cura de doencas (SOUZA et al., 2015). Dentre essa
variedade se destacam, principalmente, as arvores de pequeno porte e arbustos, na
maioria das vezes contendo espinho ou aculeos e folhas pequenas (FERNANDES &
QUEIROZ, 2018).

Tarenaya spinosa (Jacg.) Raf. € um exemplo de planta usada como medicinal
pertencente a esse bioma, sendo uma das 30 espécies do género Tarenaya (SOARES
NETO, 2017). Essa espécie ja fez parte do género Cleome como uma das cerca de
200 espécies, presentes em paises tropicais, mais adaptados a seca sazonal
(SHARAF et al., 1997; MABBERLEY, 2008). Quanto a sua familia ja foi tratada como
pertencente a Cleomaceae e Brassicacea, mas atualmente, pertence a familia
Capparaceae (NOZOLILLO et al., 2010; LEAL et al., 2007; ANDRADE et al., 2014).

Popularmente conhecida como mussambé, € muito utilizada para problemas
respiratorios tais como gripe, asma, bronquite, tosse e tuberculose; otite; mas também
como anti-séptico; dor de cabeca; flatuléncia; febre; inflamac6es em geral e anti-
helmintico (CASTRO & CAVALCANTE, 2011; MESSIAS et al., 2015). Suas raizes sao
utilizadas, na forma de garrafada, para infecgbes do trato geniturinario feminino e a
planta toda usada como cicatrizante e digestiva (AGRA et al., 2007; COELHO-
FERREIRA, 2009). As partes da planta utilizadas sédo as flores, folhas, caule ou raizes,
na forma de decoccdo, infusdo, lambedores (xaropes) ou tinturas (CARTAXO et al.,
2010; MESSIAS et al., 2015).
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Dos males citados, pelo qual se destina 0 uso do mussambé, se destacam as
doencas que acometem o sistema respiratorio. Uma parte delas € causada por
agentes virais e outra parte (sinusite, otite média, pneumonia pneumocdcica,
amigdalite, faringite, laringite, epiglotite e tuberculose) por bactérias, principalmente
do género Streptococcus e Staphylococcus (KONEMAN et al., 2008; PERNA et al.,
2015; VARGHESE et al., 2017; XIONG et al., 2018).

Um dos exemplos citados, a pneumonia é a principal causa de morte em
criangas de até 5 anos de idade e uma das principais causas de internagéo hospitalar
mundialmente. No Brasil, s6 entre o periodo de janeiro a agosto de 2018, foram
hospitalizados 417.924 pacientes com a doenca, gerando um gasto de mais de 378
milhdes de reais em servi¢os hospitalares (SBPT, 2018).

A pneumonia adquirida na comunidade causada por bactérias ocorre mais
comumente por Streptococcus pneumoniae (cerca de 60% dos casos), mas pode
ocorrer também por Haemophilus influenzae (10%), Mycoplasma pneumoniae (10%),
Chlamydia pneumoniae (5%) e Legionella pnemophila (2%). J& a pneumonia adquirida
em ambiente hospitalar ocorre por Staphylococcus aureus (20%) seguido de
Streptococcus pneumoniae (15%) (ROGAN, 2017).

A acdo antibacteriana de extratos de plantas é atribuida, principalmente aos
flavonoides, taninos, terpenoides e cumarinas (SIMOES et al., 2017). A presenca de
flavonoides é algo marcante nos estudos com exemplares da familia Brassicaceae
(familia a qual pertenceu o mussambé) (PELOTTO et al., 1998; SHARAF et al., 2000)
e do género Cleome (SHARAF et al., 1997; NASSAR et al., 2003).

Mediante o exposto, no que se refere a etnofarmacologia da espécie
apresentada, pressupfe-se que extratos de suas partes aéreas possam apresentar
atividade antimicrobiana contra bactérias causadoras de infec¢des respiratorias, que
sdo consideradas desafiadoras para a saude publica, ja que ocorrem com frequéncia
em regides tropicais e subtropicais do Brasil, que geram grande numero de
internacdes e elevados custos com servicos hospitalares. Além disso, a busca por
agentes antimicrobianos, sejam eles de origem natural ou sintética, se faz necessario

mediante 0 aumento do numero de cepas multirresistentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo fitoquimico e antimicrobiano dos extratos das partes aéreas de

Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf.

2.2 Objetivos Especificos

Obter extratos de baixa, média e alta polaridade das partes aéreas de Tarenaya

spinosa (Jacq.) Raf.;

Analisar, qualitativamente, as classes de metabdlitos secundarios contidos nos

extratos;

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida

Minima (CBM) das cepas bacterianas causadores de infeccdes respiratorias;

Predizer um possivel mecanismo de acao do extrato ativo has cepas sensiveis a
Concentracdo Inibitéria  Minima (CIM), pelo método de permeabilidade

membranas;

Realizar bioautografia dos extratos ativos;

Quantificar os grupos de metabdlitos secundarios que apresentarem melhor de

atividade no teste de Bioautografia;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etnobotéanica e Etnofarmacologia

Etnoboténica, denominacéo criada em 1895, pelo botanico taxonomista John
William Harshberger, € uma ciéncia que se detém a estudar a interligacdo do ser
humano enquanto sociedade, com as plantas que o cerca, levando em consideracao
aspectos ecoldgicos, evolutivos, genéticos, culturais e simbdlicos, obtendo-se através
disso informacgfes sobre 0 maximo dos possiveis usos dessas plantas. Essa ligacdo
pode ser estudada tanto de sociedades primitivas quanto das atuais, pelo qual os
dados sobre plantas medicinais, alimenticias ou usadas para fins recreativos e
manufaturas, sdo de grande importancia para o estabelecimento de uma comunhéao
saudavel entre os seres humanos e 0s recursos naturais, bem como a biodiversidade
(MESSIAS et al., 2015; SALES et al., 2015).

Os dados obtidos pela etnobotéanica, pelo qual geralmente geram publicacdes
cientificas, se faz necessério tendo em vista que as informacgfes sobre as plantas de
uma determinada localidade séo repassadas de geracdo em geracao através da
comunicacao oral, raramente sendo registrada documentalmente, o que faz com que
muitas informac6es venham se perdendo ao longo da histéria (LEAL et al., 2007,
MESSIAS et al., 2015; SALES et al., 2015).

Se tratando das plantas medicinais, os estudos etnobotanicos assumem um
papel importante no recolhimento e registro de informac¢des quanto ao manejo dessas
plantas, no que diz respeito ao cultivo (quando ha), extracdo, partes da planta
utilizada, tipos de preparagdes, formas de uso e finalidade terapéutica. A partir disto,
abre-se caminho para estudos laboratoriais utilizando espécimes da flora medicinal
com finalidade de analisar sua toxicidade, perfil quimico e efeito farmacolégico, na
tentativa de se comprovar, ou néo, seu uso tradicional, caracterizando dessa forma a
etnofarmacologia (CORDEIRO & FELIX, 2014; SALES et al., 2015).

3.2 Bioma Caatinga
Derivado da lingua tupi-guarani, o termo caatinga que significa “floresta/mata

branca”, faz mengao ao fato de que sua vegetagéo, predominantemente arbustos e

arvores de pequeno porte de comportamento deciduo, apresentam seus
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caules/troncos de coloracéo branca e brilhante que se tornam destaque nos periodos

de seca quando perdem suas folhas (Figura 1) (LEAL et al., 2003).

Figura 1 — Aspecto da vegetacdo que deu origem ao nome do bioma.

Fonte: ACAATINGA, 2019.

Disponivel em :<https://www.acaatinga.org.br/sobre-a-caatinga/>. Acesso em: 23.06.2021.

A caatinga € uma regido semiarida que se localiza, geograficamente,
exclusivamente no nordeste brasileiro (Figura 2), ocupando cerca de 800.000 Km? de
extensdo, equivalente a aproximadamente 10% do territério nacional, pelo qual é
geralmente dividida em agreste, regido leste de transicao que devido aos residuos de
umidade advindas do sudeste sofre menos com as secas intensas apresentando
periodos de chuvas mais abundantes, e sertdo, regides interiores mais secas
apresentando grandes extensdes territoriais ndo cultivadas (LEAL et al., 2003; SOUZA
et al., 2015).

Possuindo uma biodiversidade muito vasta, esse bioma se destaca por sua
vegetacdo, contendo uma grande variedade de espécies, que sdo utilizadas pela
populacdo local de diversas formas, sendo uma delas a préatica de uso de forma
caseira para o tratamento e/ou cura de doencas (SOUZA, et al., 2015). Dentre a flora
catingueira se destacam, principalmente, as arvores de pequeno porte e arbustos que,
na maioria das vezes, contém espinhos ou aculeos e folhas pequenas (FERNANDES
& QUEIROZ, 2018).
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Figura 2 — Localizacédo geogréfica do Bioma Caatinga.

L. . 4. Bioma Caatinga
S T A T,

VAT N

Fonte: CERAATINGA, 2019.

Disponivel em: <http://www.cerratinga.org.br/caatinga/>. Acesso em: 23.06.2021.

Existem publicacdes nas quais mostram o potencial da flora da caatinga com
caracteristicas medicinais (CARTAXO et al., 2010), porém a regiao caatinga ainda é,
entre os biomas brasileiros, a mais desvalorizada, possuindo poucos estudos
cientificos de suas espécies (RICARDO et al., 2018).

3.3 Mussambé: aspectos botanicos

3.3.1 Familia Capparaceae

Distribuida nas areas tropicais e subtropicais dos hemisférios norte e sul e na
regido do mediterraneo, a familia Capparaceae compreende em cerca de 50 géneros
dentre os quais contém aproximadamente 700 espécies, reconhecida amplamente por
suas plantas se relacionarem com as plantas da familia Brassicaceae. Dos 50 géneros
citados, em torno de 9 destes estédo presentes no Brasil, contendo 46 espécies (LEAL
et al., 2007; PEREIRA et al., 2007).

Apesar de sua ocorréncia em locais de clima tropical, nota-se uma adaptacéo
de géneros e espécies dessa familia em regides sazonalmente secas, estando, por

exemplo, como uma das principais familias do bioma caatinga, tanto por estar
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amplamente distribuido pela regido quanto pela variedade das espécies (NETO et al.,
2014; NETO & JARDIM, 2015).

De forma geral, as plantas da familia Capparaceae sdo arvores e arbustos,
podendo raramente ser lianas, na maioria das vezes lenhosos, glabros ou pubescente,
contendo ou néo estipulas diminutas. As folhas trifoliadas podem se apresentar como
simples ou compostas, pecioladas, frequentemente alternas dispostas em espiral ou
disticas, raramente opostas. Inflorescéncias terminais e/ou laterais, cimosas,
corimbosas ou racemosas, compostas de paniculas corimbosas terminais ou
ramificadas. As flores sdo vistosas, hipdginas, actinomorfas ou zigomorfas,
bissexuadas, diclamideas ou raramente monoclamideas. Os frutos carnosos ou secos
sem replo, normalmente sdo bagas ou drupas alongadas, globosos ou linear-
cilindricos a oblongoides, deiscentes ou indeiscentes, contendo de uma a varias
sementes, cocleares a reniformes (PEREIRA et al., 2007; NETO et al., 2014; NETO &
JARDIM, 2015; CARVALHO et al., 2016).

3.3.2 Géneros Cleome e Tarenaya

Possuindo cerca de 200 espécies, as plantas do género Cleome sdo bem
distribuidas territorialmente, ocorrendo por todo o Brasil, tendo preferéncia por regiées
de clima tropical e subtropical, estando com menos frequéncia em localidades de
clima temperado. Normalmente s@o herbaceas de carater anual ou perene, raramente
de porte arbustivo (CASTRO et al., 2014; AKEMI-BORGES & PIRANI, 2017). Esse
género ja foi tratado como sendo Cleomaceae, uma familia separada (NOZOLILLO et
al., 2010) e Brassicaceae (LEAL et al., 2007), mas atualmente faz parte familia
Capparaceae (ANDRADE et al., 2014)

Como mencionado, podem se apresentar como ervas ou arbustos
(subarbustos), hirsutos, glanduloso-pubescente ou glabros, espinescente e aculeado
ou inermes. Suas folhas contém de 1 a 13 foliolos e séo palmadas. As inflorescéncias
se mostram como corimbo ou racemo, geralmente terminal em que flores isoladas séo
raras, e possui evidentes bracteas. As flores possuem sépalas livre iguais,
frequentemente zigomorfas, pétalas iguais agrupadas reunidas na regido superior
floral, contém de 6 a 10 estames. Os frutos, contendo profusas sementes, séo
ceraceos unidas a carpoéforos (AKEMI-BORGES & PIRANI, 2017).
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O género Tarenaya compreende 30 espécies, dentre as quais 29 delas estao
distribuidas na regido Neotripical (Partes da América Central e América do Sul) e 1
presente na Africa Tropical. Suas espécies se diferenciam muito pouco botanicamente
em relacdo as do genero Cleome. As plantas desse género sao ervas espinescente,
ocasionalmente escandentes. As folhas contendo de 5 a 9 foliolos sdo palmadas,
possui espinhos derivados de estipulas modificadas. Inflorescéncias terminais em
corimbo ou racemosas, contendo bracteas conspicuas. Suas flores possuem as
mesmas caracteristicas que as do género Cleome, diferindo apenas no numero de
estames, que chega a 6. Os frutos também possuem caracteristicas iguais aos frutos
das plantas do género Cleome (AKEMI-BORGES & PIRANI, 2017; SOARES NETO,
2017).

3.3.3 Espécie Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf.

Figura 3 — llustracdo botanica de Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf., mussambé.

Cleome spinosa
"Sasbo"
"Alcaparra”
"Spider Flower"

Fonte: SWEETGUM, 2019.

Disponivel em: <http://sweetgum.nybg.org/science/world-flora/monographs-details/?irn=21403>.
Acesso em: 01.05.2021.
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Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. (Figura 3), € uma espécie herbacea do bioma
caatinga, pertencente a familia Capparaceae, de porte arbustivo, podendo atingir de
1 a 1,8 metros (ANDRADE et al., 2014). Suas folhas séo divididas em 5-7 foliolos e
suas flores contém quatro pétalas alvas e seis estames com filetes de cor vinho que
desabrocham ao entardecer. Os frutos séo longos e finos, contendo cerca de 200
sementes que, por sua vez, tém sabor picante (CASTRO & CAVALCANTE, 2011). A

distribuicdo desta espécie pelo mundo esta mostrada na Figura 4.

Figura 4 — Mapa de distribuicao da espécie Tarenaya spinosa (Jacg.) Raf. no mundo (I), na América

do Sul (I1) e na regido nordeste do Brasil (I11), através da plataforma Global Biodiversity Information
Facility (GBIF), entre o periodo de 1837 — 2021.

Fonte: GBIF, 2021.
Disponivel em: <https://www.gbif.org/species/3872451>. Acesso em: 01.05.2021. Madificado pelo

autor.

Tem por sindnimo Cleome hortaborea., Cleome heoutteana auct., Cleome
pugens auct., Cleome spinosa L., Cleome spinosa Jacq. (NOZOLILLO et al., 2010).
Os nomes de maior ocorréncia para busca dessa planta na plataforma Global
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Biodiversity Information Facility (GBIF) sdo Cleome spinosa Jacq. com 61,2 % seguido

de Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. com 36,4 %, como mostra a Figura 5.

Figura 5 — Comparativo entre os sindbnimos buscados para encontrar informagfes sobre o0 mussambé

pela plataforma Global Biodiversity Information Facility (GBIF).

Cleome pungens Willd., -~

Cleome spinosa Sw.

Tarenaya spinosa (Jacqg.) Raf.

e

T~ cleome spinoza Jacq.

Fonte: GBIF, 2021.
Disponivel em: < https://www.gbif.org/species/3872451>. Acesso em: 01.05.2021.

E considerada uma erva daninha, muito presente nas areas de plantacéo
agricola. Cresce também, as margens de depdésitos naturais de agua (acudes,
barragens, lagos permanentes ou temporarios, barreiros, baixios, entre outros).
Conhecida popularmente no Brasil como mussambé, mussambé-de-espinho, sete-
marias e flor-de-aranha, sendo esta ultima denominacdo usada em referéncia as
vagens que saem de suas flores se assemelharem a pernas de certos tipos de
aranhas (JORDHEIM et al, 2009; NOZOLLILO et al., 2010; CASTRO &
CAVALCANTE, 2011).

O mussambé é utilizado na medicina tradicional para diversos tipos de doencgas
como dor de cabeca, flatuléncia, febre, anti-séptico, antinflamatério, cicatrizante,
infeccdes e leucorreia do trato geniturinario feminino e rubefaciente sobre a pele, mas
seu principal uso se da para problemas respiratérios, tais como gripe, tosse, asma,
tuberculose, bronquite, sinusite e pneumonia (CABRAL & AGRA, 1998; AGRA et al.,
2007; ALBUQUERQUE et al., 2007; LEAL et al., 2007; COELHO-FERREIRA, 2009;
CASTRO & CAVALCANTE, 2011; MESSIAS et al, 2015; SANTIAGO, 2018;
ALBERGARIA, et al., 2019). Todas as partes da planta sao utilizadas (flores, folhas,
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ramos, raizes) na forma de decoccdao, infusdo, lambedores (xaropes) chas e tinturas
(CARTAXO et al., 2010; MESSIAS et al., 2015).

3.4 Infec¢gdes Respiratorias

As infeccbes do sistema respiratorio, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), sdo aquelas capazes de causar obstrucdo das vias aéreas tanto
superiores quanto inferiores, dificultando o fluxo de ar, variando de infec¢bes agudas
a graves (SILVA FILHO et al., 2017). Estima-se que no ano de 1999, 15% das
afeccdes foram causadas por doencas respiratorias mundialmente (CONDE, 2015). A
Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia relata que, em um ranking de
mortes de adultos mundialmente, as infec¢des respiratorias se encontram em terceiro
lugar atualmente, além disso, sdo as causas mais comuns de doencas pediatricas
(SBPT, 2021).

Essas infec¢cbes sdo, geralmente, causadas por virus ou bactérias, a depender
de fatores do proprio microrganismo, do meio ambiente e do hospedeiro (como
imunidade e doencas associadas). Quando causada por acdo viral, este utiliza
mecanismos replicativos na célula hospedeira, causando morte celular (necrose). As
lesbes causadas, fazem com que microrganismos ndo patogénicos da propria
microbiota, ou microrganismos patogénicos adquiridos, se instalem potencializando a
infeccédo, caracterizando como infec¢des mistas. Normalmente esses microrganismos
secundarios sédo bactérias de carater oportunista (SILVA FILHO et al., 2017).

O sistema respiratério é dividido anatomicamente em vias aéreas superiores e
vias aéreas inferiores. As infeccbes respiratérias sdo divididas também, de acordo
com o local em que a infec¢do se instalou, em: Infec¢Bes das Vias Aéreas Superiores
(IVAS) como rinofaringite, otite média aguda, sinusite aguda, faringite, amigdalite,
laringite e laringotraqueobronquite, e Infec¢des das Vias Aéreas Inferiores (IVAI) como
bronquite aguda, bronquiolite, pneumonia e tuberculose (PITREZ & PITREZ, 2003;
SILVA FILHO et al., 2017).
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3.4.1 Infeccbes da Vias Aéreas Superiores (IVAS)
3.4.1.1 Nasofaringite

E caracterizado como o resfriado comum, geralmente causado por agentes
virais, que pode acometer os individuos em qualquer época do ano, mas tem sua
disseminacdo com maior frequéncia nos periodos de outono a inverno em decorréncia
da baixa umidade do ar pelo qual grande parte dos agentes virais sao favorecidos,
além de ser um periodo em que existe agrupamentos de individuos em locais
fechados (GRIEF, 2013).

A nasofaringite viral pode ser ocasionada por qualquer um dos,
aproximadamente, 200 virus pertencente as seis principais familias (influenza A, B e
C, virus sincicial respiratério, parainfluenza, coronavirus, adenovirus e rinovirus).
Apesar de ser uma infec¢cdo que cessa em poucos dias, durando de 7 a 10 dias, e
sem necessidade de tratamento medicamentoso, pode evoluir para complicacbes
mais graves como infec¢des das vias aéreas inferiores (pneumonia por exemplo), otite

média, sinusite aguda e hiperatividade brénquica (crise asmatica). (GRIEF, 2013)

3.4.1.2 Faringite

A faringite € uma doenca inflamatoria, caracterizada como uma das doencas
respiratérias mais comuns, causada por agentes virais, bacterianos (mais
comumente) ou flngicos (raros casos). Conhecida normalmente como faringite
estreptococica pois, 0s principais agentes etioldgicos bacterianos sdo 0s
Estreptococos B-hemoliticos do grupo A, ou seja, 0 Streptococcus pyogenes,
correspondendo a cerca de 15% das faringites bacterianas, mas também pode ser
causado por Haemophilus influenzae, Corynebacterium diphtheriae e Neisseria
gonorrhoeae (LODHA & KABRA, 2001; GRIEF, 2013; ANJOS et al., 2014; WEBER,
2014; ROGAN, 2017).

Dos individuos acometidos pela faringite bacteriana, de 15% a 30% sdao
criancas e de 5% a 15% sao adultos. Os sintomas geralmente sdo dor de garganta
(dor faringea aguda) que esta presente em de 1-2 a cada 10 pessoas acometidas,
além de disfagia (dificuldade de engolir), febre, exsudato e eritema na faringe
posterior, petéquias palatinas, linfadenopatia cervical anterior e Uvula edematosa. Se

diferencia, diagnosticamente, da faringite viral porque neste caso apresenta rinorreia
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(coriza), tosse, rouquiddo, conjuntivite e diarreia (LODHA & KABRA, 2001; GRIEF,
2013; ANJOS et al., 2014; WEBER, 2014; ROGAN, 2017).

Quando néo tratada tem uma duracéo que varia de 7 a 10 dias. Quando tratada
com medicamentos, normalmente antibioticoterapia, principalmente com antibiéticos
da classe das penicilinas, diminui consideravelmente o quadro patolégico para 24
horas ap0s o inicio do tratamento, diminuindo assim os sintomas e o aparecimento de
complicagbes. Tais complicacdes, quando evoluem decorrente de um nao tratamento
ou de um tratamento inadequado, incluem febre reumatica, abcesso periamgdaliano,
glomerulonefrite pos-estreptococica e febre escarlaina (LODHA & KABRA, 2001;
GRIEF, 2013; ANJOS et al., 2014; WEBER, 2014; ROGAN, 2017).

3.4.1.3 Laringite

A laringite aguda é uma infeccao inflamatoria causada principalmente por virus
do grupo parainfluenza do tipo I e Il, mas também por influenza A ou B e adenovirus,
e mais raramente pela bactéria Haemophilus influenzae. Ja a laringite cronica é
caracterizada como uma infeccéo inflamatdria bacteriana, causada principalemente
por Staphylococcus aureus, mas também por Pseudomonas aeruginosa e Serratia
marcescens, com duracdo de mais ou menos 3 semanas, apresentando sintomas
como disfonia (causada por eritema e edema ds cordas vocais), tosse, dor de
garganta, pigarro frequente com ou sem disfagia, formacao de crostas exudativas e
puruléncia, sintomas esses que ndo sdo especificos, ja que outras infec¢des do
sistema respiratorio superior podem apresentar (GRIEF, 2013; KENDALL &
CARPENTER; 2017, ROGAN, 2017; ZHUKHOVITSKAYA & VERMA, 2019).

A estimativa, que ndo é tdo bem estabelecida, mostra que a cada 1000 pessoas
3,47 apresentam laringite crbnica ao ano. O tratamento, normalmente direcionado,
ocorre por meio de antibioticoterapia. A inflamacdo da estrutura cartilaginosa da
laringe (condrite), pelo qual apresenta secrecdo purulenta, causada por
Staphylococcus aures, pode evoluir para uma superinfeccéo, pelo qual a bactéria
desenvolve resisténcia a meticilina. Ocorre dispneia e disfonia e, pode ser observado,
edema supraglético e estreitamento das vias aéreas que, caso haja o
comprometimento, sera necessario, além da antibioticoterapia, a realizacdo de

tragueostomia e incisbes para drenagem de abcessos (quando formado) (GRIEF,
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2013; KENDALL & CARPENTER; 2017, ROGAN, 2017; ZHUKHOVITSKAYA &
VERMA, 2019).

3.4.1.4 Epiglotite

Infeccdo inflamatéria aguda da epiglote e/ou das regides vizinhas das
estruturas supragloticas como hipofaringe e pregas ariepigléticas, de origem
bacteriana onde seu principal causador € o Haemophilus influenzae tipo B, mas que
também pode ocorrer por Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e
Staphylococcus pyogenes, que acomente criancas entre idade de 2 a 6 anos, mas
também adultos. Inicialmente, os sintomas séo febre e dor de garganta que evoluem
rapidamente para disfonia, salivacao, estridor (ruido causado ao respirar) e dispneia.
Na epiglote, é possivel observar em exame clinico por visualizacao, eritema e edema
com projecdo para a parte posterior da lingua (ROGAN, 2017; BAIRD et al., 2018;
DOWDY & CORNELIUS 2020).

Devido 0 edema, e por ser uma infeccdo que acomete mais as criangas, pode
ser fatal por causar obstrucdo das vias aéreas e gerar asfixia. E importante
acompanhamento em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) para o tratamento
medicamentoso até que haja uma melhora dos sinais e sintomas. O tratamento deve
ser por antibioticoterapia, mediante exame prévio de hemocultura, a base de
ampicilina mais cloranfenicol ou unicamente com cefalosporina de terceira geracao.
Caso necessério, realizar intubacdo oro ou nasotraqueal ou traqueostomia caso a
intubacao nao se apligue (ROGAN, 2017; BAIRD et al., 2018; DOWDY & CORNELIUS
2020).

3.4.1.5 Sinusite

Infeccdo que acomete a mucosa dos seios paranasais também chamado de
rinossinusite quando acomete concomitantemente as mucosas nasais, que gera
processo inflamatério, causado por virus e bactérias, afetando um a cada sete adultos.
E um problema de satde que gera um custo de aproximadamente 3,4 bilhdes de
dolares anuais nos Estados Unidos, principalmente com terapia medicamentosa
(GRIEFER, 2013; WYLER & MALLON, 2019).
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Apresenta todos os sintomas de um resfriado comum acrescido de congestao
e secrecdo nasal, dor facial, tosse e diminuicdo do olfato, sintomas esses que
melhoram apds um periodo de 5 a 7 dias seguido de piora com aparecimento de
outros sintomas como febre, dor de cabeca e/ou secrecdo nasal purulenta. Pode
apresentar também, halitose, dor nos dentes e maxilar, dor no rosto e sensibilidade
unilateral dos seios maxilares (GRIEFER, 2013; ROGAN, 2017).

A duracdo dos sintomas por menos que quatro semanas caracteriza como
sinusite aguda. Entre quatro e doze é chamada de sinusite subaguda. A sinusite
cronica tem seus sintomas persistentes por mais de doze semanas. Sinusite
recorrente € aquela em que ha pelo menos quatro episodios por ano, onde 0s
sintomas nao sao persistentes entre os citados episodios (GRIEFER, 2013; ROGAN,
2017; FABRE, et al., 2018; WYLER & MALLON, 2019).

Quando ocorre de origem bacteriana, 0s principais causadores sao
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis e
Staphylococcus aureus. Para esses casos, a terapia medicamentosa ocorre com uso
de antibidticos e antinflamatérios esteroidais que, se nao tratado ou feito de forma
incorreta pode ocasionar complicacfes graves intracraniana, com casos de meningite,
abcesso orbital e empiemas, vasculares com casos de trombose séptica do seio
cavernoso e isquemia cerebral, além de osteomielite (GRIEFER, 2013; ROGAN, 2017,
FABRE, et al., 2018; WYLER & MALLON, 2019).

3.4.1.6 Otite média

A otite média é uma inflamacgdo do ouvido médio, que pode ser de origem
infecciosa ou ndo e pode apresentar as formas aguda ou cronica, com presenca de
fluido. A forma aguda é a mais comum e sua patogenia, multifatorial, pode envolver
disfuncdo anatdomica (tubos auditivos), viral, fatores genéticos e ambientais e
bacteriano. A otite média aguda bacteriana ocorre quando bactérias que colonizam a
regido nasofaringea como Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis e
Haemophilus influenzae, conseguem migrar para o ouvido médio, causando a
inflamacdo (COLEMAN & CERVIN, 2018; VANESTE & PAGE, 2019).

E uma inflamacdo que acomete geralmente crian¢as, mas pode acontecer em
adultos, de regides em desenvolvimento e também indigenas, sendo registrado cerca

de 709 millhbes de casos anuais, geralmente sem complicagbes, mas quando ocorre,
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pode gerara sequelas e levar o paciente a 6bito por complicacdes. Cerca de 21000
casos de mortes sao registrados por ano. As sequelas incluem mastoidite (infeccao
do osso mastoide), meningite, colesteatoma (inflamacao da tuba auditiva), trombose
do seio lateral, abcesso cerebral e perda auditiva que pode afetar diretamente na fala
do individuo. Normalmente guarda-se, de forma assistida, a infeccdo cessar, mas
guando néo, o tratamento ocorre com antibioticoterapia e, em aguns casos, cirurgia
(COLEMAN & CERVIN, 2018; VANESTE & PAGE, 2019).

3.4.2 InfeccBes das Vias Aéreas Inferiores (IVAI)
3.4.2.1 Bronquite

Bronquite € uma infeccéo inflamatéria aguda ou crénica (quando afeta pessoas
acima de 45 anos de idade) que acomente as vias aéreas inferirores, mais
especificamente os brénquios. E causada principalmente por agente virais como
coronavirus, influenza (A e B) e para influenza, rinovirus e virus sincicial respiratorio,
mas também por agentes bacterianos como Haemophilus influenzae, Streptococcus
pnuemoniae, Mycoplasma pneumoniae e Branhamella catarrhalis, sendo esta ultima
uma bactéria oportunista que se desenvolve em pacientes fumantes ou que
apresentam preexistente doenca cardiopulmonar (ALBERT, 2010; KINKADE & LONG,
2016; OVERSIKT, 2017; ROGAN, 2017).

Considerado como um dos diagndésticos mais comuns nos atendimentos de
atencdo basica e emergéncia, apresenta sintomas como tosse, com ou sem
expectoracdo purulenta, associado a sintomas de infeccbes das vias aéreas
superiores e, menos comumente, com aparecimento de febre alta ou persistente.
Pode apresentar, também, queimacdo ou desconforto subesternal com silibo (som
agudo caracteristico de constriccdo dos brénquios) e ronquiddo. Se difere da
pneumonia pela auséncia de sinais e sintomas em exames toraxicos, como radiografia
(ALBERT, 2010; KINKADE & LONG, 2016; OVERSIKT, 2017; ROGAN, 2017).

N&o existe um atratamento especifico, jA que € muito comum ser de origem
viral, ndo sendo recomendado antibioticoterapia, ressalvo os casos que o agente
etiolégico bacteriano tenha sido diagnosticado. Normalmente, o tratamento ocorre
para os sinais e sintomas como 0 uso de analgésicos, antipiréticos, expectorantes
para os casos de secrec¢do purulenta e espessa e aumento da hidratacédo (ALBERT,
2010; KINKADE & LONG, 2016; OVERSIKT, 2017; ROGAN, 2017).
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3.4.2.2 Pneumonia

A pneumonia é uma infeccao inflamatéria do parénquima pumonar, elencada
como a sexta doenca infecciosa letais mais comum nos Estados Unidos e a principal
causa de morte em criancas de até 5 anos de idade e uma das principais causas de
internacdo hospitalar anualmente no mundo, principalmente acomentendo individuos
de paises em desenvolvimento. No Brasil, s6 entre o periodo de janeiro a agosto de
2018, foram hospitalizados 417.924 pacientes com a doenca, gerando um total de
mais de 378 milhdes de reais em servicos hospitalares (REYNOLDS, 2010; KOLEK,
2017; MUSHER, ABERS & BARTLETT, 2017; ROGAN, 2017; SBPT, 2018).

A pneumonia pode ser classificada de varias formas. Quando se refere ao local
anatdmico afetado é chamada de pneumonia lobar, quando afeta um Unico lobo
pulmonar, ou broncopneumonia, quando acomete mais de um lobo e atinge o0s
brénquios e bronquiolos. Pelo agente etioldgico pode ser chamada de pneumonia
bacteriana, fangica, viral, alérgica, quimica, atipica e pneumonia causada por
radiacdo. Além dessas, a forma mais comum de classificar a pneumonia é pelo local
pelo qual o agente etioldgico foi transmitido, sendo Pneumonia Adquirida na
Comunidade (PAC) e Pnemonia Adquirida em Hospital, sendo chamada também de
pneumonia nasocomial (REYNOLDS, 2010; KOLEK, 2017; MUSHER, ABERS &
BARTLETT, 2017; ROGAN, 2017; SBPT, 2018).

A PAC é aquela em que a 14 dias anteriores o paciente ndo tenha sido
hospitalizado ou que néo resida em instituicdes de cuidados ndo hospitalares (casas
de repouso, por exemplo). Nos Estado Unidos ocorrem cerca de 4 milhées de casos
desse tipo de pneumonia pelo qual, desses, 800.000 necessitam de internagao
hospitalar. A pneumonia nosocomial, ocorre em 48 horas ap6s admicdo hospitalar e
nos casos de paciente internados em UTI que podem adquirir microrganismos através
da ventilagéo, pelo qual é chamado de Pneumonia Associada ao Ventilador (PAV)
(REYNOLDS, 2010; KOLEK, 2017; MUSHER, ABERS & BARTLETT, 2017; ROGAN,
2017; SBPT, 2018).

A pneumonia adquirida na comunidade causada por bactérias ocorre mais
comumente por Streptococcus pneumoniae (cerca de 60% dos casos), mas pode
ocorrer também por Haemophilus influenzae (10%), Mycoplasma pneuminiae (10%),
Chlamydia pneumoniae (5%), S. aureus (3%) e Legionella pnemophila (2%). Ja a

pneumonia adquirida em ambiente hospitalar ocorre, 50% dos casos, por gram
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negativas como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e
Acinetobacter baumannii e o restante dos casos por gram positivas como
Staphylococcus aureus (20%) seguido de Streptococcus pneumoniae (15%)
(OLIVEIRA, 2007; MARTINEZ et al., 2016; CAMPOS et al. 2016; JUNG et al., 2017;
ROGAN, 2017; MAURICE et al., 2018; CIGINSKIENE et al., 2019; COMBE et al.,
2019).

3.5 Metabdlitos Secundarios Com Atividade Antimicrobiana

Uma substancia antimicrobiana ou antibiético, é aquela que em concentracfes
pequenas deve ser capaz de inibir ou matar microrganismos, podendo ser de origem
natural ou sintética (SAEZ-LLORENS et al, 2000). Em relacdo aos antimicrobianos de
origem natural, sabe-se que os metabdlitos secundéarios apresentam um bom
potencial. Foi publicado em 1999 por Cowan, os principais metabdlitos secundarios
antimicrobianos onde, dentre eles, se encontram os flavonoides, taninos e cumarinas

(que fazem partes dos fenilpropanoides) e os terpenoides (Figura 6) (COWAN, 1999).

Figura 6: Fluxograma da rota biossintética dos fenilpropanoides e terpenoides.
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Fonte: adaptado de Simdes (2017).

Os terpenoides sé@o hidrocarbonetos, de caracteristica lipofilica, derivado do
isopreno-2-metil-1,3-butadieno, ou simplesmente isopreno a partir da rota

biossintética do acido mevalénico (mevalonato). A nomenclatura dos terpendides
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ocorre de acordo com a quantidade de carbonos, ou seja, a quantidade de unidades
de isopreno de sua estrutura sendo monoterpeno (duas unidades de isopreno, 10 C),
sesquiterpenos (trés unidades de isopreno, 15 C), diterpenos (quatro unidades de
isopreno, 20 C), sesquiterpenos (cinco unidades de isopreno, 25 C), triterpenos (seis
unidades de isopreno, 30 C), tertaterpenos (oito unidades de isopreno, 40 C) e
politerpenos (acima de oito unidades de isopreno, mais de 40 C). Os esteroides sao
triterpenos que apresentam uma estrutura quimica caracteristica muito marcante que
é o ciclopentanoperidrofenatreno (SIMOES, 2017; SILVA, 2018; NOGUEIRA, 2019).

De forma resumida, o aceitl-CoA formado a partir da glicélise pode seguir a via
do mevalonato ou a via do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS) para formar unidades
de IPP (isopentenil difosfato) e DMAP (dimetilalil difosfato) (Figura 7). Essas unidades,
por sua vez, se combinam em reacao de condensacao do tipo cabeca-cauda dando
inicio assim a formac&o dos terpenoides (SIMOES, 2017; SILVA, 2018; NOGUEIRA,
2019).

O fenilpropandides sdo compostos aromaticos, formados pela via do Acido
Chiquimico (chiguimato). O nome fenilpropanoides se deve a sua estrutura bésica é
formada por um anel aromatico com uma cadeia carbonica lateral (fenilpropano) ou
por um fenol também com cadeia carbénica lateral (fenolpropano) (SIMOES, 2017;
SILVA, 2018; NOGUEIRA, 2019).

Figura 7: Esquema das vias biossintéticas, resumidas, para a formacgéo de terpenoides.
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Fonte: elaborada pelo autor (2021).



35

Os fenilpropandides séo formados a partir da acido chiquimico que passa por
varias etapas quimicas e enzimaticas para formar os aminoacidos fenilalanina e
tirosina. Estes, por sua vez, passam por uma etapa de desaminacdo, dando origem
aos acidos cinamico e p-cumarico (Figura 8) que sao esqueleto basico para a
formacdo de metabdlitos secundarios grandemente conhecidos (SIMOES, 2017;
SILVA, 2018; NOGUEIRA, 2019).

Figura 8: Esquema da via biossintética, resumida, para a formacao de fenilpropandides.
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Fonte: elaborada pelo autor (2021).

Dentre os fenilpropanoides com acao antimicrobiana os mais citados e
conhecidos sdo as cumarinas, os flavonoides e o0s taninos condensados. As
cumarinas sdo formadas a partir do acido cinamico que passa por uma etapa de
oxidacao, ligagdo com glicose, isomerizacao e ciclizagdo, formando a cumarina basica
(cumarina 1,2-benzopirona) (Figura 9) que, a partir desta, podem ser gerado 0s mais
diversos derivados (CUNHA, 2005; SIMOES, 2017; SILVA, 2018; NOGUEIRA, 2019).
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Figura 9: Esquema de sintese de cumarina simples.
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Fonte: elaborada pelo autor (2021).

Os flavonoides sao formados a partir de derivados de duas vias diferentes: a
via do &cido chiguimico e a via do acetil-CoA. O &cido p-cumarico, formado na via do
chiquimato, forma ligacdo com o acetil-CoA, gerando o cumaril-CoA. Este agora, faz
ligacdo com uma tricetona-CoA formada pela unido de 3 unidades de malonil-CoA um
derivado do acetil-CoA pela acdo de uma carboxilase. O composto formado sofre
ciclizacdo seguido de enolizagcdo e nova ciclizacéo, originando a flavanona que
contém o nucleo basico dos falvonoides (Figura 10) (CUNHA, 2005; SIMOES, 2017).

Figura 10: Esquema da via biossintética, resumida, dos flavonoides.
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Fonte: elaborada pelo autor (2021).
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A chalcona formada dé origem aos mais diversos tipos de flavonoides. Quando
sofre processos de hidroxilagdo/reducédo forma os flavonoides flavan-3-ol e flavan-3,4-
diol. Estes, por sua vez, sdo 0s responsaveis pela biossintese dos taninos
condensados que, como 0 proprio nome sugere, sdo oligdbmeros ou polimeros que
ocorre através de condensacao pela ligacdo C-C entre carbono C4 do anel C da
subunidade superior com C8 do anel A da subunidade inferior ou C4 do anel C da
subunidade superior com C6 do anel A da subunidade inferior, porém menos
frequentes (Figura 11) (CUNHA, 2005; SIMOES, 2017).

Figura 11: Representacéo dos taninos condensados.
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Fonte: elaborada pelo autor (2021).

Pela complexa mistura de metabdélitos secundarios contido em um Unico extrato
vegetal, estes podem atuar simultaneamente em mais de um mecanismo de acéo,
podendo atuar de forma sinérgica ao efeito esperado. S&o conhecidos diversos
mecanismos de acao dos terpenoides e fenilpropanoides na atividade antimicrobiana.
Devido a caracteristica lipofilica dos terpenoides, estes agem mais a nivel de
membrana plasmatica, ja os fenilpropanoides, que apresentam tanto caracteristicas
lipofilicas quanto hidrofilicas, podem agir a nivel me membranas mais também a nivel
de citoplasma (YANG, KHAN & KANG, 2015; ZHANG, 2017; SILVA, 2018;

NOGUEIRA, 2019).
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Na membrana plasmatica esses compostos podem se inserir e formar espacos
entre os fosfolipidios, interagir com proteinas membranares e na parede celular pode
causar sua integridade estrutural, todas elas alterando a permeabilidade seletiva,
fazendo com que o conteudo intracelular extravase, ocasionando lise celular. Em nivel
citoplasmatico, esses metabdlitos secundarios podem agir causando modificacdes no
DNA/RNA, nas concentracdes de ATP, no pH intracelular, além de interagir com
proteinas e enzimas, fazendo com que ocorra estase das rea¢des bioguimicas ou
morte da célula. Pode atuar também na quiosmose, que € a troca prétons do meio
intra e extracelular, que atuam na respiracdo celular bacteriana (YANG, KHAN &
KANG, 2015; ZHANG, 2017; SILVA, 2018; NOGUEIRA, 2019; TEIXEIRA et al, 2020).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

A realizacdo da coleta das partes aéreas de Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf.
(Figura 12) foi realizada no més de janeiro de 2019, no periodo da manha, no Sitio
Malhada de Pedra, municipio de Caruaru — PE (Coo. dms; 8° 14’ 24.662” S 35° 55’
15.85” W “) com o auxilio de tesoura de poda.

Um exemplar foi preparado para a realizacdo da exsicata, depositada no
Herbario Dardano de Andrade Lima, no IPA, identificada pela botanica Dr? Rita de

Cassia, sob o numero de registro 92023.

Figura 12: Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. (A) e suas partes aéreas (B: folhas, C: inflorescéncias, D:
Flor).

Fonte: autor (2021).
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4.2 Obtencéao dos extratos

A droga vegetal coletada foi lavada rapidamente e submetida ao processo de
secagem por 24 horas a sombra e em estufa de ar quente circulante, a temperatura
de 50° C, até perda de cerca de aproximadamente 95 % da umidade. Apds secagem,
esta foi triturada em moinho de facas vertical (moinho de facas industrial) e pesada.
Do pé obtido, pesou-se 200g ao qual foi submetido a extragdo por esgotamento, por
maceragao, em solventes de polaridade crescente. Inicialmente usou-se hexano,
seguido por acetato de etila e por fim com metanol, gerando trés extratos diferentes
(separados).

Os macerados foram recolhidos em um so, separados de acordo com suas
polaridades, e rota-evaporados sob baixa presséo a 45° C para eliminacdo do maximo
de solvente. O concentrado resultante foi colocado em dessecador para eliminacéo
de resquicios de umidade, atingindo um concentrado maximo, obtendo-se os extratos
secos (extrato seco hexanico, extrato seco de acetato de etila e extrato seco

metanolico).

4.3 Rendimento

Ocorreu de acordo com Rodrigues et al., 2011, a partir do seguinte calculo:
Re = P.Ex.Seco_x 100
P.D.V.P.M

Re: Rendimento (%)
P.Ex.Seco: Peso do extrato Seco

P.D.V.P.M: Peso da Droga Vegetal Pulverizada Macerada

4.4 Triagem Fitoquimica Qualitativa

Foi analisado o perfil fitoquimico, de forma preliminar, dos extratos secos
obtidos das partes aéreas de Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf., por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), utilizando-se sistemas eluentes e reveladores de acordo
com cada classe metabdlica pesquisada, descrita no Quadro 1.
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Quadro 1: Sistemas eluentes e reagentes reveladores correspondentes aos metabdlitos secundarios investigados.
GRUPO

. SISTEMA ELUENTE PADROES REVELADOR DETECCAO REFERENCIA
METABOLITO

_ Tolueno:acetato de o o _
Alcaloides S Quinina/ loimbina Dragendorff UV-Vis WAGNER, 1996
etila:dietilamina (70:20:10)

Acetato de etila:acido
_ formico:acido acético _ _
Antocinanas o Azul de metileno Sem revelador UV-Vis WAGNER, 1996
glacial:agua

(100:11:11:26)

o WAKSMUNDZKA-
Cloroférmio:acido
Compostos . ) _ HAJNOS,
. acético:metanol:agua Rutina NEU UV-365
fendlicos SHERMA,
(60:32:12:8)

KOWALSKA, 2008

_ Tolueno:éter (1:1 saturado _
Cumarinas o . Cumarina KOH/EtOH 10% UV-365 WAGNER, 1996
com acido acético 10%)

_ Acetato de
Derivados . ) ) .
. etila:metanol:agua Aloina KOH/EtOH 10% UV-Vis/UV-365 WAGNER, 1996
antracénicos
(100:13,5:10)
o Cloroformio:metanol:agua Anisaldeido _
Iridoides D-frutose/sacarose UV-Vis/UV-365 WAGNER, 1996

(60:40:4) Sulfarico



Mono, sesqui e Tolueno:acetato de etila

. Carvacrol Vanilina Sulfurica
diterpenos (93:7)
_ Tolueno:acido férmico
Naftoquinonas Lapachol KOH/EtOH 10%
(99:1)
Cloroférmio:acido . ]
_ . ; _ Anisaldeido
Saponinas aceético:metanol:agua Saponina .
Sulfarico
(64:32:12:8)
Triterpenos e  Tolueno:cloroférmio:etanol . Lieberman-
. Estigmasterol
esteroides (40:40:10) Burchard
Acetato de
Xantinas etila:metanol:dgua Cafeina lodo-KI-HCI

(100:13,5:10)

Fonte: elaborado pelo autor (2021)

UV-Vis

UV-Vis/UV-365

UV-Vis/UV-365

UV-Vis/UV-365

UV-Vis

WAGNER, 1996

WAGNER, 1996

WAGNER, 1996

WAGNER, 1996

WAGNER, 1996
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Legenda: UV-Vis: ultravioleta visivel, UV-365: Ultravioleta 365 nm; KOH/EtOH 10%: Hidréxido de potassio etandlico a 10%; lodo-KI-HCI: iodo-iodeto de

postassio-acido cloridrico.
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4.5 Atividade antimicrobiana

4.5.1 Microrganismos

Foram utilizadas 10 bactérias, sendo 4 Gram-positivas (Staphylococcus aureus
e Streptococcus pyogenes) e 6 Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii e Escherichia coli), sendo a S.
aureus ATCC 6538, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 19429 e Escherichia coli ATCC 8739, cedidas da colecdo do Laboratério de
Andlises Microbioldgicas do controle de qualidade da HEBRON - INDUSTRIA
QUIMICA, situada na cidade de Caruaru — PE, e as demais, UFPEDA e ATCC, foram
cedidos pela colecdo do Laboratorio de Andlises Microbiolégicas (LAM), Recife-PE.
As cepas e suas descri¢cdes estdo demonstradas no Quadro 2.

Quadro 2: Cepas bacterianas utilizadas nos experimentos.

CEPAS BACTERIANAS GRAM CODIGO ORIGEM
Staphylococcus aureus* 5 CIR 01 ATCC 6538
Staphylococcus aureus + CIR 02 ATCC 2943
Streptococcus pyogenes + CIR 03 UFPEDA 1031 B
Streptococcus pyogenes + CIR 04 UFPEDA 1033 B
Klebsiella pneumoniae - CIR 05 ATCC 700603
Klebsiella pneumoniae - CIR 06 UFPEDA 1020A
Pseudomonas aeruginosa* - CIR 07 ATCC 19429
Acinetobacter baumanii - CIR 08 ATCC 49606
Acinetobacter baumanii - CIR 09 UFPEDA 1024 B
Escherichia coli* - CIR 10 ATCC 8739

Fonte: elaborado pelo autor (2021)
Legenda = +: Gram-positiva; -: Gram-negativa; CIR: Cepas de Infec¢Bes Respiratorias; ATCC:
American Type Culture Collection; *: cepas cedidas pela HEBROM; UFPEDA: Universidade Federal de

Pernambuco Departamento de Antibiéticos.

4.5.2 Preparagéo dos inoculos

Apos reativadas em agar Mueller Hinton, foram preparadas suspensdes com
as cepas em solucdo fisiolégica, ajustada a turvacdo da escala 0,5 de McFarland,
equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL. Essa suspensdo foi diluida até a concentracéo de
1,5 x 108 UFC/mL, como preconiza o documento do CLSI (2010).
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4.5.3 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Foi realizada pela técnica de microdiluicdo em placa de 96 pocos estéreis, de
acordo com metodologia de Rodrigues (2013) baseada nas recomendacdes da CLSI
(2010). Inicialmente foi pesado 20 mg de cada extrato seco e solubilizado em 5 mL de
uma mistura de DMSO (dimetil sufoxido 10%)/Tween 80%/agua estéril (1:1:8),
obtendo-se uma solugédo mée de 4000 pg/mL.

Inicialmente todos os pocgos das linhas A, B, C, F, G e H foram preenchidas
com 100 pyL de caldo Mueller Hinton. Em seguida, foi realizado a microdiluicdo do
extrato diretamente nos pocos, do 1° ao 10° poco, sendo os 100 pyL que seriam
desprezados, transferidos ao 12° poco (extrato mais caldo), sendo utilizado como
controle negativo, indicando esterilidade do extrato. O mesmo ocorreu com as linhas
B, C, para o primeiro extrato (triplicata) e nas linhas F, G e H para o segundo extrato.

Em outra placa as 3 primeiras linhas ficaram destinadas ao terceiro extrato e
as 3 ultimas ao padréo. No 1° pogo a concentragao do extrato foi de 2000 ug/mL, desta
forma seguiu-se a diluicdo obtendo-se as concentracbes de 2000, 1000, 500, 250,
125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81 e 3,90 ug/mL. O padrao utilizado foi a gentamicina, na
concentracao inicial, no 1° pogo, de 1.024 ug/mL, obtendo-se concentracfes de 1.024,
512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 e 2ug/mL.

Figura 13: Representacdo da microdiluicdo em placa para a técnica de CIM.
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Fonte: elaborada pelo autor (2021).
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Nos pogos da coluna 11 das linhas A, B e C, foram colocados 100 pL do caldo
Mueller Hinton, sem extrato, mais 10 uL da suspenséao bacteriana (caldo mais cepas)
servindo de controle positivo. Nos pog¢os da coluna 11 das linhas F, G e H, que contém
s6 o caldo Mueller Hinton, serviu como controle negativo, indicando a esterilidade do
caldo. Em todos os pogos da microdiluicao foram acrescentados 10 pL das
suspensdes bacterianas testadas. Foram utilizadas 2 placas para cada cepa. A
representacdo da microdiluicdo é mostrada na Figura 13.

As placas, em seguida, foram entdo incubadas em estufa bacteriologica de
crescimento a uma temperatura de 35 — 37°C por um periodo de 24 h. Apds esse
periodo, foram adicionados 30 uL de solugdo aquosa de resazurina (0,01 %), como
revelador, e incubadas por um periodo de 2 a 4 horas. Descorberta por Weselsky em
1945, a resazurina é um corante, atoxico para as células, muito utilizado para testes
antimicronianos para a avaliacdo da viabilidade celular, pelo qual apresenta cor azul
em solucdo aquosa e, ao passar por processos de reducéo, geralmente através de
enzimas mitocondriais, microssomais ou da cadeia respiratoria, resulta na formacéao
da resorufina, de cor rosa (Figura 14) (Castro, 2017). A leitura foi realizada
observando-se 0s po¢cos em que permaneceram com a coloracdo azul, evidenciando

gue nao houve converséo da resazurina em resorufina, indicando inviabilidade celular.

Figura 14: Reducgéo de resazurina em resorufina.
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HO 0) (0] HO 0] 0
Resazurina Resorufina

Fonte: elaborada pelo autor (2021).

4.5.4 Concentragao Bactericida Minima (CBM)

O contetdo dos pogos da concentracdo onde houver inibicdo de crescimento
microbiano na técnica de CIM, foi semeado em placa de petri contendo agar Mueller
Hinton, com o auxilio de alga descartavel de 10 pL, e incubadas por 24 h a 37° C pelo

qual foi observado a formacdo ou ndo de colbnias. A CBM foi caracterizada pela
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formacdo, ou ndo, de colbnias bacterianas, caracterizando o extrato como bactericida

ou bacteriostatico.

4 5.5 Ensaio de Permeabilidade Membranar — Cristal Violeta.

Realizado de acordo com a metodologia de Davi e colaboradores (2010) e
Nogueira (2019), com pequenas adaptacbes. Foram preparadas suspensdes em
caldo BHI, dos microrganismos sensiveis ao extrato de mussambé no ensaio de CIM,
na escala 0,5 de McFarland, pelas quais foram incubadas em estufa de crescimento
microbiolégico por 24 h a uma temperatura de 37 °C. Destas suspensoées, foi
transferido 1 mL para eppendorf’s, de capacidade para 1,5 mL, e centrifugado por 5
min em centrifuga minispin a 3.600 rpm. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet bacteriano foi lavado duas vezes com solucao tampao PBS (pH
7,4). Em seguida, o pellet foi ressuspenso em 950 pL de PBS mais 50 pL do extrato
de acetato de etila em solucdo 2x CIM de acordo com cada cepa sensivel e incubado
por 1 h em estufa a 37 °C. Passado o tempo, centrifugou-se a 9.300 rpm por 5 min,
desprezou-se o0 sobrenadante e foi acrescentado 1,5 mL de solucdo de cristal violeta
em PBS (10 pg/mL) e incubadas novamente em estufa a 37 °C por 10 min.
Centrifugou-se a 13.400 rpm por 15 min, transferiu-se o sobrenadante (1,5 mL) para
um tubo de ensaio contendo 1,5 mL de PBS, homogeneizou-se para a realizacéo da
leitura em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 590 nm (DAVI et al.,
2010).

Como controle positivo, realizou-se as mesmas etapas anteriores usando-se
uma solucéo de EDTA 0,25M, em substituicdo ao extrato. Como controle negativo,
realizou-se as etapas anteriores, porém, ap0s a etapa de lavagem duas vezes com
PBS seguiu-se para a etapa em que foi adicionado a solucéo de cristal violeta, dando
sequéncia ao teste. Como padrédo de comparacéo, foi colocado em um tubo de ensaio
1,5 mL da solugéo de cristal violeta mais 1,5 mL de PBS, homogeneizou-se e realizou-
se a leitura em espectrofotdbmetro, pelo qual a absorbancia foi considerada como
equivalente a 100 % da presenca do cristal violeta. Em todos os casos, foi feito o teste

em triplicata.
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Apoés obtencao das absorbancias, foi considerado como o percentual de cristal
violeta livre, ou seja, aqueles que nado foram absorvidos pelas bactérias, através da

realizacdo da seguinte formula:

CV livre (%) = ABS amostra x 100
ABS da solucéo de CV

Onde:
CV = Cristal Violeta
ABS = Absorbancia

O percentual de cristal violeta absorvido foi calculado pela seguinte férmula:

CV absorvido (%) = 100 — CV livre (%)

4.6 Bioautografia

O teste de bioautografia avalia, qualitativamente, se um extrato apresenta atividade
antimicrobiana ou quais classes fitoquimicas de um extrato previamente avaliado que
apresenta atividade antimicrobiana, podendo ser usado como um teste prelimiar que
avalia o potencial antimicrobiano de matrizes ou servir como direcionamento para o
isolamento de compostos especificos responsaveis por essa atividade.

Este teste foi realizado de acordo com a metodologia de Cabral (2008), no qual
consiste em avaliar quais metabdlitos secundarios apresentam atividade biolégica.
Neste caso, o teste foi realizado com o extrato ativo, bem como as cepas sensiveis a

este, apds os resultados da CIM e CBM.

4.6.1 Confeccéo das Placas de CCD (Cromatografia em Camada Delgada)

Foi utilizado placas de silica gel que, ap6s ativadas em estufa de secagem a
100-110 °C por 60 min, foram cortadas nas mesmas dimensdes e foram feitos pontos
de aplicacdo do extrato na mesma distancia em todas elas, como forma de

padronizacao.
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Foi preparado também, uma placa controle onde foi aplicado tanto o extrato
gquanto o0s compostos padrées dos metabdlitos secundarioas analisados,
interpretadas de acordo com o Quadro 1. A concentragdo do extrato ativo, e dos
padrdes, forma padronizadas em 1mg/mL de extrato seco dissolvido em metanol (p/v)

e o0 volume de aplicagao foi de 25 pl por ponto de aplicacao.

4.6.2 Preparacao dos Inéculos

As cepas sensiveis ao extrato mais ativo, foram semeadas em agar Mueller
Hinton por 24 h. ApGs esse periodo as bactérias foram suspensas em solucédo salina
0,89 % estéril na concentracdo equivalente a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108
UFC/mL). Estas suspensdes foram diluidas 1:10 em agar BHI fundido e estéril a uma

temperatura entre 45 — 50°C.

4.6.3 Procedimento

As placas cromatograficas apos eluidas ficaram exposta a temperatura
ambiente por 1 hora e em seguida secas por 15 min em estufa se secagem a 40°C,
para eliminacéo dos solventes da fase movel. Estas foram acomodadas em placas de
petri e a suspenséao bacteriana do agar BHI vertida sobre. Apés solidificacdo do meio,
estas foram incubadas por 24 h em estufa de crescimento a uma temperatura de 37
°C. A revelacao ocorreu borrifando nas placas uma solucdo hidroalcodlica de INT
(iodonitrotetrazolium chloride) a 2mg/mL em alcool 70% (p/v) e incubadas por mais 4
h. A formagéo de halo de inibicdo do crescimento microbiano em volta das bandas no

cromatograma € indicativa dos compostos bioativos comparados com as placas

controle reveladas.

4.7 Doseamento de Cumarinas

Método quantitativo do teor de cumarinas em extratos vegetais, realizado de
acordo com a metodologia de Osorio e Martins (2014) com algumas adaptacgdes.
Inicialmente foram transferidos 0,5 mL do extrato na concentracdo de 1,0 mg/mL para
tubos de ensaio. Em seguida, 2 mL de agua destilada e 500 uL de solucdo de acetato

de chumbo (5%, p/v), foram transferidos para os tubos de ensaios e agitados.
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Posteriormente, essa mistura foi filtrada e ao filtrado foi adicionado 7 mL de agua
destilada. Desta solucdo resultante, forma transferidos 2 mL para novos tubos de
ensaio e adicionado 8 mL de solucéo de acido cloridrico (0,1 M, v/v) e permaneceram
ao abrigo da luz em temperatura ambiente por 30 min. Passado o tempo, foi realizado
a leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 320 nm. Agua destilada
foi utilizada como branco.

A curva de calibracao foi preparada com uma solugéo padrdao de cumarinas
(1,2-benzopirona 1,0 mg/mL, p/v), onde aliquotas de 10, 25, 100, 200, 300, 400 e 500
uL foram transferidas para tubos de ensaio e seu volume completado para 10 mL com
agua destilada, formando solu¢des com centracdes que variaram de 0,2 a 10,0 pg/mL.
Essas solucdes foram analisadas a 320 nm em espectrofotdmetro. Todo o ensaio foi
realizado em triplicata e os resultados foram expressos em miligramas equivalentes

de cumarina por grama de extrato (mg EC/qg).

4.8 Doseamento de Triterpenos e Esterdides

A quantificacdo de triterpenos e esteroides foi realizado de acordo com a
ametodologia de Pedrosa et al (2020). Preparou-se uma solucéo estoque utilizando o
padréao estigmasterol em cloroférmio (100 pg/mL) e aliquitas de 100, 200, 400 e 600
pL desta solucdo forma transferidas para tubos de ensaio pelos quais forma mantidos
em banho aquecido a 85 °C até evaporacdo completa do solvente. Posteriormente,
adicionou-se 250 pL de solucéo de vanilina (vanilina/acido acético glacial, 50 mg/mL,
p/v) seguido de 500 pL de acido sufulrico concentrado. Os tubos ficaram banho
aguecido por 30 min a 60 °C, colocados, em seguida, em banho de gelo e adicionou-
se 2500 pL de &cido acético glacial. Obteve-se, fo final, 4 tubos de ensaio com volume
final de 3250 pl, contendo concentracdes equivalentes a 3,08, 6,15, 12,31 e 18,46
pHg/mL. As solugbes resultantes foram mantidas em resfriamento por 20 mim e
posteriormente em temperatura ambiente por mais 20 mim antes da leitura em
espectrofotometria a 550 nm para a preparacao da curva de calibragao.

A solugéo dos extratos forma preparados utilizando 1 mg de extrato seco
dissolvido em etanol P.A (1 mg/mL, p/v). Realizou-se o0 mesmo procedimento
realizado para a formacao da curva de calibracdo, substituindo a solucéo estoque por
aliquota de 75 pL da solucdo dos extratos.
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A solucéao “branco” foi preparada seguindo o passo a passo anterior a patir da
etapa da solucdo de vanilina em diante. O ensaio foi realizado em triplicata e os

resultados otidos forma expressos em miligramas equivalentes de estigmasterol por

grama de extrato (mg EEstg/qg).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Triagem Fitoquimica Qualitativa

As analises de prospeccdo fitoquimica foi feita a partir da técnica de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) por ser uma técnica simples, de facil
execucao e proporciona uma rapida identificacdo das principais classes metabolicas
presentes nos extratos vegetais.

Os valores dos rendimentos (Tabela 1) mostram que o extrato metandlico
representa 0 de maior rendimento, seguido do hexanico e acetato de etila na
sequencia. Podemos notar que, coincidentemente, o extrato metandlico foi o que se
mostrou mais ricos em metabdlitos secundéarios e o de acetato de etila a menor
guantidade. Os metabdlitos secundarios encontrados na cromatografia em camada

delgada (Figura 15) podem ser melhor visualizados na Tabela 1.

Tabela 1: Prospeccao fitoquimica e rendimento dos extratos das partes aéreas de Tarenaya spinosa
(Jacq.) Raf.

GRUPO METABOLICO ExH ExACEt ExM
Alcaloides - - -
Antocinanas - - +
Compostos fendlicos - - +
Cumarinas + + +
+
+

Derivados antracénicos - -
Iridéides - -
Mono, sesqui e diterpenos + - -
Naftoquinonas - - -
Saponinas - - + *
Triterpenos e esterdides + + -
Xantinas - - +
Rendimento (%) 6,87 2,28 10,22
Fonte: dados da pesquisa (2021).

Legenda: ExH: extrato hexanico; ExAcEt: extrato de acetato de etila; ExM: extrato metandlico; +:
presenca do grupo metabdlico; -: auséncia do grupo metabdlico; + *: presenca de saponinas confirmada
com o teste de afrogenicidade (Fig. 16).
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Figura 15: Cromatografia em Camada Delgada para pesquisa de metabdlitos secundarios dos
extratos de Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf.

111

I v

I
A

N -+ A M P H A Q B H

Fonte: autor (2021)
Legenda: H: extrato hexéanico; A: extrato de acetato de etila; M: extrato metandlico; I: pesquisa de

alcaloides (PI: padréo quinina; PIll: padrdo ioimbina), revelador Dragendorf; I1: pesquisa de antocinanas
(P: padréo azul de metileno), sem revelador; Ill: pesquisa de cumarinas (Pl: padrdo cumarina)
revelador KOH/EtOH 10%; IV: pesquisa de derivados antracénicos (P: padrdo aloina) revelador
KOH/EtOH 10%; V: pesquisa de compostos fendlicos (P: padrdo rutina) revelador NEU; VI 1 e 2:
pesquisa de iridoides (PI: padrédo sacarose; Pll: padrdo D-frutose) revelador anisaldeido suftlrico; VII:
pesquisa de monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (P: carvacrol) revelador valinina sulfarica;
VIII: pesquisa de naftoquinonas (P: padrdo lapachol) revelador KOH/EtOH 10%; IX 1 e 2: pesquisa de
saponinas (P: saponina) revelador anisaldeido sulfdrico; X 1 e 2: pesquisa de triterpenos e esteroides
(P: estigmasterol) revelador Lieberman-Burchard; XI: pesquisa de xantinas (P: cafeina) revelador lodo-
KI-HCL.
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A classe das cumarinas foi a Unica presente nos trés extratos, sendo
evidenciado pela revelacdo no UV-365 nm, apds adicdo de reagente revelador, a
presenca de bandas azuis fluorescentes, semelhante ao padréo, no extrato e hexanico
e metandlico, indicando a presenca de cumarinas simples e bandas marrons nos
extratos de acetato de etila e hexano, indicando presenca de derivados cumarinicos
(Figura 15 I1I). O trabalho de Silva Junior (2018) realizado com extratos hexanico e
metandlico das folhas, caules e flores da planta, coletada em Recife-PE, mostrou a
presenca, de forma geral, de fenilpropandides, pelo qual as cumarinas fazem parte.
Segundo Silva et al (2016), em seu trabalho realizado com extrato ciclohexanico,
cloroférmico, acetato de etila e metandlico das folhas e raizes, também coletadas na
cidade do Recife-PE, a presenca de cumarinas sé foi evidenciada no extrato
metandlico das raizes. O estudo de Andrade (2014) realizado com extrato Etandlico
(96%) das folhas, caule e raizes do mussambé colhido na regido de Taua — Ceara,
mostrou a presenca de cumarinas nos extratos das folhas e caule, o que corrobora,
em parte, com os resultados encontrados pelo presente estudo.

Os metabdlitos secundarios podem variar tanto em diversidade quanto em
concentracdo e local pelo qual se encontram na mesma espécie vegetal a depender
de fatores como sazonalidade, ritimo circadiano, condicfes climaticas como
temperatura, exposicdo a radiagdo ultravioleta, disponibilidade hidrica, altitude,
disponibilidade de nutrientes do solo, altitude, poluicdo atmosférica, estimulos
mecanicos como corte e ferimentos e ataque de patégenos a planta como lagartas e
microrganismos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Isso justifica as diferencas
encontradas no perfil fitoquimico do presente trabalho em comparacdo com os
estudos realizados pelos autores citados.

N&o houve presenca evidenciada de alcaloides e naftoquinonas em nenhum
dos extratos (Figura 15 | e VIII). Os estudos de Silva et al (2016) e Silva Junior (2018)
corroboram com os resultados encotrados pois a auséncia de alcaloides também foi
observada em todos os extratos do mussambé em ambos os estudos, mas
naftoquinonas nao foram pesquisadas.

A presenca de compostos terpenoides foi evidenciada nos extratos hexanico e
acetato de etila, sendo monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e
esteroides presentes no extrato hexanico e apenas o0s triterpenos e esteroides no
extrato de acetato de etila (Figura 15 VIl e X 1 e 2). No estudo de Silva Junior (2018)

foi mostrado a presenca de terpenoides no extrato hexanico. Citando novamente Silva
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et al (2016), seu trabalho evidencia a mesma presenca desses metabdlitos no extrato
ciclohexanico e acetato de etila das folhas do mussambé, sendo os monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos também negativos no extrato de acetato de etila, o que
corrobora com os resultados encontrados neste estudo. O trabalho de McNeil et al
(2010) feito com Oleos essenciais extraidos por hidrodestilacédo de flores, folhas, frutos
e partes aéreas sem as flores coletadas na Jamaica, mostrou um alto teor de
terpenoides, principalmente sesqui e diterpenos.

Compostos fendlicos (flavonoides e taninos condensados), antocinanas,
derivados antracénicos (aloe-resina), iridoides, xantinas e saponinas (Figura 15 V; II;
IV; VI 1 e 2; XI; IX 1 e 2, respectivamente) s6 foram evidenciados no extrato
metandlico, sendo a presenca de saponinas confirmada pelo teste de afrogenicidade,
com persisténcia de espuma densa por mais de 15 minutos apdés agitacao (Figura 16).
Um estudo fitoquimico realizado por Santos et al (2019) com extratos, da planta
coletada em Quixélo-CE, aquoso e etanodlico (96%) em HPLC-DAD, mostrou a
presenca de fenilpropandides, sendo eles quatro flavonoides e trés acidos fendlicos,
0 que corrobora com a presenca de flavonoides encontrado no presente estudo.
Fenilpropanoides foram encontrados nos extratos hexanico e metanélicos no trabalho
de Silva Junior (2018), mas os flavonoides s6 se mostraram presentes nos extratos
metanolicos, corroborando com este estudo. Flavondides, taninos, derivados
antracénicos e saponinas, também corroboraram com os estudos de Silva et al (2016).
No trabalho de Andrade (2014) a presenca de saponinas foi evidenciada no extrato
etandlico das folhas e compostos fendlicos e flavonoides no extrato etandlico do caule

e raizes, corroborando também com 0s nossos resultados.

Figura 16: Teste confirmatdrio da presenca de saponinas no extrato.

Fonte: autor (2021)

Legenda: I: presenca de espuma espessa ap0s agitacdo vigorosa por 1 min; Il: prevaléncia de espuma

espessa apo6s percorrido o tempo de 15 min.
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N&do foram encontrados estudos referentes, e nenhum dos autores
anteriormente mencionados relatam, a presenca de xantinas e iridoides em suas
andlises fitoquimicas, o que chama a atencédo ja que a presenca de tais metabdlitos
foi evidenciada no presente estudo, dando indicios de que podem ser substancias
novas para essa espeécie ou de que nao foram antes exploradas/pesquisadas.

As xantinas possuem atividade broncodilatadora e antinflamatéria. O
mecanismo de acdo na broncodilatacdo ainda néo foi elucidado, mas sabe-se que
atuam na inibicdo de fosfodiesterases, no receptor de adenosina agindo como
antagonista, na elevacao dos niveis de célcio intracelular e no estimulo da liberacao
de catecolaminas. O mecanismo de acdo antinflamatoria € ainda mais incerto, mas
atuam nas células estruturais e células inflamatorias infiltrantes (mastécitos,
eosindfilos, neutréfilos, linfocitos e macréfagos), suprimindo a producdo dos
mediadores inflamatoérios. Os iridoides possuem, entre outras atividades, acao
antinflamatéria (CUNHA 2005; CORREA et al.,, 2008; CAMPOS & CAMARGOS,
2012).

5.2 Concentracéao Inibitoria Minima (CIM)

Os resultados da CIM (Tabela 2) foram comparados entre si para determinar
qual extrato apresentou a melhor atividade antimicrobiana, sendo escolhido o extrato
que abrangeu uma maior variacao de cepas sensiveis, além de apresentar uma CIM
de acordo com Peixoto Filho (2015), que classifica a atividade antimocrobiana dos
extratos vegetais em: maior que 1000 pg/mL, inativo; entre 500 e 1000 pg/mL, sendo
maior que 500 e menor ou igual a 1000 pg/mL, atividade fraca; entre 100 e 500 pg/mL,
sendo maior que 100 e menor ou igual a 500 pg/mL, atividade moderada; menor ou
igual a 100 pug/mL, atividade boa.

O extrato metandlico se mostrou menos ativo frente a bactérias gram negativas,
sendoo para as cepas de Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus ATCC 6538,
teve atividade fraca para Staphylococcus aureus ATCC 29213 e atividade moderada
para as cepas de Streptococcus pyogenes, se mostrando ativo para 3 cepas das 10

testadas, sendo elas gram positivas
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Tabela 2: Resultados do teste de Concentragao Inibitéria Minima (CIM), expressos em ug/mL.

Extratos Padrao
Cepas Hexanico Acetgto Metandlico Gentamicina
de Etila
Staphylococcus aureus
ATCC 29213 2000 250 1000 2
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 - 2000 - 2
Streptococcus pyogenes
UFPEDA 1031 B 500 250 500 2
Streptococcus pyogenes
UFPEDA 1033 B 500 250 500 2
Escherichia coli i i i 5
ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 19429 2000 2000 - 2
Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 - 2000 - 4
Klebsiella pneumoniae
UFPEDA 1020A ) 1000 i 2
Acinetobacter baumannii
ATCC 49606 - 250 - 4
Acinetobacter baumannii 2000 250 i 3

UFPEDA 1024 B

Fonte: dados da pesquisa (2021).

Legenda: -: auséncia de inibi¢ao.

O extrato hexanico foi inativo para Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, foi
ativo somente para 2 cepas das 10 testadas, tendo atividade moderada apenas para
as cepas de Streptococcus pyogenes, bactéria gram positiva.

O extrato de acetato de etila foi inativo para Staphylococcus aureus ATCC
6538, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae ATCC
700603, teve atividade fraca para Klebsiella pneumoniae UFPEDA 1020A e atividade
moderada para Staphylococcus aureus ATCC 29213, para as cepas de Acinetobacter
baumannii e para as cepas de Streptococcus pyogenes, mostrando-se ativo para 6
cepas das 10 testadas, sendo elas tanto gram positivas quanto gram negativas, tendo
um espectro de acdo um pouco mais ampliado em relacdo aos demais extratos.

McNeil (2010), avaliou a atividade antimicrobiana de O6leos essenciais das
partes aéreas sem as flores, das flores, dos frutos e das folhas, extraidos por

hidrodestilacao e realizou a técnica de disco difusdo com papel filtro. Segundo o autor,
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0 6leo essencial das partes aéreas foi 0 considerado ativo, com atividade moderada
para Streptococcus pyogenes, com formacdo de halo de inibicdo de 30/27 mm de
didmetro e para Pseudomonas aeruginosa, com 16/14 mm. O outor sugere que a
atividade deve ter sido atribuida ao terpendides encontrados em alto teor. Apesar de
nao termos trabalhado com 6leos essenciais, quando comparamos esses resultados
com o0s extratos trabalhados no presente trabalho, podemos ver que o extrato
metandlico (que apresentou auséncia de terpenoides) foi considerado inativo.

O trabalho de Santos et al. (2019) testou a CIM por microdiluicdo em caldo de
extratos etandlico (96%) e aquoso das folhas do mussambé. O extrato etandlico teve
um CIM de 1024 pg/mL para Staphylococcus aures, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli e o extrato aquoso 1024 pg/mL para Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli e 512 pg/mL para Staphylococcus aureus. Os autores nao
consideraram os extratos como sendo ativos, porém atribuiram atividade moduladora
sinérgica quando associados a antimicrobianos. Os compostos encontrados nesses
extratos foram os flavonoides. O presente estudo mostrou a presenca de flavonoides
somente no extrato matandlico, extrato esse que foi considerado também como ndo
ativo, corroborando com os resultados dos autores citados.

A atividade antimicrobiana (CIM) contra bactérias e fungos pela técnica de
microdiluicdo em caldo foi avaliada por Silva (2016), através da analise de extratos
com solvente ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol das folhas e raizes
por extracao sob refluxo com o auxilio de apareho de Soxhlet. Segundo o autor, todos
0s extratos apresentaram atividade antimicrobiana, tanto antibacteriana quanto
antifungica, porém as melhores atividades foram atribuidas aos extratos ciclohexano
com CIM variando entre 0,09 mg/mL a 12,5 mg/mL. O extrato das folhas foi ativo
contra gram positivas, principalmente Staphylococcus aureus. O extrato cloroférmio
foi ativo contra gram positivas, como Staphylococcus aureus, e gram negativas, como
Pseudomonas aeruginosa. O extrato de acetato de etila das raizes mostraram
atividade marcante, segundo o autor, contra Staphylococcus aureus e Streptococcus
epidermides. Além disso, 0os extratos aumentaram a acdo do antibidtico oxacilina
contra cepas resistentes (efeito modulador).

Ainda no trabalho de Silva (2016), foi mostrado que tanto o extrato ciclohexano
qguanto o cloroférmio das folhas apresentaram a presenca de terpenoides (mono,
sesqui, di triterpenos e esteroides) e no extrato de acetato de etila das raizes (mono,

sesqui e diterpenos), além de cumarinas. Tanto os terpenoides quantos as cumarinas
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foram encontrados no extrato ativo do presente estudo, o que corrobora com os

resultados do autor citado.

5.3 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

O teste de CBM, atrelado ao teste de CIM, nos mostra o comportamento dos
extratos vegetais, indicando se atuam de forma bacteriostatica ou bactericida. Os
resultados encontrados nesse estudo (Tabela 3), mostram que o extrato ativo (acetato
de etila) €, predominantemente, bactericida, pois ndo houve crescimento da maioria
das cepas sensiveis ao teste de CIM e nas mesmas concentragoes.

Houve crescimento de colonias com o retrocultivo de todos os pogos de
concentracéo inferior a CIM de cada cepa, mostrando que estas ndo foram afetadas
pelos extratos.

Apesar de ndo terem sido considerados extratos ativos, foi realizado a CBM em
todos os trés extratos. O extrato hexanico apresentou uma CBM igual a CIM (500
pHg/mL) contra Streptococcus pyogenes UFPEDA 1033, diferente do Streptococcus
pyogenes UFPEDA 1031 onde a CBM (1000 pg/mL) foi superior a CIM. O extrato
metandlico apresentou CBM igual a CIM (500 pug/mL) contra Streptococcus pyogenes
UFPEDA 1031 e CBM (1000 pg/mL) superior a CIM da Streptococcus pyogenes
UFPEDA 1033.

O extrao de acetato de etila, que apresentou atividade moderada na CIM,
apresentou CBM igual a CIM para todas as cepas, na concentracdo de 250 pug/mL
contra Staphylococcus aureus ATCC 29213, Acinetobacter baumannii ATCC 49606 e
Acinetobacter baumannii UFPEDA 1024 B e na concentracdo de 500 pg/mL contra
Streptococcus pyogenes UFPEDA 1031 e Streptococcus pyogenes UFPEDA 1033.

O trabalho de Silva (2016), citado nos resultados da CIM, foi a Unica literatura
encontrada que o teste de CBM, pelo qual denominou de Concentracéo Microbicida
Minima (CMM). O autor classificou seus extratos (ciclohexano, cloroférmio, acetato de
etila e metanol das folhas e raizes) como sendo bactericidas, contra as cepas de
Staphylococcus aures, Streptococcus epidermides e Pseudomonas aeruginosa, que
variaram nas concentracdes de 0,19 a 50 mg/mL, corroborando com os resultados

encontrados neste estudo.
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Tabela 3: Resultado do teste de Concentracdo Bactericida Minima (CBM) a partir dos resultados da

CIM.
Cepas
CIM
Extrato I I 1l AV V VI VIl VIII IX
(Hg/mL)
2000 S - N N N - - - N
1000 - - N N - - - - -
Hexanico -
500 - - S N - - - - -
250 - - S S - - - - -
2000 N N N N N N N N N
1000 N - N N - - N N N
Acetatode -
_ 500 N - N N - - - N N
Etila S—
250 N - N N - - - N N
125 S - S S - - - S S
2000 N - N N - - - - -
1000 N - N N - - - - -
Metanodlico -
500 - - N S - - - - -
250 - - S S - - - - -

Fonte: dados da pesquisa (2021).

Legenda: S: houve crescimento de coldnia; N: ndo houve crescimento de colbnia; -: ndo se caracteriza
como CIM; Cepas |: Staphylococcus aureus ATCC 29213; Il: Staphylococcuc aureus ATCC 6538; IlI:
Streptococcus pyogenes UFPEDA 1031B; IV: Streptococcus pyogenes UFPEDA 1033 B; V:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 19429; VI: Klebsiella pneumoniae ATCC 700603; VII: Klebsiella
pneumoniae UFPEDA 1020 A; VIII: Acinetobacter baumannii ATCC 49606; IX: Acinetobacter
baumannii UFPEDA 1024 B.

5.4 Ensaio de Permeabilidade Membranar — Cristal Violeta

Sintetizado pelo quimico francés Charles Lauth em 1861 e denominado na
época de “Violeta de Paris”, o Cloreto de hexametilpararosanilina (Cristal violeta,
Figura 17) € um corante de coloracdo roxa pertencente ao grupo dos corantes
triariimetano muito utilizado para diversas finalidades, mas bastante conhecido pela
utilizacdo na identificacdo de bactérias. A parede celular bacteriana é composta,
principalmente, de peptidoglicano que forma uma camada espessa em algumas

bactérias e delgada em outras. A por¢cao catodica do cristal violeta interage com as
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porcdes anibnicas dos aminoacidos que formam os peptidoglicanos. As camadas mais
espessas de peptidoglicanos interagem com uma concentracdo maior de cristal violeta
gue as camadas mais delgadas (SANTOS et al., 2005; BUDIN et al., 2012; SALGADO,
2016).

Figura 17: Estrutura quimica do Cristal Violeta.

CH, CH,
,L i
HsC” SCH,
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Fonte: FARMACIA, 2014.
Disponivel em <https://www.farmacia.ufmg.br/wp-content/uploads/2018/10/FISPQ-Cristal-violeta.pdf>.
Acesso em 01 de julho de 2021.

Apesar de interagir com o peptidoglicano, os cristais violetas também podem
ser absorvidos pelas bactérias em situacdes pelas quais a permeabilidade de suas
membranas estiver alterada como, por exemplo, quando ativos fitoquimicos interagem
com a membrana bacteriana e alteram essa permeabilidade, e essa absorcéo
aumenta a medida em que a alteragcdo membranar também aumenta (LIMA, 2014;
NOGUEIRA, 2019). Baseado nisso, 0 ensaio de permeabilidade membranar € um
método quantitativo que permite identificar a concentracao de cristal violeta que foi
absorvido pela célula bacteriana tratada com ativos, permitindo presumir o mecanismo
de acao desses ativos.

O extrato de acetato de etila, pelo qual apresentou o melhor resultado no teste
de CIM, foi submetido ao teste de permeabilidade membranar nas cepas sensiveis e
os resultados podem ser observados na Tabela 4 e sdo melhor apresentados nos

graficos 1 e 2.



Tabela 4: Valores de cristal violeta ndo absorvido (livre) e absorvido.

Cristal Violeta

CEPAS Tratamento % .Iivre % absorvida
MédiatDP

Staphylococcus Controle (+) 34,92+2,24 b 65,08 b
aureus ATCC Controle (-) 47,61+3,89 a 52,39 a
29213 2 x CIM 44 44+2 24 a 55,56 a
Klebsiella Controle (+) 53,96+5,94 b 46,04 b
pneumoniae Controle (-) 80,95+3,89 a 19,05 a
UFPEDA 1020A 2 x CIM 77,772594 a 22,23 a
Acinetobacter Controle (+) 55,55+4,49 b 4445 b
baumannii ATCC Controle (-) 80,95+3,89 a 19,05 a
49606 2 x CIM 77,772594 a 22,23 a
Acinetobacter Controle (+) 12,69+2,24 b 87,31b
baumannii Controle (-) 55,55+4,49 a 44,45 a
UFPEDA 1024B 2 x CIM 49,20+5,94 a 50,80 a
Streptococcus Controle (+) 42,85+3,89 b 57,15 b
pyogenes Controle (-) 73,01+8,10 a 26,99 a
UFPEDA 1031B 2 x CIM 69,84+4,49 a 30,16 a
Streptococcus Controle (+) 33,33+3,89 b 66,67 b
pyogenes Controle (-) 74,60+2,25 a 25,40 a
UFPEDA 1033B 2 x CIM 69,84+4,49 a 30,16 a

Fonte: dados da pesquisa (2021).
Legenda: 2 x CIM: cepa + extrato na concentracdo duas vezes maior ao valor da concentragéo inibitoria
minima de acordo com a sensibilidade de cada cepa; Controle (-): cepa + solucao de cristal violeta/PBS
10pg/mL; Controle (+): cepas + solucdo de EDTA 0,25M; DP: desvio padrao; letras mindsculas iguais
na coluna: ndo diferem estatisticamente conforme ANOVA pelo método de Skott-Knott (significancia

inferior a 5%, equivalente a p< 0,05).
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Gréfico 1: Concentragdo de cristal violeta ndo absorvido (livre)

Cristal Violeta "Livre" (%)

|
i “I ||| I. “I L |

S. aureus ATCC K. pneumoneae Ac. baumannii Ac. baumannii 5. pyogenes 5. pyogenes Cristal Violeta

29213 UFPEDA 1020A ATCC 49606 UFPEDA  UFPEDA 1031B UFPEDA 10338
H2xCIM ®ECepa+ CV(controle-) HEDTA (controle+) & Padrdo CV

Fonte: dados da pesquisa (2021).

Legenda: 2 x CIM: cepas + extrato na concentragdo de duas vezes o valor da concentragdo inibitoria

minima de acordo com a sensibilidade de cada cepa; Controle (-): cepas + solucdo de cristal

violeta/PBS 10ug/mL; Controle (+): cepas + solugéo de EDTA 0,25M; Padréo: solugéo de cristal violeta

(10pg/mL); CV: cristal violeta.
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Gréfico 2: Concentracado de cristal violeta absorvido

Cristal Violeta Absorvido (%)

S. aureus ATCC K. pneumnoneae Ac. baumannii Ac. baumannii 5. pyogenes 5. pyogenes Cristal Violeta
29213 UFPEDA 1020A  ATCC 49606 UFPEDA UFPEDA 1031B UFPEDA 1033B

B2xCIM W Cepa+ CV(controle-) BEDTA (controle+) = Padrio CV

Fonte: dados da pesquisa (2021).

Legenda: 2 x CIM: cepas + extrato na concentracdo de duas vezes o valor da concentracao inibitéria

minima de acordo com a sensibilidade de cada cepa; Controle (-): cepas + solucdo de cristal

violeta/PBS 10ug/mL; Controle (+): cepas + solucao de EDTA 0,25M; Padrao: solucdo de cristal violeta

(10pg/mL); CV: cristal violeta.
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Os resultados mostram que houve diferenca estatistica entre o grupo tratado
com o extrato e o grupo controle positivo, porém essa diferenca estatistica foi favoravel
ao grupo controle positivo pois houve uma maior captacdo do cristal violeta, e
consequentemente uma menor concentracdo de cristal violeta livre, pelos
microrganismos desse grupo, mostrando que o extrato ndo apresentou atividade para
esse mecanismo de acéao.

Reforcando a néo atividade do extrato por esse mecanismo de acgéo, os volares
do grupo tratado com o extrato comparado com os valores do grupo controle negativo,
mostra que nao houve diferenca significativa entre eles, ou seja, a concentracdo da
captacao de cristal violeta foi estatisticamente igual, e consequentemente os valores
da concentracao de cristal violeta livre, indicando que as membranas plasméticas dos
microrganismos dos dois tratamentos, ndo sofreram alteracdo da sua permeabilidade,
0 que significa dizer que a concentracéo de cristal violeta captado foi aquela em que
houve interacdo com os peptidoglicanos da parede celular dos microrganismos.

Presume-se que o comportamento inibitdrio bactericida, visto nos resultados da
CIM e CBM, do extrato de acetato de etila frente aos microrganismos testados nao
esta relacionado a alteracdo na permeabilidade de membrana das bactérias, o que
indica que seus compostos fitoquimicos atuam em um, ou mais de um, outro
mecanismo de acdo, mecanismos esses mencionados no tépico 3.5 Metabdlitos
Secundéarios Com Atividade Antimicrobiana deste trabalho.

N&o foram encontrados estudos utilizando esse ensaio com extratos de
Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. nem com plantas do mesmo género ou familia, o que

nos da uma visao nova sobre a atividade antimicrobiana do mussambé.

5.5 Bioautografia

O extrato de acetato de etila, previamente avaliado pelos testes de CIM e CBM,
foi considerado como ativo e em seguida submetido a avaliagcdo por bioautografia,
sendo testada as cepas bacterianas que foram sensiveis ao extrato pelo teste de CIM.

Os resultados (Figura 18) mostram que houve formagéao de zona de inibicao
em volta das bandas formadas pela corrida cromatografica em CCD, em especial, has
areas em que se encontram os terpenoides (triterpenos e esteroides) e derivados
cumarinicos (Figura 19), reforgando ainda mais o pressuposto de serem as classes

metabdlicas responsaveis pela agdo antimicrobiana do extrato do mussambé.
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Figura 18: Exemplo dos resultados do teste de Bioautografia.

Fonte: autor (2021).
Legenda: areas coradas: presencga de crescimento bacteriano; &reas claras: formagao de inibicao de
crescimento bacteriano; A: Staphylococcus aureus ATCC 29213; B: Acinetobacter baumannii ATCC
49606; C: Klebsiella pneumoniae UFPEDA 10202

Figura 19: Exemplo da revelacéo do teste de Bioautografia.

Fonte: autor (2021).

Legenda: I: pesquisa de cumarinas (Pl: padrao de cumarina); Il: pesquisa de triterpenos e esteroides

(PII: padrdo estigmasterol); Ac: extrato de acetato de etila; tracejado: indica que as placas foram
confeccionadas com as dimensfes padronizadas e se encontram posicionadas igualmente. A

bioautografia exemplificada representa a imagem A da Figura 18.

Vérios extratos de plantas foram caracterizados como ativos para atividade
antimicrobiana utilizando a técnica de bioautografia. O extrato de acetona e aquoso
de Sclerocarya birrra (marula) se mostrou ativo contra Helicobacter pylori (NJUME et

al., 2011), extrato de éter dietilico de Helichrysum italicum (Curry), Napeta cataria
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(erva-dos-gatos), Phytolacca dodecandra (tintureira) ativos contra Staphylococcus
aureus (NOSTRO et al., 2000), extrato metanolico de Actaea racemosa (erva-de-sao-
crostovao) contra Vibrio ficheri (VERBITSK et al., 2008), extrato hexanico, acetona,
metandlico e hidroetandlico (50%) de Matricaria recutita (camimola-vulgar) contra
Bacillus subtilis e Pseudomonas syringae pv. Maculicola (MO'RICZ et al., 2010),
extratos de n-butanol, acetato de etila, diclorometano e hexanico Dodonaea viscosa
(vassoura-vermelha) contra Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus
subitilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
typhi (KHURRAM et a., 2009), extrato de acetona de Curtisia dentata (curtisia) contra
Bacillus subitilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida
albicans (SHAI et al., 2009), séo alguns dos muitos exemplos.

Se tratando de substancias antimicrobianas isoladas a partir da técnica de
bioautografia, também s&do muitos exemplos a serem citados. Isolado de Garcinia
mangostana (mangostdo) o0 composto a-mangostin se mostrou ativo contra
Staphylococcus aureus multirresistente a meticilina (CHAMNAWANG et al., 2009),
serrulat-14-en-7,8,20-triol,  serrulat-14-en-3,7,8,20-tetraol e  4-hydroxyngaione
isolados de Eremophila duttonii (budda) contra Staphylococcus aureus (SMITH et al.,
2007), timol, mentol e a,B-thujon isolados de Thymus vulgaris (tomilho), Mentha x
piperita (hortela-pimenta) e Salvia officinalis (salvia-comum) ativos contra Bacillus
subitilis e Escherichia coli (JESIONEK et al., 2013), eugenol, linalol, timol, carvacrol e
aldeido trans-cinamico isolados dos 0leos essenciais de Lavandula angustifélia
(lavanda-inglesa), Eucalyptus globulus (eucalipto-comum), Mentha spicata (hortela-
verde), Cinnamomum zeylanicum (caneleira verdadeira) e Thymus vulgaris (tomilho)
contra Xanthomonas campestis pv. vesicatoria, Pseudomonas seringae pv.
phaseolicola,  Streptococcus  epidermidis,  Staphylococcus  saprophyticus,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus aureus e Vibrio ficherii
(GY et al., 2010).

As bandas inibitérias encontradas neste trabalho, indicando a acéo
antimicrobiana das cumarinas e dos triterpenos e esteroides do extrato de acetato de
etila do mussambé, podem servir como norteamento para o isolamento desses
compostos que podem ser, ou ndo, de estruturas inéditas. O triterpenos friedelina,
isolado da raizes da Terminalia avicennioides, o acido betulinico, isolado das cascas
do caule de Terminalia brownii e o TTHL (38, 6B, 16B-trihidroxilup-20(29)-eno, isolado
das flores de Combretum leprosum (SILVA et al., 2020), sdo exemplos destes
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metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana. Ja em relacdo as cumarinas,
0os compostos agasyllin, grandivittin e benzoato de aegelinol sdo exemplos de
derivados cumarinicos, do tipo piranocumarinas, com atividade antimicrobiana (XU et
al., 2015).

N&o foram encontrados estudos relacionados ao uso da técnica de
bioautografia para atividade antimicrobiana de extratos de Tarenaya spinosa (Jacq.)
Raf.

5.6 Doseamento de triterpenos/esteroides e cumarinas

Os graficos da curva de calibracdo do doseamento de triterpenos/esteroides e
cumarinas estdo mostrados na figura X e W respectivamente. O extrato metandlico
apresentou a maior concentracdo de cumarinas, seguindo do extrato de acetato de

etila e hexanico, em ordem decrescente, respectivamente, como mostra a Tabela 5.

Figura 20: Curva de calibracdo do doseamento de triterpenos/esteroides.

Curva de calibragdo: triterpenos e esteroides
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Fonte: autor (2021)

Figura 21: Curva de calibragdo do doseamento de cumarinas.
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Fonte: autor (2021)
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Tabela 5: Quantificacéo de triterpenos/esteroides e cumarinas nos extratos de Tarenaya spinosa

(Jacq.) Raf.
Teor de cumarinas Teor de triterpenos
(mg EC/g) e esteroides
(mg EEst/g)
MEDIA+DP MEDIA+DP
Extratos das Hexanico 36,13+4,82 a 279,38+26,15 a
partes aéreas de Acetato de
Tarenaya spinosa Eiila 39,38+4,89 a 338,48+28,48 b
(Jacq.) Raf. Metandlico 184,69+15,89 b -

Fonte: dados da pesquisa (2021).
Legenda: -: sem resultado; mg EC/g: miligramas equivalentes de cumarina por grama; mg EEst/g:
miligramas equivalentes de estigmasterol por grama; DP: desvio padrao; letras minldsculas iguais na
coluna: nado diferem estatisticamente conforme ANOVA pelo método de Skott-Knott (significancia

inferior a 5%, equivalente a p< 0,05).

Os resultados dos testes de bioautografia, que mostram que as bandas que
representam a presenca de derivados cumarinicos e triterpenos e esteroides do
extrato de acetato de etila pelos quais inibiram o crescimento bacteriano, nos dao
indicios de que esses metabdlitos secundarios sdo 0s responsaveis pela atividade
antimicrobiana do mussambé.

Apesar de conter um maior teor de cumarinas, o extrato metandlico nao
apresentou uma boa atividade antimicrobiana, o que pode ser explicado por ser um
extrato que apresenta uma mistura de cumarinas simples e derivados cumarinicos, ou
seja, tanto a concentracdo de cumarinas simples pode ser maior que a concentracao
de derivados cumarinicos, quanto a auséncia de triterpenos e esteroides podem ter
influenciado para a baixa atividade. Além disso, este foi 0 extrato que apresentou uma
maior variacdo de compostos fitoquimicos, pelos quais podem atuar de forma
antagonica uns aos outros.

O extrato hexanico apresentou baixa atividade antimicrobiana e, assim como o
extrato metanolico, também apresentou uma mistura de cumarinas simples e de
derivados cumarinicos e que, apesar de apresentar a presenca de triterpenos e
esteroides e a concentragdo de cumarinas nédo diferir estatisticamente do extrato de
acetato de etila, a concentragdo de cumarinas simples pode ser maior que a

concentragéo de derivados cumarinicos ativos, afetando sua atividade biologica.
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O extrato de acetato de etila apresentou apenas a presenca de derivados
cumarinicos e triterpenos/esteroides em sua composicdo. Apesar de nao diferir
estatisticamente do extrato metandlico, podemos inferir que a concentracdo de
derivados cumarinicos ativos seja maior neste extrato, comparado ao extrato
hexanico, pelo qual juntamente com a presenca dos triterpenos e esteroides, fez com
gue esse extrato seja ativo. Podemos inferir que o extrato de acetato de etila atua de
acordo com a variedade e o tipo do metabdlito secundario em sua composicao,
voltando-se uma atenc¢do aos derivados cumarinicos (ausente no extrato metanolico
e diminuida no extrato hexanico), pelo qual aparentemente parecem ser 0S
responsaveis pela atividade antimicrobiana do mussambé. Além disso, a atuacao
sinérgica com os triterpenos e esteroides potencializa seu efeito bioldgico.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos que realizaram a quantificacao

de triterpenos/esteroides e cumarinas com extratos do mussambeé.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o extrato de acetato de etila de Tarenaya
spinosa (Jacq.) Raf., que contém derivados cumarinicos e triterpenos/esteroides,
apresentou atividade bactericida contra a maioria dos microrganismos causadores de
infeccdes respiratorias. O teste de bioautografia evidenciou que ambos os metabdlitos
presentes no extrato ativo sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana. O ensaio
de cristal violeta mostrou que esses metabdlitos ndo alteram a permeabilidade da
membrana das bactérias, 0 que se faz necessario a realizacdo de testes
complementares de mecanismo de acdo. Os testes de quantificacdo mostraram que
existe uma concentracao consideravel dos metabdlitos secundarios em questéo, pelos
quais podem estar relacionados com a atividade antimicrobiana.

Os resultados dos testes realizados com 0 mussambé, corroboram com seu
uso popular, ressaltando assim a importancia do conhecimento empirico como
ferramenta para os estudos etnobotanicos/etnofarmacoldgicos.

Apesar dos bons resultados encontrados, se faz necessario a realizacdo de
estudos envolvendo outras atividades biologicas relacionadas aos problemas
respiratérios como atividade antinflamatéria, antitussigena, expectorante,
broncodilatadora, antiviral, toxicidade, que sdo caracteristicos por virem
acompanhados com as infeccbes microbianas, visto que os extratos metandlicos e
hexanico apresentaram uma variacdo grande de metabdlitos secundarios com
potencial para tal como flavonoides, cumarinas, saponinas, iridoides, terpendides e

xantinas.
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