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RESUMO

Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae), popularmente conhecida como assa-peixe, € uma
espécie vegetal nativa da América do Sul, principalmente do Brasil. Esta planta medicinal é
tradicionalmente utilizada em casos de gripes, resfriados, tosses, febre, bronquite, contusdes,
hemorroidas, infeccBes do dtero e no tratamento de malaria. Farmacologicamente, V.
polyanthes tem sido relatada como detentora de propriedades anti-hipertensiva,
antinociceptiva, anti-ulcerogénica, anti-inflamatoria, leishmanicida e antimicrobiana. Estudos
fitoquimicos focando esta espécie, disponibilizados na literatura, relatam a presenca de
metabdlitos secundarios pertencentes, principalmente, as classes dos flavonoides e terpenos,
especialmente lactonas sesquiterpénicas. O presente estudo descreve a avaliacdo da atividade
antibacteriana do extrato de lavagem foliar (extrato VP) e da lactona sesquiterpénica
glaucolideo A isolada de V. polyanthes, no intuito de corroborar cientificamente com o uso
tradicional dessa espécie vegetal e de verificar a potencialidade do extrato VP e desta
molécula como provaveis fitoterdpico e protétipo de um agente antibacteriano,
respectivamente. O extrato VP foi obtido por meio da lavagem das folhas integras e secas de
V. polyanthes com diclorometano e o glaucolideo A isolado a partir do fracionamento desse
extrato por métodos de cromatografia em coluna. A atividade antibacteriana foi investigada
por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) pelo método de
microdiluigdo em caldo, segundo recomendacdes do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI). Em seguida, procedeu-se ao estabelecimento da Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) e a classificacdo do efeito farmacologico bactericida ou bacteriostatico.
Staphylococcus aureus ATCC® 6538™/ATCC® 29213™, Escherichia coli ATCC® 10536™/
ATCC®25922™, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® 10708™,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Thyphimurium ATCC®13311™ e Pseudomonas
aeruginosa ATCC® 9027™/ATCC® 27853™ foram usadas como cepas de referéncia. O
extrato VP revelou atividade antibacteriana frente a 5 das 8 cepas testadas, sendo mais ativo
contra S. aureus ATCC® 6538™ e ATCC® 29213, com valores de CIM iguais a 0,625 mg/mL,
refletindo efeito bacteriostatico e CBM de 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL, respectivamente. O
glaucolideo A apresentou atividade antibacteriana frente as referidas cepas de S. aureus, com
valores de CIM de 250 pg/mL e 500 pg/mL, efeito bacteriostatico e CBM de 500 pg/mL e >
500 pg/mL, nessa ordem, sendo inativo contra as demais cepas nas concentracgoes testadas. Os
resultados do presente estudo sugerem que V. polyanthes e glaucolideo A apresentam
potencial antibacteriano, especialmente frente a S. aureus, sendo a atividade do extrato VP
resultante, provavelmente, de um sinergismo entre essa lactona sesquiterpénica e outros
metabdlitos secundarios presentes nessa planta medicinal.

Palavras-chave: Vernonia polyanthes. Asteraceae. Glaucolideo A. Lactona Sesquiterpénica.
Antibacteriano.



ABSTRACT

Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae), popularly known as "assa-peixe", is a native species
of South America, especially in Brazil. This medicinal plant is traditionally used in cases of
cold, flu, cough, fever, bronchitis, bruise, hemorrhoid, uterus infection and malaria's
treatment. Pharmacologically, V. polyanthes has been reported as anti-hypertensive,
antinociceptive, anti-ulcerogenic, anti-inflammatory, leishmanicidal and antimicrobial.
Phytochemical studies focusing this plant, available in the literature, report the presence of
secondary metabolites mainly belonging to the flavonoids and terpene classes, especially
sesquiterpene lactones. The present study investigated the antibacterial activity of the leaf
rinse extract (VP extract) and the sesquiterpene lactone glaucolide A isolated from V.
polyanthes in order to scientifically corroborate with the traditional use of this plant species
and to verify the potential of VP extract and this molecule as probable herbal and an
antibacterial agent prototype, respectively. VP extract was obtained by washing the dried
intact leaves of V. polyanthes with dichloromethane and the glaucolide A, isolated from the
VP extract fractionation by column chromatography methods. Antibacterial activity was
established by the determination of the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) using the
microdilution method according to the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
guidelines followed by the Minimal Bactericidal Concentration (MBC), classifying the
pharmacological effect as bacteriostatic or bactericidal. Staphylococcus aureus ATCC®
6538™/ATCC® 29213™, Escherichia coli ATCC® 10536™/ATCC® 25922™, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis ATCC® 10708™, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Thyphimurium ATCC® 13311™ and Pseudomonas aeruginosa ATCC®
9027™/ATCC® 27853™ were used as reference bacterial strains. The VP extract revealed
antibacterial activity against 5 of 8 tested strains, being more active against S. aureus ATCC®
6538™ and ATCC®29213™ with MIC values of 0.625 mg/mL, demonstrating bacteriostatic
effect and MBC of 2.5 mg/mL and 1.25 mg/mL, respectively. Glaucolide A showed
antibacterial activity against S. aureus with MIC values of 250 pg/mL and 500 pg/mL and,
revealing bacteriostatic effect and CBM of 500 pg/mL and > 500 pg/mL, in this order, being
inactive against the other strains at the concentrations tested. Our results suggest the
antimicrobial potential of V. polyanthes and glaucolide A, notably against S. aureus, and the
VP extract activity is probably due to the synergism between this sesquiterpene lactone and
other secondary metabolites of this medicinal plant.

Keywords: Vernonia polyanthes. Asteraceae. Glaucolide A. Sesquiterpene Lactone. Anti-
bacterial Agents.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cada ano, doencas
infecciosas sdo responsaveis pela morte de quase nove milhdes de pessoas em todo o0 mundo
(WHO, 2012). Esse dado é alarmante, considerando as altas taxas de resisténcia bacteriana,
especialmente em ambientes hospitalares, e o decréscimo constante observado no nimero
total de antimicrobianos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA)
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Em 23 de setembro de 2014, Janet Woodcock, diretora do FDA's Center for Drug
Evaluation and Research, relatou a FDA Voice que "ha um longo caminho a percorrer no
sentido de construir um arsenal novo e eficaz de produtos antimicrobianos. E uma vez
aprovado, sera fundamental que os profissionais de salde prescrevam adequadamente estes
novos antibioticos” (http://blogs.fda.gov/fdavoice/ index.php/2014/09/, acessado em 11 de
outubro de 2014). Assim, novas moléculas antibacterianas sdo urgentemente necessarias para
responder a elevada frequéncia da resisténcia bacteriana a todas as principais classes de
antibidticos conhecidos (GENILLOUD, 2014).

A natureza sempre constituiu uma fonte de recursos para 0 homem na busca de
solucBes para diversos problemas, inclusive de saude. A utilizacdo de plantas medicinais na
prevencdo e tratamento de doencas ocorre desde os tempos mais remotos da humanidade até
os dias atuais (CRAGG; NEWMAN, 2013; KARAM et al., 2013; WHO, 2013). Essas plantas
formam a base de sofisticados sistemas tradicionais de medicina cujos primeiros registros séo
bastante antigos e incluem espécies vegetais que permanecem sendo utilizadas no tratamento
de doencas como resfriados, inflamacdes e infeccBes parasitarias. Logo, esses sistemas
continuam cumprindo um importante papel nos cuidados com a saude da maior parte da
populacdo mundial (CRAGG; NEWMAN, 2013; WHO, 2013).

O conhecimento associado as praticas alternativas preconizadas pela Medicina
Tradicional e Complementar (MTC), entre elas a utilizacdo de medicamentos fitoterapicos no
tratamento de doencas, vem refletindo no surgimento de investigacdes cientificas mais
aprofundadas acerca do potencial das espécies vegetais como agentes terapéuticos, resultando
no isolamento de diversos produtos naturais que se tornam importantes protétipos de
farmacos seguros e eficazes. Dois classicos exemplos sdo a salicina ou acido salicilico,
isolada da Salix alba L. e utilizada para a sintese do farmaco acido acetilsalicilico, um agente
anti-inflamatério, e o Taxol®, um agente antitumoral isolado da Taxus brevifolia, amplamente
empregado no tratamento de cancer de mama (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Sob este
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ponto de vista, estima-se que aproximadamente 25% dos medicamentos em uso clinico sejam
derivados direta ou indiretamente de plantas medicinais (BRANDAO et al., 2013; GURIB-
FAKIM, 2006; NEWMAN; CRAGG, 2012).

As propriedades antimicrobianas de substancias produzidas pelas plantas como
uma consequéncia do seu metabolismo especial sdo reconhecidas empiricamente ha um longo
tempo e vém sendo comprovadas cientificamente nos tltimos anos (DUARTE, 2006; NITHA,
REMASHREE; BALACHANDRAN, 2012; RIOS; RECIO, 2005; SHER, 2009). Esse
embasamento cientifico associado ao desenvolvimento de novas tecnologias exemplificadas
pelas técnicas hifenadas associadas as ferramentas de elucidacdo estrutural justificam,
portanto, o surgimento de um renovado interesse na triagem de produtos naturais na
descoberta de novas substancias com potencial antibacteriano (LAM, 2007;
PATWARDHAN; VAIDYA, 2010; SALEEM et al., 2010).

Neste aspecto, o Brasil é detentor de uma biodiversidade promissora como fonte
de produtos naturais terapéuticos, cujo potencial é pobremente explorado ou regulamentado,
contrastando com o que ocorre em paises desenvolvidos (SOUSA et al., 2008; VEIGA
JUNIOR, 2008). Adicionalmente, muitas dessas espécies vegetais sdo empregadas como
medicamentos naturais sem qualquer respaldo cientifico quanto a eficacia e seguranca, o que
demonstra a enorme lacuna entre a oferta de plantas e pesquisas que validem o seu uso
popular (BRAGA et al.; 2007; FOGLIO et al., 2006).

Nesta biodiversidade, encontra-se Vernonia polyanthes (Asteraceae), uma planta
nativa principalmente do Brasil e comum nos cerrados de S&o Paulo, Mato Grosso, Minas
Gerais e Goias, sendo popularmente conhecida como assa-peixe (ALVES; NEVES, 2003). E
utilizada tradicionalmente em casos de gripes, resfriados, tosses, bronquite, contusdes,
hemorroidas, infeccbes do dtero, como antifebril e no tratamento de maléria
(BARBASTEFANO et al., 2007; CORREA et al., 2004; RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

O infuso de V. polyanthes é indicado como expectorante pelo Formulério de
Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011) e essa espécie vegetal esta incluida
na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS) [Vernonia spp* (V. ruficoma ou V. polyanthes) sob nimero 70], como umas das
plantas com potencial para gerar produtos de interesse ao sistema publico de saude brasileiro,
o0 que reforca a necessidade de bases cientificas que contribuam para o seu uso seguro e eficaz
(BRASIL, 2009).

Considerando-se este aspecto, 0s relatos encontrados na literatura que corroboram

a sustentacdo do uso terapéutico de V. polyanthes ainda sdo escassos e tém como foco, até o
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presente momento, investigacdes das atividades anti-hipertensiva (SILVEIRA; FOGLIO;
GONTHNO, 2003), leishmanicida e antifingica (BRAGA et al., 2007), antiulcerogénica
(BARBASTEFANO et al., 2007), antinociceptiva, anti-inflamatéria (TEMPONI et al., 2012)
e antibacteriana (JORGETTO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2007; SILVA et al., 2012).
Apesar da vasta literatura sobre a composicdo quimica de espécies do género
Vernonia, sete estudos fitoquimicos envolvendo triagens preliminares dos constituintes
guimicos e o isolamento de substancias a partir de extratos de V. polyanthes publicados até o
momento, demonstram a presenca de metabdlitos secundarios pertencentes, principalmente,
as classes dos flavonoides e terpenos, especialmente lactonas sesquiterpénicas (LSTS)
(BARBASTEFANO et al., 2007; BENFATTI et al., 2007; BOHLMANN et al., 1981,
BOHLMANN et al., 1983; IGUAL et al., 2013; SILVA et al., 2012; TEMPONI, 2012).
Portanto, a partir do complexo cenario da resisténcia microbiana e da premente
necessidade de construcdo de um arsenal novo e eficaz de produtos antimicrobianos, além do
potencial dos produtos naturais como prot6tipos de novos farmacos seguros e eficazes
sustentado pelo conhecimento quimico-biolédgico e da utilizacdo das espécies vegetais como
opcdes terapéuticas alternativas sob a ética do uso racional dos fitomedicamentos, o presente
estudo teve como objetivo investigar a atividade antibacteriana do extrato de lavagem foliar

de V. polyanthes e de seu constituinte majoritario.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCOES BACTERIANAS E MICRO-ORGANISMOS DE IMPORTANCIA
CLINICA

As doencas infecciosas, incluindo aquelas de origem bacteriana, estdo entre as
diversas patologias que afetam a satde publica (ALVARENGA et al., 2007). As bactérias sdo
micro-organismos ubiquos e embora sejam benéficas para o equilibrio do meio ambiente,
permitindo a existéncia de plantas, seres humanos e outros animais, podem ser responsaveis
por um amplo espectro de doencas, desde infeccdes intestinais até doencas sexualmente
transmissiveis (DSTs), constituindo os agentes etiologicos da maior parte das infecgoes
graves do trato respiratorio e infecces letais do trato intestinal (INGRAHAM; INGRAHAM,
2010; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

A descoberta e o desenvolvimento de antibidticos e/ou agentes antibacterianos
representaram uma historia de sucesso na terapéutica no século XX (BUTLER; BUSS, 2006;
OVERBYE; BARRETT, 2005; WALSH; WRIGHT, 2005). No entanto, embora o surgimento
desses farmacos tenha sido um grande avanco para a medicina, doencgas infecciosas
continuam sendo importante causa de morbidade e mortalidade mundialmente (MAHADY et
al., 2008). Neste contexto, infeccbes bacterianas causam milhares de mortes em nivel
mundial, principalmente de idosos e criancas (BUTLER; BUSS, 2006).

Os avangos produzidos na medicina vém levando ao envelhecimento da
populacdo, com um numero crescente de pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos,
transplantes de 6rgdos e quimioterapia, além do aumento de neonatos em unidades de
cuidados intensivos, elevando o numero de individuos imunocomprometidos e vulneraveis a
essas infeccdes (BOUCHER et al., 2009; CHOPRA et al., 2008).

Entre as espécies bacterianas frequentemente associadas a infec¢es nosocomiais
estdo Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Estes micro-
organismos podem sobreviver por meses em superficies inanimadas de ambientes
hospitalares, o que facilita a contaminacdo bacteriana e a transmissdo desses patdgenos
(BARNIOL-XICOTA et al.,, 2015; KHAN; AHMAD; MEHBOOB, 2015; KRAMER;
SCHWEBKE; KAMPF, 2006; OTTER; YEZLI; FRENCH, 2011). No entanto, as infeccdes
causadas por essas bactérias ndo se restringem apenas aos ambientes de cuidados com a
salde. Este fato pode ser exemplificado por estudos recentes envolvendo a pesquisa da

etiologia de bacteremias adquiridas na comunidade por neonatos e criancas de até um ano, em
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paises emergentes, os quais relatam E. coli, P. aeruginosa, Salmonella spp. e principalmente
S. aureus como agentes responsaveis por grande parte dessas infeccdes (DOWNIE et al.,
2013; HAMER et al., 2015; WATERS et al., 2011).

S. aureus sdo cocos Gram-positivos com distribuicdo muito ampla. Podem ser
encontrados no ambiente, porém, o homem ¢é seu principal reservatorio, estando presentes em
diversas partes do corpo, como garganta, intestino, pele e principalmente nas fossas nasais de
individuos saudaveis. A colonizacdo da pele e nasofaringe facilita a disseminacdo deste
micro-organismo, responsavel por muitas das infeccdes hospitalares. Estas bactérias sdo
causadoras de doencas que abrangem desde simples infeccBes (espinhas, furinculos e
celulites) até aquelas de maior gravidade (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do
choque tdxico, sindrome da pele escaldada e septicemia). Outro fator preocupante envolvendo
esta espécie constitui no aumento crescente de cepas multirresistentes, especialmente S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) e S. aureus resistente & vancomicina (VRSA), sendo
de extrema importancia o desenvolvimento de novos agentes antiestafilococicos (CATAO et
al., 2006; SARAVOLATZ; PAWLAK; JOHNSON, 2010).

Outra espécie que vém emergindo como importante patdgeno resistente, E. coli, é
uma bactéria Gram-negativa habitante da microbiota normal do intestino humano. No entanto,
pode causar infec¢bes oportunistas em individuos imunocomprometidos ou quando ha
rompimento das barreiras gastrointestinais. Além disso, existem linhagens patogénicas que se
diferem das comensais pela presenca de fatores de viruléncia especificos, os quais conferem a
seus portadores capacidade de causar doengas mesmo em individuos saudaveis. Alguns desses
patétipos causam gastroenterites caracterizadas por quadros de diarreia, que em alguns casos
podem levar a complicacGes mais graves. Outros patotipos estdo associados a infeccfes extra-
intestinais, sendo responsaveis por infeccdes do trato urinario e meningite (INGRAHAM,;
INGRAHAM, 2010; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; KHAN; AHMAD; MEHBOOB,
2015; MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2009; PINTO et al., 2011).

A microbiota normal da pele de seres humanos abriga, além de S. aureus, a P.
aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa causadora de infeccBes hospitalares graves com
elevada letalidade em pacientes imunocomprometidos (ANDONOVA; URUMOVA, 2013;
FIGUEIREDO et al., 2007). Estad frequentemente relacionada a Pneumonia Associada a
Ventilacdo Mecénica (PAV) e é reconhecida como segunda causa mais frequente de infeccdes
de pele em pacientes queimados (CARVALHO et al., 2005). Esta espécie é caracterizada pela

suscetibilidade natural a um namero limitado de agentes antibacterianos e elevadas taxas de
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resisténcia adquirida a multiplos antibidticos (BREIDENSTEIN; FUENTE-NUNEZ;
HANCOCK, 2011; KOBAYASHI; SADOYAMA; VIEIRA, 2009).

No ambito das infeccBes resultantes da ingestdo de produtos alimentares
contaminados e da transmissdo orofecal, S. enterica é uma espécie em constante evidéncia.
Esta bactéria Gram-negativa abrange mais de 2.500 sorotipos pertencentes a seis subespécies.
Diversos fatores de viruléncia deste micro-organismo interagem com mecanismos de defesa
do hospedeiro em vérios tecidos e durante diferentes estagios da infeccdo, resultando em
significativa imunopatologia, morbidade ou até mesmo na mortalidade do hospedeiro
(COBURN; GRASSL,; FINLAY, 2007; MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2009). Entre
0s varios sorotipos existentes, estdo Salmonella enterica subsp. enterica serovar.
Typhimurium e Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Choleraesuis. O primeiro causa
enterocolite auto limitante, estando entre 0s principais micro-organismos responsaveis por
intoxicacdo alimentar em paises industrializados (HAPFELMEIER et al., 2004), enquanto o
segundo provoca infecgdes invasivas ao infectar humanos, sendo um dos agentes etioldgicos
mais comuns de aneurisma infeccioso, uma infeccdo endovascular devastadora em seres
humanos (CHIU et al., 2005).

2.2 RESISTENCIA BACTERIANA E A URGENCIA DE NOVOS AGENTES
ANTIBACTERIANOS

A resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos constitui um dos
problemas mais sérios de salde da atualidade. InfeccBes causadas por bactérias resistentes
tém sido recorrentes, assim como o surgimento de patdégenos que apresentam resisténcia a
multiplas classes de antibidticos (CDC, 2013). Mundialmente, esse fendmeno exacerbado
pelo uso indiscriminado de agentes antimicrobianos tem se tornado motivo de preocupacao
em virtude da iminéncia dos impactos social e econémico gerados pelo aumento da
mortalidade e reducdo da qualidade de vida, ambos decorrentes das doengas infecciosas
prolongadas e sem pronto tratamento (KPMG LLP, 2014).

A resisténcia adaptativa e ambientalmente adquirida pelas bactérias podem limitar
severamente o tempo de vida uatil dos agentes antibacterianos, tornando-os obsoletos em
relacdo a eficacia terapéutica. A resisténcia adaptativa ocorre como resultado de mutacdes nas
proteinas e nos genes expressados em resposta a estimulos ambientais. Alternativamente,
micro-organismos do ambiente abrigam reservatdrios de genes de resisténcia que podem ser
transmitidos horizontalmente as bactérias patogénicas (SILVER, 2011; ZAKERI; LU, 2013).
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De acordo com Fernandes (2006), além da resisténcia aos agentes antibacterianos
disponiveis no mercado, as bactérias vém adquirindo genes de viruléncia que tém
transformado micro-organismos de ocorréncia comum em patdgenos invasivos e produtores
de toxinas. O surgimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas multirresistentes a
antibidticos, inclusive aqueles descobertos recentemente, vem esgotando as possibilidades de
tratamento tanto contra infecgdes recorrentes quanto frente aquelas originadas como
complicacdes de outras doencas (CDC, 2013; GWYNN et al., 2010). Assim, as bactérias
demonstram possuir a capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia a novos
farmacos rapidamente, a medida que eles sdo introduzidos na terapéutica, consequentemente,
cada antibacteriano possui um tempo de vida util quanto a sua eficacia terapéutica
(MAHADY et al., 2008; SHER, 2009).

A maior parte dos antibioticos utilizados atualmente foi descoberta entre as
décadas de 1940 e 1960, sendo a maioria derivados de produtos naturais (BUTLER; BUSS,
2006; LEWIS, 2013; PELAEZ, 2006; SINGH; BARRETT, 2006; WALSH; WRIGHT, 2005;
ZHOU et al., 2012). Entretanto, devido a diversas razes envolvendo questdes regulatorias e
econdmicas, além do surgimento de tecnologias que prometiam o pronto fornecimento de uma
grande biblioteca de substancias sintéticas, muitas companhias farmacéuticas, a partir do final
da década de 80, reduziram ou até mesmo eliminaram seus investimentos na pesquisa com
produtos naturais (BROWN; LISTER; MAY-DRACKA, 2014; LAM, 2007; LEWIS, 2013;
PELAEZ, 2006). Essa mudanca de paradigma na descoberta de novas substancias, no entanto,
ndo se mostrou tdo eficiente na producdo de novos agentes antibacterianos, resultando na
reducdo progressiva do numero de antibiéticos aprovados, conforme apresentado na Figura 1
(FERNANDES, 2006; LEWIS, 2013).

Figura 1 — NUmero de novos antibidticos aprovados entre 0s anos de 1980 e 2012.
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Fonte: ADAPTADO DE CDC, 2013.
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Desta forma, o desenvolvimento de resisténcia aos antibiGticos representa
atualmente um problema para a salde humana, diminuindo o arsenal terapéutico efetivo
disponivel. Isto reforca a necessidade continua de identificacdo de novas entidades quimicas
com acéo antibacteriana (MACLEAN et al., 2010; ZHOU et al., 2012).

Boucher e colaboradores (2009) relataram, em documento sobre farmacos
antibacterianos potencialmente eficazes em fase final de desenvolvimento, a necessidade de
que a industria e a academia em conjunto com outras instituicdes e agéncias de atendimento,
pesquisa e vigilancia de cuidados com a salde, trabalhem na criacdo de uma infraestrutura
robusta e sustentavel para a pesquisa e desenvolvimento de agentes antibacterianos, no intuito
de responder e prevenir o desenvolvimento da resisténcia bacteriana.

Neste contexto, o desenvolvimento tecnolégico e de novos metodos tém
revolucionado a triagem de produtos naturais frente as limitacGes desse processo, levando a
um renovado interesse nesses produtos como fonte de diversidade quimica e geracdo de
prototipos (KOEHN; CARTER, 2005; LAM, 2007; RISHTON, 2008).

2.3 METABOLISMO SECUNDARIO VEGETAL: POTENCIAL FONTE DE AGENTES
ANTIBACTERIANOS

A transformacdo e interconversdo de uma variedade de moléculas organicas séo
necessarias a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo dos organismos. O metabolismo
primario compreende as vias de modificacdo e sintese de diversas substancias essenciais
como proteinas, gorduras, carboidratos e &cidos nucleicos. Os metabolitos secundarios sdo
originados a partir de intermediérios biossintéticos do metabolismo primario. Esses derivados,
produzidos por meio dos processos fundamentais da fotossintese, glicolise e ciclo de Krebs,
sdo conhecidos como blocos de construcdo, do inglés building blocks e embora estejam
presentes em ndmero limitado, suas unidades comuns podem ser identificadas nas mais
diversas estruturas do metabolismo secundario (DEWICK, 2009; DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012).

As plantas produzem um amplo arsenal de metabdlitos secundarios que abrangem
mais de 200.000 substancias ja identificadas em termos de estrutura quimica. A composicéo e
concentracdo desses produtos podem variar em nivel individual e populacional, nos diferentes
tipos de tecidos, 6rgdos e estagios de desenvolvimento (HARTMANN, 2007; NEILSON et
al.,, 2013; WINK, 2003). A distribuicdo diferencial dessas substancias possui valor
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taxondmico, tendo em vista que certos grupos de metabdlitos secundarios predominam dentro
de determinados géneros ou familias do reino vegetal (WINK, 2003).

Durante algum tempo, os aspectos funcionais do metabolismo secundario vegetal
foram cientificamente negligenciados e os metabdlitos secundarios, considerados residuos do
metabolismo primario ou produtos de desintoxicagdo. No entanto, a partir do
desenvolvimento do conhecimento bioguimico, este conceito se modificou e atualmente,
sabe-se que os metabdlitos secundarios sdo produzidos como resultado da adaptacdo ao
ambiente circundante, exercendo fungdes de defesa da planta contra predadores e atragdo de
polinizadores, contribuindo para sua sobrevivéncia (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012;
HARTMANN, 2007; WINK, 2013). A fim de se defenderem contra herbivoros, plantas
concorrentes e patdgenos, as espécies vegetais produzem uma diversidade de metabolitos que
apresentam uma grande variedade de propriedades bioldgicas e toxicologicas (DEWICK,
2009; THEIS; LERDAU, 2003; WINK, 2013).

O isolamento da morfina da Papaver somniferum foi um marco significativo no
estudo dos metabdlitos secundarios como a primeira demonstracdo de que um principio ativo
de planta medicinal poderia ser isolado. Desde entdo, se sucedeu o isolamento de diversas
moléculas naturais como a digitoxina, pilocarpina e quinina, isoladas das espécies Cinchona
succirubra, Digitalis purpurea, Pilocarpus jaborandi e C. succirubra, respectivamente, que
sdo utilizadas na medicina popular até os dias atuais (BUTLER, 2004; DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012; HARTMANN, 2007).

Diversos metabdlitos secundarios tém sido reportados como potenciais agentes
antitumorais, imunossupressores, antioxidantes e antimicrobianos, além de constituirem uma
fonte inestimavel de diversidade quimica, que vem sendo utilizada na busca de protétipos
para o desenvolvimento de novos medicamentos. Dessa forma, esses constituintes quimicos
continuam demonstrando beneficios para a medicina atual e se apresentando como uma
grande promessa para o futuro (VAISHNAV; DEMAIN, 2010; GURIB-FAKIM, 2006). Em
recente revisdo de literatura onde foram computados dados de trinta anos de pesquisa,
Newman e Cragg (2012) relataram que "a utilidade de produtos naturais como fontes de
novas estruturas, ndo necessariamente entidades finais de farmacos, ainda esta viva e bem".

Em recente artigo de revisdo, Pan e colaboradores (2014) relataram que tem
havido um ressurgimento do uso de plantas medicinais devido aos efeitos adversos dos
produtos sintéticos disponiveis no mercado, a falta de opcdes terapéuticas curativas modernas
para varias doencas crbnicas e a resisténcia microbiana, bem como em virtude do

investimento sem precedentes na pesquisa e no desenvolvimento farmacéutico (P&D). Como
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resultado desse momento temporal, 0 uso destas espécies vegetais e de produtos a base dessas
plantas para fins de cuidados com a satde aumentou em popularidade em todo o mundo ao
longo dos ultimos 40 anos, tanto em paises em desenvolvimento ou emergentes (por exemplo,
Africa do Sul, Brasil, China, india e México) quanto desenvolvidos ou centrais (por exemplo,
EUA, Canadé, a maioria dos paises da Europa Ocidental, e 0 Japao).

As plantas medicinais constituem uma das fontes mais importantes destas
substancias bioativas e podem contribuir para a descoberta de novos agentes antibacterianos,
devido a capacidade que possuem de biossintetizar moléculas naturais com propriedades
antimicrobianas para prevenir ou combater o ataque de micro-organismos patogénicos (BRAZ
FILHO, 2010; CALIXTO, 2005; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; MILLER, 2011).
Assim, a pesquisa com plantas medicinais tém atraido a atencdo de pesquisadores em todo o
mundo, devido a variedade de metabdlitos secundarios que essas espécies vegetais produzem,
incluindo alcaloides, flavonoides e terpenos, cujas propriedades antimicrobianas in vitro tém
sido reveladas em indmeros trabalhos cientificos (NITHA; REMASHREE;
BALACHANDRAN, 2012; SHER, 2009).

Tendo em vista a auséncia de agentes antiestafilocécicos derivados de plantas
medicinais utilizados clinicamente, Gibbons (2004), em um trabalho que reuniu dados
reportados na literatura entre 1995 e 2003, cita diversos exemplos de metabdlitos secundarios
considerados modificadores da resisténcia em S. aureus ou que apresentaram atividade
antibacteriana frente a esse micro-organismo.

Saleem e colaboradores (2010), em um estudo de revisdo compreendendo o
periodo de 2000 a 2008, reportaram a existéncia de uma vasta gama de metabolitos
secundarios, muitos destes isolados de espécies vegetais e pertencentes a diferentes classes
quimicas, que apresentaram atividade antimicrobiana significativa frente a diversas espécies
bacterianas e fangicas.

Produtos naturais vegetais também tém sido apontados como inibidores de
bombas de efluxo, conhecidas como “bombas de resisténcia a multiplos farmacos”,
constituindo um novo alvo na busca por novos agentes antibacterianos no contexto de
enfrentamento ao desenvolvimento crescente da resisténcia bacteriana (GUIMARAES;
MOMESSQO; PUPO, 2010; MAHADY et al., 2008).

O Brasil possui uma biodiversidade que se destaca como uma fonte promissora
para descoberta de novos constituintes quimicos com propriedades biolégicas importantes. No

entanto, ainda sdo poucos os dados cientificos tanto fitoquimicos quanto farmacoldgicos
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acerca dessas espéecies vegetais, incluindo as nativas como a V. polyanthes, que constitui a
espécie vegetal objeto deste estudo (BRAZ FILHO, 2010; DUARTE, 2006).

Tendo em vista este fato aliado ao cenario atual da resisténcia bacteriana, assim
como a escassez de novas opcdes terapéuticas eficazes no enfrentamento contra a emergéncia
de patégenos multirresistentes, a avaliacdo da atividade antibacteriana se faz essencial na
triagem de extratos e metabolitos secundarios isolados de espécies vegetais para descoberta de
novos agentes antibacterianos (KLANCNIK et al., 2010; EUCAST, 2000).

24 METODOS UTILIZADOS PARA A INVESTIGACAO DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA

Diversas técnicas de avaliagdo da atividade antimicrobiana estdo disponiveis,
como os metodos de difusdo, de diluicdo, técnicas espectroscopicas, ensaios de fluorescéncia,
bioautografia e modelos de infeccdo animal (EUCAST, 2000; KLANCNIK et al., 2010;
OSTROSKY et al., 2008; VALGAS et al., 2007; WILKINSON, 2006; ZHOU et al., 2012).

Os métodos de difusdo em disco e de diluicdo (macrodiluigdo e microdilui¢ao) séo
estabelecidos como padrdo pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,
2012a, 2012b) e aceitos pelo Food and Drug Administration (FDA), estando entre os métodos
in vitro mais utilizados para a avaliagdo da atividade antibacteriana de produtos naturais.
Adicionalmente, a bioautografia constitui uma técnica comumente aplicada por ter a
vantagem de aliar, simultaneamente, a separacdo dos componentes de uma mistura a
identificacdo dos constituintes bioativos (CHOMA,; GRZELAK, 2011; MARSTON, 2011,
OSTROSKY et al., 2008; VALGAS et al., 2007; WILKINSON, 2006; ZHOU et al., 2012).

Apesar do surgimento de novas tecnologias mais avangadas, estes métodos sdo
simples, reprodutiveis e ndo requerem maior infraestrutura laboratorial ou equipamentos
sofisticados, portanto, apresentam boa aplicabilidade em triagens de rotina para avaliacdo da
atividade antibacteriana (CHOMA; GRZELAK, 2011; ZHOU et al., 2012). Na realidade, ndo
existe uma metodologia padronizada para a avaliacdo da atividade antimicrobiana de produtos
naturais e sim aquela mais adequada, de acordo com o0 objetivo do ensaio e com as limitagdes
e vantagens do método (WILKINSON, 2006; ZHOU et al., 2012).

Embora o método de difusdo em disco seja bastante utilizado na rotina de
avaliacdo da atividade antibacteriana, uma de suas limitagdes consiste na impossibilidade de

se mensurar a quantidade de amostra teste que se difundiu pelo agar, o que torna este método
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menos adequado, em relagdo ao método de diluicdo em caldo, na determinacgdo do valor da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (CHOMA; GRZELAK, 2011).

Os métodos de bioautografia se assemelham ao método de difusdo em &gar por
seus procedimentos e caracteristica qualitativa. Assim como na difusdo, a finalidade da
bioautografia € a observacdo de zonas de inibicdo do crescimento bacteriano, indicativas de
atividade antibacteriana. A diferenca é que, na bioautografia, as substancias testadas devem
ser primeiramente separadas por cromatografia em papel ou CCD para, em seguida, se
difundirem através do agar (CHOMA,; GRZELAK, 2011; WILKINSON, 2006).

O método de diluicdo avalia a relacdo entre o crescimento visivel do micro-
organismo desafiado e a concentragdo da substédncia (ou extrato) testada, fornecendo
resultados quantitativos, podendo ser aplicado a extratos e substancias puras polares ou
apolares (CHOMA; GRZELAK, 2011; OSTROSKY et al., 2008). O valor da CIM é definido
como a menor concentragdo de uma substancia capaz de inibir visualmente o crescimento de
um micro-organismo e e expresso, geralmente, em miligramas por mililitros (VALGAS et al.,
2007; ZHOU et al., 2012).

Para a interpretacdo dos resultados, observa-se visualmente a turvagdo do meio ou
mede-se a por espectrofotdbmetro. A utilizagdo de indicadores de viabilidade celular, como os
sais de tetrazdlio, tem resultado em uma melhora na detec¢do do crescimento microbiano,
onde a variacdo de cor é mais facilmente identificada, mesmo com uma menor densidade
celular do micro-organismo (KLANCNIK et al., 2010; VALGAS et al., 2007; WILKINSON,
2006).

2.5 CONTEXTUALIZACAO DA ESPECIE VEGETAL ESTUDADA
2.5.1 A Familia Asteraceae e 0 género Vernonia

A familia Asteraceae, também conhecida como Compositae, constitui o maior
grupo sistematico entre as angiospermas, compreendendo cerca de 1.620 géneros e 23.600
espécies. As plantas pertencentes a essa familia possuem distribuicdo praticamente
cosmopolita, sendo encontradas em todos os tipos de habitats e especialmente diversificadas
nas regides tropicais e subtropicais da América do Norte, nos Andes, leste do Brasil, Africa
do Sul, na regido do Mediterraneo, Asia Central e sudoeste da China (GARCIA-SANCHEZ;
SANCHEZ-GONZALEZ; VILLASENOR, 2014; KENNY et al., 2014; MAIA et al., 2010;
VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; http://tolweb.org/Asteraceae/20780, acessado
em 16 de julho de 2015).
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As espécies da familia Asteraceae apresentam variages quanto a forma de vida,
estrutura floral, mecanismos de polinizacdo, dispersdo das sementes (GARCIA-SANCHEZ;
SANCHEZ-GONZALEZ; VILLASENOR, 2014) e tém sido extensivamente estudadas em
relacdo a sua morfologia, anatomia, fitoquimica e atividade bioldgica, fornecendo bases para
0 desenvolvimento de novos farmacos (prototipos) (HATTORI; NAKAIJIMA, 2008;
NAKAJIMA; SEMIR, 2001; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

De acordo com Fabri e colaboradores (2011), a familia Asteraceae é conhecida
pelas propriedades terapéuticas, cosméticas e aromaticas de suas espécies representantes,
constando relatos na literatura que apontam o uso medicinal dessas plantas como anti-
inflamatério, anti-helmintico, diurético, adstringente, analgésico, antiespasmadico,
antioxidante e antimicrobiano (BOSCOLO; VALLE, 2008; DUARTE, 2006; LORENZI,
MATQS, 2008).

Segundo Maia e colaboradores (2010), plantas como Baccharis trimera
(carqueja), Matricaria chamomilla (camomila), Cynara scolimus (alcachofra), Vernonia
condensata (boldo-da-bahia) e Arnica montana (arnica verdadeira), amplamente
comercializadas como fitoterapicos, conferem destaque a familia Asteraceae, especialmente
como produtora de compostos bioativos.

As diversas propriedades farmacoldgicas apresentadas pelas espécies da familia
Asteraceae se devem a presenca de varios metabolitos secundarios, entre os quais, terpenos,
flavonoides, cumarinas, poliacetilenos, acidos clorogénicos, acidos graxos, alcaloides e
lactonas sesquiterpénicas (DIAS; MIGUEL; MIGUEL, 2009; KENNY et al., 2014; RAUH,
2008; RIBEIRO; SILVA; CASTRO, 2010; STEVENS, 2001).

Entre os géneros pertencentes a familia Asteraceae, o Vernonia constitui um dos
maiores e mais importantes com aproximadamente 1.500 espécies distribuidas, especialmente
nas regides tropicais e subtropicais, tendo a Africa e a América do Sul como os principais
centros de dispersédo (MAIA et al., 2010; MISEREZ et al., 1996).

Inimeras espécies desse género sdo utilizadas como plantas medicinais em varias
regides do mundo, principalmente nos continentes Africano e Americano, inclusive no Brasil
(MACHADO et al., 2013; MAIA et al., 2010), destacando-se a Vernonia amygdalina,
utilizada popularmente no tratamento da esquistossomose, disenteria amebiana, disturbios
gastrointestinais, malaria, doencas venéreas, hepatites, diabetes, entre outras doencas
(ERASTO; GRIERSON; AFOLAYAN, 2006; FAROMBI; OWOEYE, 2011; YEAP et al.,
2010) e a Vernonia colorata, empregada em inumeras enfermidades, como por exemplo, no

tratamento de tosses, pneumonia, dores de estdmago, doencas de pele, parasitoses, desordens
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do figado e no controle da diabetes mellitus (GAKUYA et al., 2013; MACHADO et al., 2013;
NADEMBEGA et al., 2011; SY et al., 2005).

No Brasil, Vernonia condensata é popularmente utilizada no tratamento de
problemas digestivos, insuficiéncia hepatica, inflamacdo da vesicula, dores de estdbmago e
musculares, além de ser empregada como analgésico e estimulante do apetite
(ALBUQUERQUE et al., 2007; LORENZI; MATQS, 2008). O extrato alcodlico das folhas
de Vernonia scorpioides é amplamente empregado no tratamento de varias desordens de pele,
como ferimentos crénicos e ulceras (BUSKUHL et al., 2010). Vernonia tweediana e Vernonia
cognata sdo utilizadas para tratar doencas respiratérias e alérgicas (PETRI et al., 2008), assim
como as folhas e raizes de V. polyanthes sdo popularmente empregadas em quadros de
bronquites, tosses, além de reumatismo (BRAGA et al., 2007).

A ampla utilizacdo de especies de Vernonia na medicina tradicional para o
tratamento de diversas patologias vem estimulando a investigagdo do ponto de vista
farmacoldgico pela comunidade cientifica, revelando importantes propriedades, entre as
quais, antiplasmoddica, analgésica, antipirética, anti-inflamatoria,  antioxidante,
hipoglicemiante e antimicrobiana (COSTA et al., 2008; TOYANG; VERPOORTE, 2013).

Estudos fitoquimicos relacionados as plantas desse género relatam a ocorréncia de
classes distintas de metabdlitos secundarios como glicosideos esteroidais, lignoides,
carotenoides, taninos, alcaloides, principalmente flavonoides e terpenos (COSTA et al., 2008;
MACHADO et al. 2013, MARTUCCI et al., 2014; MORALES-ESCOBAR et al., 2007;
ZANON et al., 2008).

Estudos recentes envolvendo espécies do género em questdo tém demonstrado
propriedades anti-inflamatoéria (YOUN et al., 2012), antiplasmddica (TOYANG et al., 2013a),
citotoxica (TOYANG et al., 2013b) e antibacteriana (ERASTO; GRIERSON; AFOLAYAN,
2006) de LSTs isoladas de espécies de Vernonia, enquanto os flavonoides séo reconhecidos,
principalmente, por suas propriedades antioxidantes (AHMAD et al., 2011; EYONG et al.,
2011). Diversas espécies de Vernonia tém sido avaliadas em relacdo a atividade
antibacteriana, incluindo a espécie V. polyanthes, assim como varios constituintes quimicos
com essa propriedade biologica tém sido isolados em estudos fitoquimicos, demonstrando o
potencial antibacteriano de plantas pertencentes a esse género (TOYANG; VERPOORTE,
2013).
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2.5.1.1 Tricomas Glandulares

Os tricomas sdo definidos como apéndices epidérmicos que possuem ampla
variacdo quanto a morfologia, contetdo e fungdo, sendo encontrados com frequéncia na
superficie das folhas e outros 6rgdos de inimeras espécies vegetais (JERBA; FERNANDES,
2004; SCHILMILLER; LAST; PICHERSKY, 2008; WAGNER, 1991).

De acordo com Valkama e colaboradores (2003), o interesse cientifico em relagdo
aos tricomas baseia-se ndo somente na importancia funcional e taxondémica que representam,
como também na relevancia econdmica de produtos gerados por algumas dessas estruturas
anatomicas.

Os tricomas sdo divididos em duas categorias gerais que podem coexistir: nao
glandulares e glandulares. Os primeiros, também denominados tricomas tectores, sao simples
pelos que formam uma barreira mecanica protetora contra agentes externos, como herbivoros,
patdgenos, radiacdo, temperaturas extremas, além de evitar a perda excessiva de agua
(GONZALES et al., 2008; JAIME et al., 2013; JERBA; FERNANDES, 2004,
SCHILMILLER; LAST; PICHERSKY, 2008; VALKAMA et al., 2003; WAGNER, 1991),
enquanto os tricomas glandulares (ou secretores) sdo mais especializados e estdo envolvidos
com a biossintese, armazenamento e secrecdo de uma série de moléculas naturais, em geral
lipofilicas, como néctar, mucilagens, lipideos, enzimas digestivas e metabolitos secundarios,
relacionadas com a defesa quimica da planta e/ou atracdo de polinizadores (APPEZZATO-
DA-GLORIA et al., 2012; LANGE; TURNER, 2013; MCDOWELL et al., 2011; WANG et
al., 2009).

Derivados de fenilpropanoides, metilcetonas e flavonoides estdo entre as classes
de metabdlitos secundarios encontradas nos exudatos de tricomas glandulares. No entanto, a
presenca de terpenos parece ser mais significativa. Muitas dessas substancias apresentam
importante valor comercial como produtos farmacéuticos, cosméticos, aditivos alimentares e
pesticidas naturais, o que tém atraido a atencao de pesquisadores na perspectiva de explorar o
potencial dessas estruturas como fornecedoras de produtos naturais de interesse
(SCHILMILLER; LAST; PICHERSKY, 2008; WAGNER; WANG; SHEPHERD, 2004).

Tricomas secretores de diversos tipos sdo amplamente encontrados na familia
Asteraceae (APPEZATO-DA-GLORIA et al.,, 2012; MILAN; HAYASHI; APPEZZATO-
DA-GLORIA, 2006; TISSIER, 2012). Normalmente, estdo localizados em depressdes da
epiderme (SMILJANIC, 2005) e produzem uma variedade de metabolitos secundarios, com
destaque para as LSTs (LANGE; TURNER, 2013).
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Em relacdo ao género Vernonia, a literatura disponivel também é vasta acerca da
existéncia de tricomas glandulares, cuja ocorréncia ja foi relatada em vérias espécies, entre as
quais, Vernonia brasiliana (FILIZOLA et al., 2003), V. condensata (MILAN; HAYASHI;
APPEZZATO-DA-GLORIA, 2006), Vernonia herbacea, Vernonia platensis (HAYASHI,
APPEZZATO-DA-GLORIA, 2005) e V. polyanthes (ALVES; NEVES, 2003).

Considerando-se a obtencdo do perfil metabolico dos tricomas glandulares, a
localizacdo dessas estruturas nas superficies dos 6rgdos vegetais permite a extracdo dos
compostos secretados por meio de simples lavagens utilizando solventes orgéanicos,
restringindo, dessa forma, a complexidade do extrato as substancias armazenadas nos

tricomas e reduzindo o tempo de extragdo (TISSIER, 2012).

2.5.1.2 Marcadores quimiotaxonémicos

Os marcadores quimiotaxondmicos podem ser definidos como as micromoléculas,
em sua maior parte metabolitos secundarios, que permitam a diferenciacdo entre espécies em
qualquer nivel hierarquico (FERREIRA, 2010).

De acordo com relatos da literatura, os flavonoides e as LSTs sdo considerados
importantes marcadores quimiotaxondémicos da familia Asteraceae e do género Vernonia,
devido a essas classes de metabdlitos secundarios serem identificadas, com maior frequéncia,
em estudos fitoquimicos envolvendo espécies pertencentes a essas categorias taxondmicas
(ABDEL-BASET et al.,, 1971; COSTA et al., 2008; EMERENCIANO et al., 2001;
SEAMAN, 1982; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

Os flavonoides constituem uma das mais amplas classes de metabolitos
secundarios e estdo distribuidos entre inGmeras espécies vegetais (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009; SALEEM et al., 2010).

Do ponto de vista quimico, os flavonoides sdo substancias aromaéticas que
possuem uma estrutura basica contendo 15 atomos de carbono, o nucleo flavano (Figura 2),
caracterizado pela presenca de dois anéis aromaticos (A e B) e um heterociclo oxigenado
(anel C) (ARAUJO et al., 2005; BEHLING et al., 2004; PIETTA, 2000). As oxidacdes e
substituicdes no anel C dessas substancias levam a diferenciacdo em subclasses distintas,
cujas estruturas basicas estdo expostas na Figura 3 (COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2009; PIETTA, 2000).
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Figura 2 — Estrutura bésica dos flavonoides.

Fonte: ARAUJO et al., 2005.

Figura 3 — Estruturas bésicas das subclasses de flavonoides.
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Fonte: ADAPTADO DE COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 20009.

A diversidade estrutural dos flavonoides, que confere a essa classe de produtos
naturais diferentes propriedades bioldgicas, pode ser atribuida aos niveis de oxidacdo e as
variacbes de complexidade no esqueleto carbénico bésico promovidas por reacbes de
alquilacéo, glicosilagéo, oligomerizacéao e outras (TAHARA, 2007).

Os flavonoides sdo reconhecidamente importantes para a medicina no tratamento
e prevencgdo de doencas por suas propriedades bioldgicas, entre as quais, antioxidante, anti-
inflamatoria, antitumoral, hepatoprotetora, antidiabética e antimicrobiana (BUER; IMIN;
DJORDJEVIC, 2010; DOVICHI; LAJOLO, 2011; HAVSTEEN, 2002; TAPAS;
SAKARKAR; KAKDE, 2008). Substancias pertencentes a essa classe, como apigenina,
luteolina, narigenina, quercetina, dentre outras, tém sido identificadas como potentes agentes
antibacterianos (CUSHNIE; LAMB, 2005; MARTINI; KATERERE; ELOFF, 2004,
SALEEM et al., 2010).
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Além dos flavonoides, as LSTs sdo amplamente encontradas em espécies da
familia Asteraceae (MATEJIC; SARAC; RANDELOVIC, 2010; PICMAN, 1986). O género
Vernonia é caracterizado como fonte de LSTs altamente oxigenadas, tais como glaucolideos e
hirsutinolideos (BUSKUHL et al, 2010; LOPES, 1991). Estes metabdlitos secundarios sdo
encontrados nas folhas e inflorescéncias das plantas, sendo armazenados em grande
quantidade nos tricomas glandulares da superficie foliar (AMBROSIO et al., 2008;
APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2012; FAVI et al, 2008; WAGNER; WANG;
SHEPHERD, 2004).

As LSTs sé@o biogeneticamente derivadas do farnesil pirofosfato, o sesquiterpeno
biossinteticamente mais simples, formado a partir de trés unidades de isopreno. A ciclizagdo
do E, E-farnesil pirofosfato resulta na formacéo do E, E-germacradieno. A partir da oxidacao
de um dos carbonos da cadeia lateral deste intermediario é formado o anel lacténico,
produzindo a LST (Figura 4) (FISCHER; OLIVIER; FISCHER, 1979; SEAMAN, 1982). Apds a
lactonizacdo ou mesmo antes, o precursor germacrano pode sofrer uma série de modificacdes
estruturais, como cicliza¢Ges, abertura de anéis ou migracdo de grupos metila, gerando
diferentes estruturas de LSTs. Assim, essas substancias sdo classificadas em diversas
subclasses, de acordo com o tipo de esqueleto carbociclico basico, sendo precurssora a
subclasse dos germacranolideos, conforme apresentado na Figura 5 (ARANTES, 2007;
MAJDI et al., 2011; PICMAN, 1986). As modifica¢bes na estrutura do esqueleto carbonico
basico dessas substancias envolvem a incorporacéo de epoxidos, hidroxilas e grupos acidos
(RODRIGUEZ; TOWERS; MITCHELL, 1976).

Figura 4 — Biogénese das lactonas sesquiterpénicas.
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Figura 5— Esqueletos carbonicos e relagdes biogenéticas das subclasses de lactonas

sesquiterpénicas.
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Fonte: COSTA, 2008.

Em fungdo do amplo espectro de atividade bioldgica que apresentam, as LSTs
constituem substancias com elevado potencial terapéutico, destacando-se propriedades anti-
inflamatdrias, antiparasitarias, citotoxicas e antimicrobianas (KIM et al., 2006; MATEJIC;
SARAC; RANDELOVIC, 2010; MERFORT, 2002; PICMAN, 1986).

Nos diversos relatos cientificos que abordam a relacdo estrutura-atividade das
LSTs, as propriedades biologicas sdo atribuidas & presenca de grupos carbonilicos a,f-
insaturados, mas principalmente do grupo a-metileno-y-lactona, demonstrado na Figura 6.
Estes grupos sdo considerados potentes agentes alquilantes e reagem com nucledfilos,
especialmente grupos sulfidrilas de cisteina presentes nas proteinas, através de reagdes de
adicdo tipo Michael. Entretanto, em algumas estruturas, centros eletrofilicos adicionais
também atuam como sitios para essas reacdes de alquilacdo (ALVES, 2011; DEWICK, 2009;
DIRSCH et al., 2000; FABIAN et al., 2013; SCOTTI et al., 2007).
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Figura 6 — Grupo a-metileno-y-lactona de lactonas sesquiterpénicas.

O
Fonte: RODRIGUEZ; TOWERS; MITCHELL, 1976.

2.5.2 A Espécie Vernonia polyanthes Less.

V. polyanthes Less. € uma planta nativa do Brasil e amplamente distribuida
(LORENZI; MATOS, 2008), tendo sido descrita nos estados da Bahia, Distrito Federal,
Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro e Sdo Paulo,
constando também registros em outros paises, como Argentina, Bolivia, Equador e Venezuela
(http://tropicos.org/Name/2708839?tab=specimens, acessado em 16 de julho de 2015).

Anatomicamente, V. polyanthes (Figura 7) apresenta caracteristicas tipicas da
familia Asteraceae e género Vernonia. As folhas sdo simples, asperas ao toque e possuem, em
sua face abaxial, tricomas glandulares implantados em depressGes do estrato epidérmico
(Figura 8) (ALVES; NEVES, 2003).

Figura 7 — Fotografia das partes aéreas de V. polyanthes.
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Figura 8 — Fotografia do tricoma glandular de V. polyanthes.
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Corte transversal da folha de V. polyanthes fotografado em microscopio de luz modelo BX41 com
camera digital acoplada modelo Power Shot A640. Procedimento realizado pela Técnica
Administrativa em Educacdo Flavia Bonizol Ferrari, no Departamento de Botanica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFJF. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

A espécie, popularmente conhecida como assa-peixe, assa-peixe branco, estanca-
sangue, tramanhém, mata-pasto, cambara-guassu e enxuga, € conhecida por fornecer bom mel
e suas folhas sdo utilizadas no tratamento de doengas do aparelho respiratorio, problemas
renais, fraturas, torgdes, contusdes e luxacdes e como agente cicatrizante e anti-inflamatorio
em ferimentos cutaneos, sendo também indicadas por suas propriedades tonica, emenagoga e
diurética (ALVES; NEVES, 2003; CORREA et al., 2004; SOUZA et al., 2008). Segundo
Lorenzi e Matos (2008), as folhas podem ser utilizadas na forma de compressa para afecgdes
da pele, dores musculares e reumatismo, e o cha é indicado para eliminagdo de calculos renais
e em quadros de tosses noturnas.

As propriedades diuréticas e hipotensoras da infusdo das folhas de V. polyanthes
foram investigadas por Silveira, Rubio e Alves (2000) e os resultados demostraram um
aumento significativo do fluxo urinario e da excrecdo de sodio em ratos, resultando na
diminuicdo da pressao arterial nesses animais. Seguindo a mesma linha de investigacgao, outro
estudo realizado para avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico de V. polyanthes, administrado
por via oral, frente a pressao arterial e excrecdo renal de sédio em ratos normotensos, sugeriu
que o extrato dessa planta é um potente agente vasodilatador, reduzindo a pressdo arterial sem
alterar os mecanismos renais de autorregulacdo (SILVEIRA; FOGLIO; GONTIO, 2003).
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Em uma investigacdo realizada por Barbastefano e colaboradores (2007), os
extratos metanolico e cloroférmico obtidos das partes aéreas de V. polyanthes inibiram
significativamente, em 64% e 90%, respectivamente, a producéo de lesbes na mucosa gastrica
induzidas por etanol em ratos, indicando que ambos os extratos apresentam efeitos
gastroprotetores e corroborando com o uso popular dessa planta como cicatrizante.

Braga e colaboradores (2007), em estudo realizado para investigar as atividades
leishmanicida e antifungica de vinte espécies de plantas da flora brasileira, tradicionalmente
utilizadas em quadros inflamatdrios e infecciosos, reportaram que o extrato metandlico das
folhas de V. polyanthes apresentou 0 melhor resultado na inibi¢do de formas promastigotas de
Leishmania amazonenses, demonstrando o potencial dessa espécie como fonte de novos
compostos capazes de tratar a leishmaniose, uma doenca endémica no Brasil.

Devido a inexisténcia de validacdo cientifica para o uso tradicional de V.
polyanthes no tratamento de processos dolorosos e inflamatorios, Temponi e colaboradores
(2012) investigaram os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio do extrato etandlico das
folhas dessa espécie vegetal por meio da utilizacdo de modelos animais. Os resultados obtidos
sugerem que V. polyanthes pode ser uma excelente fonte de substancias ativas com atividades
antinociceptiva e anti-inflamatoria.

No intuito de fornecer subsidios cientificos adicionais para o uso medicinal
popular do assa-peixe, Rodrigues (2013) avaliou o efeito anti-inflamatério topico dos extratos
hexanico, em acetato de etila e etanolico das folhas de V. polyanthes e os resultados do estudo
configuram essa espécie como potencial candidata para a busca de novos agentes com
propriedade anti-inflamatoria topica e explicam parcialmente o uso tradicional dessa planta no
tratamento de ferimentos cutaneos.

A utilizacdo de diversas plantas medicinais pela comunidade indigena Vanuire no
tratamento de doencas respiratdrias, somada ao aumento do numero de casos de tuberculose
multirresistente, impulsionaram Oliveira e colaboradores (2007) a avaliarem a atividade
antimicobacteriana do extrato hidroalcodlico das raizes de V. polyanthes, entre outros, frente a
cepa Mycobacterium tuberculosis H37Rv - ATCC 27294 por meio do ensaio cinético
antimicobacteriano. O extrato avaliado apresentou atividade antimicobacteriana promissora,
de acordo com os resultados do estudo.

Tendo em vista a escassez de investigacdes microbioldgicas de V. polyanthes,
contemplando um espectro mais abrangente de micro-organismos, Jorgetto e colaboradores
(2011) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das folhas dessa

espécie vegetal frente a 16 cepas de referéncia, incluindo amostras bacterianas e fungicas,
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utilizando o método de difusdo em &gar. O extrato foi ativo frente as cepas de Bacillus cereus
ATCC 11778, Escherichia coli ATCC 8739, Proteus mirabilis ATCC 25933, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e Streptococcus pyogenes
ATCC 19615, revelando o potencial antibacteriano dessa espécie vegetal.

Considerando-se a necessidade de ampliar e fortalecer o embasamento cientifico
em relacdo ao potencial antimicrobiano de V. polyanthes, Temponi (2012) investigou a
atividade antibacteriana de extratos e fracdes dessa espécie vegetal frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella Typhimurium ATCC 13311
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 por meio dos métodos de difusdo em &gar e
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), utilizando o método de
microdiluicdo de acordo com as orientagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Os resultados observados por esta autora concordaram com aqueles relatados no
estudo realizado por Jorgetto e colaboradores (2011) descrito acima, visto que a fragéo
diclorometénica foi ativa frente a S. aureus, E. coli e S. Typhimurium. No entanto, essa fracdo
foi também ativa frente as cepas de P. aeruginosa, verificando-se atividade antibacteriana de
V. polyanthes frente a essa espécie e divergindo dos resultados apresentados por Jorgetto e
colaboradores (2011), onde ndo se observou agéo antibiotica contra essa bactéria.

Adicionalmente, Silva e colaboradores (2012) investigaram a atividade
antibacteriana dos extratos metandlicos brutos e 6leos essenciais de trés representantes da
familia Asteraceae, entre elas V. polyanthes, frente a cepas de Staphylococcus aureus e de
Escherichia coli isoladas de espécimes clinicos humanos. Neste estudo, os extratos e 0s 6leos
essenciais de V. polyanthes apresentaram atividade antibacteriana contra as amostras
bacterianas testadas, especialmente S. aureus.

Prospeccdes fitoquimicas preliminares de extratos das partes aéreas de V.
polyanthes detectaram a presenca de &cidos fixos, aminogrupos, cumarinas, esteroides,
triterpenos, glicosideos flavonicos, saponinicos e antraquindnicos, alcaloides, flavonoides,
taninos hidrolisaveis, fenois, chalconas, auronas, acidos graxos, saponinas e quinonas.
(SILVA et al., 2012; SOUZA et al., 2008; TEMPONI, 2012). O perfil fitoquimico realizado
por Barbastefano e colaboradores (2007) apontou como compostos majoritarios presentes nos
extratos das partes aéreas de V. polyanthes, triterpenos, LSTs e flavonoides.

Em 1981, Bohlmann e colaboradores procederam ao estudo fitoquimico das partes
aéreas de V. polyanthes, isolando e identificando os sesquiterpenos germacreno D,
biciclogermacreno e a- humuleno, o esteroide estigmasterol, o triterpeno acetato de lupeol e

uma LST do tipo hirsutinolideo. Uma investigacdo seguinte das fracGes polares dessa espécie
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forneceu dois hirsutinolideos epiméricos adicionais e um dihidroderivado do
vernopoliantofurano (BOHLMANN et al., 1983).

Benfatti e colaboradores (2007) realizaram um estudo quimico do extrato
cloroférmico das folhas de V. polyanthes, o qual permitiu o isolamento dos triterpenos a ¢ [3-
amirina e lupeol. Em concordancia a esses resultados, Rodrigues (2013) caracterizou
qguimicamente extratos obtidos das folhas de V. polyanthes, detectando a presenga de -
amirina, aléem de dois triterpenos derivados do acido ursélico e dos flavonoides luteolina,
apigenina e rutina.

O estudo fitoquimico mais recente de V. polyanthes reporta o isolamento das
LSTs piptocarfina A e glaucolideo A, dos flavonoides luteolina, apigenina, quercetina,
quercetina-3-O-B-glicose, isoramnetina, apigenina, 3'4'-dimetoxiluteolina, 3,7-dimetoxi-
5,3",4'-trihidroxiflavona, dos acidos clorogénicos 3,5-di-O-(E)-cafeoilquinico e 4,5-di-O-(E)-
cafeoilquinico e do &cido fendlico protocatecuico (IGUAL et al.,, 2013). As estruturas
quimicas das substancias isoladas de V. polyanthes até o presente momento podem ser
observadas na Tabela 1. Em conformidade com os dados fornecidos pelas triagens
fitoquimicas preliminares, os estudos realizados até 0 momento, envolvendo o isolamento de
metabdlitos secundarios de V. polyanthes, evidenciam a presenca de flavonoides e terpenos,
principalmente LSTs como marcadores quimicos dessa espécie vegetal. No entanto, esses
estudos se restringem a apenas quatro relatos encontrados na literatura e ndo estdo associados

a nenhuma investigacéao de atividade biologica das substancias isoladas.
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Tabela 1 — Informacdes sobre substancias isoladas de V. polyanthes descritas na literatura.

Substancia Estrutura quimica Classe Parte da Referéncia
planta
Germacreno D Sesquiterpeno Partes aéreas  (BOHLMANN et al., 1981)
e raizes
Biciclogermacreno Sesquiterpeno Partes aéreas (BOHLMANN et al., 1981)
a-humuleno Sesquiterpeno Partes aéreas (BOHLMANN et al., 1981)

e raizes



Continuacdo da Tabela 1

Substancia

Estrutura quimica

Classe

Parte da
planta

Referéncia

Acetato de lupeol

8B-2 metilacriloiloxi-
isohirsutinolideo

Vernopoliantona

OH

OH

Triterpeno

Lactona
sesquiterpénica

AN Sesquiterpeno

Partes aéreas
e raizes

Partes aéreas

Raizes

(BOHLMANN et al., 1981)

(BOHLMANN et al., 1981)
(BOHLMANN et al., 1983)

(BOHLMANN et al., 1981)
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Continuacdo da Tabela 1

Substancia Estrutura quimica Classe Parte da Referéncia
planta
. /o . . (BOHLMANN et al., 1981)
Vernopoliantofurano . P Sesquiterpeno Partes aereas (BOHLMANN et al., 1983)
e raizes
OH
O
AN
Estigmasterol Esteroide Partes aéreas  (BOHLMANN et al., 1981)
HO
a-amirina* Triterpeno Folhas (BENFATTI et al., 2007)
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Continuacdo da Tabela 1

Substancia Estrutura quimica Classe Parte da Referéncia
planta
B-amirina* Triterpeno Folhas (BENFATTI et al., 2007)
HO
Lupeol Triterpeno Folhas (BENFATTI et al., 2007)

HO
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Continuacdo da Tabela 1

Substancia

Parte da

Estrutura quimica Classe
planta

Referéncia

100-Acetdxi-8a-
metilacriloiloxi-la-
13-O-acetato (1)

1B-
metdxihirsutinolideo-
13-Oacetato (2)

(Hisurtinolideos
epiméricos)

6,7 E-
Dihidrovernopolianto
furano

Lactonas

. N Partes aéreas
sesquiterpénicas

/ \ N P Sesquiterpeno Partes aéreas

OH

(BOHLMANN et al., 1983)

(BOHLMANN et al., 1983)
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Continuacédo da Tabela 1

Substancia

Estrutura quimica

Referéncia

Glaucolideo A

Piptocarfina A

Classe Parte da
planta
Le_lctonf;l . Folhas
sesquiterpénica
Lactona Folhas

sesquiterpénica

(IGUAL et al., 2013)

(IGUAL et al., 2013)
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Continuacdo da Tabela 1

Parte da

Substancia Estrutura quimica Classe planta Referéncia
HO
OH
H
N
S} H
Acido 4,5-di-O-(E)- 7 Acido clorogénico Folhas (IGUAL et al., 2013)
cafeoilquinico
o
OH
HO
Acido 3,5-di-O-(E)- Folhas (IGUAL et al., 2013)

cafeoilquinico

, . Acido clorogénico
N o o) 7
H

OH
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Continuacdo da Tabela 1

47

Parte da

Substancia Estrutura quimica Classe Referéncia
planta
OH
HO 0 O
Quercetina O ‘ o Flavonoide Folhas (IGUAL et al., 2013)
OH
OH (6]
OH
HO 0 ‘
Apigenina O | Flavonoide Folhas (IGUAL et al., 2013)
OH (6]
OH
e
Isoramnetina Folhas (IGUAL et al., 2013)

HO
O ‘ OCH; Flavonoide



Continuacdo da Tabela 1

glucosideo

(@)

Substancia Estrutura quimica Classe Parte da Referéncia
planta
(0]
OH
Acido protocatecuico Acido polifendlico Folhas (IGUAL et al., 2013)
HO
OH
OH

HO 0] ‘

Luteolina ‘ ‘ o Flavonoide Folhas (IGUAL et al., 2013)
OH (6]
OH
oo ]
4o G

Quercetina-3-O-B- it Flavonoide Folhas (IGUAL et al., 2013)

H (6] OH

(0]
HO
OH
OH
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Conclusao da Tabela 1

Substancia Estrutura quimica Classe Parte da Referéncia
planta
OCH;
HO o)
OCH,4
3'4'-dimetoxiluteolina Flavonoide Folhas (IGUAL et al., 2013)
OH 0
37-dimetoxi-53,4-
,/-dimetoxI-5,3',4" Flavonoide Folhas (IGUAL et al., 2013)

trihidroxiflavona

*: Obtidos em mistura. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a atividade antibacteriana

do extrato de lavagem foliar de V. polyanthes Less. (Asteraceae) e do seu constituinte

majoritario, no intuito de corroborar cientificamente com seu uso tradicional e isolar uma

molécula como possivel protétipo natural com potencial antibacteriano, visando o

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para compor o arsenal terapéutico contra

micro-organismos multirresistentes.

3.2 ESPECIFICOS

Em virtude da proposta geral supramencionada, este estudo teve como objetivos

especificos:

Obter o perfil cromatografico do extrato de lavagem foliar de V. polyanthes por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD);

Isolar, purificar e identificar o constituinte majoritario do extrato de lavagem foliar;
Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) do extrato de lavagem foliar e do constituinte majoritario frente as
cepas Gram-positivas Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 6538™) ¢
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213™) s Gram-negativas
fermentadoras  Escherichia  coli (ATCC®10536™),  Escherichia  coli
(ATCC®25922™), Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Choleraesuis (ATCC®
10708™) ¢ Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Typhimurium (ATCC®
13311™) ¢ &s Gram-negativas ndo fermentadoras Pseudomonas aeruginosa (ATCC®
9027™) ¢ Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853™);

Classificar o efeito farmacoldgico como bactericida ou bacteriostatico das CIM

estabelecidas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas de V. polyanthes (Figura 9) foram coletadas da planta cultivada no Horto
Medicinal da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de
Fora, Minas Gerais, 21°46" S, 43°22"' W, entre 07:00 e 08:00 horas do dia 21 de Janeiro de
2014. Uma exsicata (CESJ n° 10.329), identificada pela Dra. Fatima Regina Goncalves
Salimena, encontra-se depositada no Herbario Leopoldo Krieger (CESJ), Instituto de Ciéncias
Biologicas, UFJF. As folhas foram selecionadas pela exclusdo daguelas deterioradas ou com
presenca de materiais estranhos e, apds, submetidas a secagem em temperatura ambiente por
seis dias. Em seguida, foram pesadas para posterior preparo do extrato de lavagem foliar.

Figura 9 — Fotografia da arvoreta de V. polyanthes cultivada no Horto Medicinal da Faculdade
de Farmacia da UFJF.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.



52

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO DE LAVAGEM FOLIAR de V. polyanthes

Os procedimentos de obtencdo do extrato de lavagem foliar de V. polyanthes
(extrato VP) bem como a etapa de isolamento, purificacdo e identificacdo do constituinte
majoritario desse extrato foram realizados no Laboratério do Nucleo de Identificacdo e
Pesquisa em Principios Ativos Naturais (NIPPAN) da Faculdade de Farmacia da UFJF, no
qual foram disponibilizados os seguintes equipamentos:

e Rotaevaporador RII (Buchi)

e Bomba V-700 (Buchi)

e Balanca AY220 (Marte cientifica)

e Camara U.V. SL-204 (A= 254 ¢ 366 nm)

e Cabine de Seguranca Quimica (Lucadema)

A estratégia de obtengdo do extrato VP foi desenhada em virtude dos resultados
anteriormente obtidos pelo nosso grupo, onde foi relatada a presenca de flavonoides
(apigenina, luteolina e rutina) e terpenos (3-amirina e dois triterpenos derivados do acido
ursolico) nos extratos hexanico, em acetato de etila e etanolico obtidos de V. polyanthes
(RODRIGUES, 2013). Adicionalmente, como descrito no capitulo 2. Revisdo de Literatura,
topico 2.5.1.2 Marcadores quimiotaxondémicos, algumas LSTs possuem atividade
antimicrobiana, rompendo a parede celular de bactérias invasivas e fungos, enquanto outras
protegem a planta de estresses ambientais que poderiam causar dano oxidativo (CHADWICK
et al., 2013). Considerando-se que o presente estudo teve como um dos objetivos especificos a
investigagdo da atividade antibacteriana do constituinte majoritario presente no extrato VP, a
opcao pelo método de lavagem foliar teve como proposito favorecer a extracdo preferencial
das substancias presentes no interior dos tricomas glandulares e na superficie foliar, como
flavonoides e terpenos, especialmente as LSTs (IGUAL et al., 2013).

Para obtencdo do extrato, 625 g de folhas integras e secas de V. polyanthes foram
lavadas por meio da imersdo total em 5 L de diclorometano (DCM), seguida de agitacdo
manual por 1 minuto e 30 segundos, realizada no interior de uma cabine de seguranca
quimica. A solucdo resultante deste procedimento (solucdo diclorometanica) foi filtrada em
papel de filtro e concentrada com auxilio de rotaevaporador em temperatura inferior a 40°C. O
residuo foi transferido para um frasco de vidro temperado transparente de boca larga,

previamente pesado e mantido aberto para a completa evaporagdo do DCM. Apds a realizacdo
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dessas etapas, obteve-se 14 g do extrato VP. A seguir, a Figura 10 ilustra o esquema deste
processo de extracao.

Figura 10 — Esquema representativo do processo de extracdo por lavagem foliar de V. polyanthes.

Folhas integras e secas de
V. polyanthes
(625 g)

Imersdo em DCM (5 L)
Agitagdo manual 1' 30"

Solugio
diclorometanica

Filtragdo

Solugido
diclorometanica
filtrada

Rotaevaporacao do
solvente a t <40°C

Extrato de lavagem
foliar (VP)
(14 g

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

4.3 ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO VP POR CLAE-DAD

As analises por CLAE-DAD foram realizadas na Central Analitica Multiusuéria
de Bioprodutos e Bioprocessos (CENTRALBIO), localizada na Faculdade de Farmécia da
UFRJF, com auxilio dos seguintes equipamentos e materiais:

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Waters), composto por bomba

bindria 1525, detector DAD 2998, injetor auto sampler 2707 e software
Empower 3 para aquisic¢ao e tratamento dos dados;

e Coluna analitica de fase reversa C;g (Sunfire) (4,6 mm x 250 mm, 5 yum);
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e Acetonitrila e metanol graus HPLC (J.T. Baker), agua purificada e acido orto-
fosférico 85% (Merck);

e Microcentrifuga (Kasvi);

e Purificador de agua Purelab Classic (Elga);

e Lavadora Ultrassonica Digital Aquecida (Sanders);

e Kit filtragdo a vacuo.

O extrato VP foi submetido a analise por CLAE acoplada ao detector UV-visivel
DAD em fase reversa visando a obtencdo de seu perfil cromatografico. Aproximadamente 2
mg da amostra foram solubilizados em metanol grau HPLC. Para aumento da solubilidade, a
solucdo extrato VP + metanol foi sonicada em ultrassom aquecido a 35°C por 5 minutos.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos e 0 sobrenadante
filtrado através de uma membrana de poro 45 um diretamente para o vial. O gradiente de
eluicdo consistiu de uma fase binaria composta de &gua acidificada com 0,5% de acido
fosférico (H3PO,) e acetonitrila (MeCN) em um gradiente linear de 40% a 100% de MeCN
em 35 minutos, terminando com 100% de MeCN em 5 minutos. Utilizou-se coluna de fase
reversa Cig (4,6 mm x 250 mm, 5 pm), fluxo de 1 mL/min e volume de injecdo de 30 pL. A
presenca de algumas classes de metabdlitos secundarios foi inferida através de seus espectros
de absorcéo no UV obtidos por CLAE-DAD e comparagdo com dados da literatura.

4.4 ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DO CONSTITUINTE
MAJORITARIO DO EXTRATO VP

Com base no perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD, iniciou-se o processo de
isolamento e purificacdo do constituinte majoritario do extrato VP. Para isso, foram utilizados
métodos cromatograficos em coluna e em camada delgada, com auxilio dos seguintes
materiais disponibilizados pelo NIPPAN:

e Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV): utilizaram-se como adsorvente 200 g
de silica gel 60 H (particulas menores que 55 um) + 200 g de silica gel
(particulas de 40 a 63 pum) empacotadas em coluna de vidro com 10 cm de
didmetro, contendo placa sinterizada;

e Cromatografia em Coluna Classica: utilizaram-se como adsorvente 320 g de
silica gel (particulas de 40 a 63 um) empacotada em coluna de vidro com 5 cm

de diametro, contendo placa sinterizada;
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e Cromatografia em Camada Delgada (CCD): utilizaram-se cromatofolhas de
silica gel 60 GFz, com espessura de 0,25 mm, eluidas em diferentes
propor¢des do sistema solvente hexano:acetato de etila (Hex:AcOEt) com
gotas de &cido acético e revelacdo com irradiacdo no UV (254 nm e 366 nm) e
solucdo de vanilina em &cido sulfurico;

e Para todos os sistemas cromatograficos utilizaram-se solventes de grau P.A.,
das marcas Vetec, Cromato Produtos Quimicos LTDA, Quemis, Isofar e
Alphatec.

4.4.1 Fracionamento do extrato VP

Com o intuito de separar os constituintes do extrato VP, 10 g foram submetidos a
CLV utilizando como fase movel misturas de Hex:AcOEt em grau crescente de polaridade
(Figura 11). Foram recolhidas 10 fragdes, as quais foram agrupadas em 6 outras novas (VP-1
a VP-6) de acordo com a semelhanca entre os perfis cromatogréaficos observados na CCD.
Considerando-se o rendimento das fracdes obtidas pela CLV, foi selecionada aquela de maior

massa (VP-5) para dar continuidade ao estudo fitoquimico.

Figura 11— Fotografia do processo de Cromatografia Liquida a VVacuo.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.
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4.4.2 Fracionamento da VP-5

Com o objetivo de separar os constituintes da fracdo VP-5 (3,588 g) previamente
selecionada, conforme descrito no item 4.4.1, procedeu-se & Cromatografia em Coluna
Classica (CC) utilizando como fase mdvel misturas de Hex:AcOEt em grau crescente de
polaridade (Figura 12). Foram recolhidas 114 subfracdes, as quais foram posteriormente
agrupadas em 7 outras novas (VP-5-1 a VVP-5-7) de acordo com a semelhanca entre os perfis

cromatograficos observados na CCD.

Figura 12 — Fotografia do processo de Cromatografia em Coluna Classica.
T, , 3 y l'

4

e

/

B ,
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

Em seguida, observou-se uma nitida precipitagdo de cristais nos frascos de vidro
transparente que continham a subfragdo VP-5-5. Com o intuito de verificar a pureza dessa
substancia na forma de cristais, procedeu-se a retirada do sobrenadante e completa evaporacéo
do solvente para que a mesma pudesse ser submetida a analise em CCD, utilizando como
sistema solvente Hex:AcOEt 1:1 (v/v) e revelagdo com vanilina sulfdrica 5%. Tendo em vista
os perfis cromatograficos obtidos nesta CCD, a substancia obtida foi codificada como VP-S1.

O fluxograma do processo de isolamento pode ser visualizado na Figura 13.



Figura 13 — Fluxograma de isolamento da substancia VP-S1.

Extrato VP
10g)

CLV
Eluigdo gradiente
100% Hex a 100% AcoEt

0615g  0819g  1,047g 1038g 3.588¢g 0,603 g

CcC
Elui¢do gradiente

80% Hex a 100% AcoEt

57

VP-5-149 VP-520020 VP-53304y VP-544se) VYP-S5S56179 VP-S5-6s0100) VP-5-7q0111

0.025g  0,032¢g 0,034 g 0,077g 1,201 g 0260 g 0,650 g
Sobrenadante Precipitado (Cristais)
Y W
VP-5-5_, Substincia VP-S1
0,579 g 0,622 g

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.
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4.4.3 ldentificagdo da substancia VP-S1

Com o objetivo de identificar a estrutura quimica, a substancia VP-S1 foi
submetida & analise espectroscépica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *C,
realizada no Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFJF. A substancia
isolada foi solubilizada em cloroférmio deuterado (CDCI3, Cambridge Isotope Laboratories)
e analisada em espectrometro BRUKER AscendTM 500 operado em 500 MHz (RMN de ‘H)
e 125 MHz (RMN de '*C) com software TopSpin 3.2. Os espectros obtidos foram

comparados com os existentes na literatura.

45 ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS PERFIS CROMATOGRAFICOS DA
SUBSTANCIA VP-S1 E DO EXTRATO VP

Inicialmente, com objetivo de obter o perfil cromatografico, a substancia VP-S1
foi submetida a analise por CLAE-DAD nas mesmas condic¢Bes analiticas descritas no item
4.3, porém, sendo solubilizada em MeCN grau HPLC. Em seguida, uma andalise comparativa
entre os perfis dessa substancia e do extrato VP foi realizada por meio da sobreposicdo dos

cromatogramas obtidos para ambas as amostras.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO VP E DA
SUBSTANCIA VP-S1

Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados no Laboratorio de
Bioatividade Celular e Molecular, localizado no Centro de Pesquisas Farmacéuticas da
Faculdade de Farmécia da UFJF, com auxilio dos seguintes equipamentos e materiais:

e Cabine de Seguranca biologica classe 11 B2 (Veco);

e Estufa bacterioldgica (Quimis);

e Autoclave (Prismatec);

e Micropipetas (Thermo Scientific);

e Microplacas de 96 pocos (SPL Life Sciences);

e Placas de Petri 90 x 15 mm (Plastlabor);

e Meios de cultura: Agar Miieller-Hinton (Difco), Caldo Mieller-Hinton (Difco);

e Antibacterianos: Ampicilina (Sigma-Aldrich), Cloranfenicol (Sigma-Aldrich);
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¢ Indicador bioldgico: cloreto de trifeniltetrazdlio (Vetec);
e Solucdo padronizada 0,5 de Mc Farland (DME Diagndsticos Microbioldgicos
Especializados).
A atividade antibacteriana do extrato VP e da substancia VP-S1 foi investigada
por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) empregando-se o
método de microdiluicdo em caldo conforme as recomendacGes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2012b, 2014), com pequenas adaptacdes. Adicionalmente,
foram determinados a Concentragdo Bactericida Minima (CBM), assim como o efeito
farmacologico bactericida ou bacteriostatico das amostras segundo método descrito por
Andrews (2001), com pequenos ajustes.
Os procedimentos microbioldgicos foram realizados com cepas de referéncia da
American Type Culture Collection (ATCC), na segunda passagem, obtidas do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil. Os ensaios incluiram as seguintes cepas representativas
de grupos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos fermentadores e ndo fermentadores:

e Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 6538™);

Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC®29213™);

e Escherichia coli (ATCC® 10536™);

e Escherichia coli (ATCC®25922™);

 Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Choleraesuis (ATCC® 10708™);

 Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Typhimurium (ATCC® 13311™);

e Pseudomonas aeruginosa (ATCC®9027™);

e Pseudomonas aeruginosa (ATCC®27853™),

Durante o texto, os termos adotados para referenciar as cepas descritas anteriormente
foram:

e S. aureus ATCC 6538;

e S.aureus ATCC 29213;

e E.coli ATCC 10536;

e E.coli ATCC 25922;

e S. Choleraesuis ATCC 10708;

e S. Typhimurium ATCC 13311;

e P.aeruginosa ATCC 9027,

e P.aeruginosa ATCC 27853.
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O armazenamento das cepas de referéncia foi feito através da manutencdo das
mesmas como suspensdes densas em solucdo contendo leite desnatado (Molico, Nestlé) a
10% (p/v) acrescido de glicerol (Synth) a 10% (v/v) (solucdo LDG). Para cada cepa foi
preparada uma suspensdo densa (obtida a partir de crescimento de 24 horas) diretamente em
1,0 mL de solucdo LDG distribuida previamente em tubos plasticos com tampa de rosca
proprios para congelamento (Inlab). A seguir, estes tubos foram armazenados em uma

temperatura de cerca de 20°C negativos.

4.6.1 Determinacdo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacdo da CIM utilizando o método de microdiluicdo em caldo,
solucdes-estoque (SEs) das amostras (extrato VP e substancia VP-S1) e dos antibacterianos de
referéncia (ampicilina e cloranfenicol) foram preparadas com diferentes sistemas
solvente/diluente, obtendo-se concentracfes finais de 10 mg/mL para a SE do extrato e
1mg/mL para as SEs da substancia VP-S1, ampicilina e cloranfenicol, conforme demonstrado
na Tabela 2.

As amostras testadas foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO), cuja
concentracdo final nas SEs ndo ultrapassou 2%. Este valor foi estabelecido de acordo com
parametros validados para 0 método, no intuito de cumprir o limite maximo de 1% de DMSO
no poco da microplaca, conforme recomendacdo descrita no documento M100-S24 (CLSI,
2014). Estes percentuais também estavam em consonancia com agueles preconizados por
Langfield e colaboradores (2004). Estes autores empregaram microplaca para determinagéo
rapida e sensivel da atividade antibacteriana, visando a triagem de plantas medicinais e a
identificacdo de seus principios ativos. A recomendacao era de que as SEs ndo ultrapassassem
5% de DMSO antes da diluicdo, de modo que as concentracdes finais desse diluente nos
pocos fossem tipicamente menores que 1% (LANGFIELD et al., 2004) (Tabela 2).

Para o preparo da SE da VVP-S1, levou-se em consideragéo a limitada solubilidade
dessa substancia em agua e, por isso, foram adicionados 2% de Tween 80 ao diluente com o
objetivo de evitar sua precipitacdo na solucdo (MAZUR et al., 2015). As SEs dos
antibacterianos selecionados como referéncia foram preparadas utilizando-se os solventes e
diluentes descritos no documento M100-S24 (CLSI, 2014) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Descri¢do da composicéo das solugdes-estoque (SEs) para realizagdo do método de

microdiluicdo em caldo.

Concentracao Final

SE Solvente Diluente SE (mg/mL)
Extrato VP Dimetilsulfoxido Agua destilada estéril 10,0
Agua destilada estéril
Substancia VP-S1 Dimetilsulféxido + 1,0
Tween 80
- Tampado fosfato Tampéo fosfato

Ampicilina 0,1 M pH 8,0 0,1 M pH 6,0 10
Cloranfenicol Etanol 95% Agua destilada estéril 1,0

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

Para o preparo das suspensdes bacterianas, as cepas de referéncia foram
inicialmente inoculadas em Agar Mueller-Hinton (AMH) e incubadas por 16 a 18 horas, em
estufa bacteriologica a 35° + 2°C, em aerobiose. Apds o crescimento bacteriano, cinco
Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) foram transferidas para um tubo de ensaio 13 x 100
mm contendo 3,5 mL de solucdo salina estéeril (NaCl 0,9% p/v). As suspensdes obtidas foram
comparadas visualmente e ajustadas a escala padrdo 0,5 de Mc Farland (CLSI, 2012b).

O método de microdiluicdo em caldo foi realizado em microplacas de 96 pocos de
fundo plano, utilizando-se uma microplaca para cada amostra e cepa de referéncia. A partir
das SEs foram realizadas diluigdes seriadas diretamente nas microplacas, conforme esquema
ilustrativo apresentado pela Figura 14, obtendo-se um gradiente de concentracdo de 0,039 a
5,0 mg/mL para o extrato VP e de 3,9 a 500 pg/mL para a substancia VP-S1 e 0s
antibacterianos de referéncia. Inicialmente, foram adicionados 100 pL de caldo Mueller-
Hinton (CMH) aos pogos da microplaca. Em seguida, foram acrescentados 100 pL das SEs
aos poc¢os 1 a 7 da fileira A. Apds homogeneizacdo, foram transferidos 100 uL da fileira A
para B e assim sucessivamente até a fileira H. Dos pocos da fileira H foram descartados 100
uL, remanescendo igual volume em toda a coluna. Apdés a realizacdo das diluigdes seriadas
das amostras e antibacterianos de referéncia em triplicata e duplicata, respectivamente, foram

adicionados aos pocos 10 pL da suspenséo bacteriana previamente padronizada.
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Figura 14 — Esquema ilustrativo do procedimento de dilui¢do seriada realizada na microplaca.
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SE: solugéo-estoque; CMH: caldo Miieller-Hinton. Fonte: ADAPTADO DE TEMPONI, 2012.

No intuito de garantir a confiabilidade dos resultados foram realizados, em cada
microplaca, controles referentes a interferéncia das amostras sobre o caldo Mueller-Hinton
(meio) (IAM) e dos sistemas solvente/diluente sobre o caldo Mueller-Hinton (meio) (ISM) e
sobre o crescimento bacteriano (ISC), alem dos controles negativo (CN) e positivo (CP),
demonstrados na Figura 15. Os controles IAM, ISM e ISC foram realizados para o extrato
VP, substdncia VP-S1 e também para os antibacterianos de referéncia. A disposi¢do das

amostras e dos controles na microplaca esta apresentada na Figura 16.
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Figura 15— Esquema ilustrativo dos controles do método de microdiluicdo em caldo Meller-Hinton.

IAM ISM ISC CcpP CN
+ + + + +
100 uL. 100 uL 100 uL 10 uL 10 pL

SE Solvente/diluente  Solvente/diluente Suspensao Salina
l l l bacteriana
Descarte Descarte Descarte
100 uL 100 uLb 100 pL
+ 4 +
10 L 10 uL 10 uL
Salina Salina Suspensio
bacteriana

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

Figura 16 — Imagem ilustrativa da microplaca utilizada para determinagdo da Concentracao

Inibitéria Minima (CIM) por meio do método de microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton.
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AM: amostra (extrato VP ou VP-S1); AMP: ampicilina; CLOR: cloranfenicol; IAM: interferéncia das
amostras sobre o caldo Mueller-Hinton; ISM: interferéncia dos sistemas solvente/diluente sobre o
caldo Mueller-Hinton; ISC: interferéncia dos sistemas solvente/diluente sobre o crescimento
bacteriano; CN: controle negativo; CP: controle positivo; *: poco vazio. Fonte: ADAPTADO DE
GASPARETTO, 2014.
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Apds incubagdo a 35° + 2°C, em aerobiose, por 16 a 20 horas, realizou-se a leitura
das microplacas pela observacdo da presenca ou auséncia de turbidez indicativa de
crescimento bacteriano. Para melhor visualizagdo dos resultados, foram adicionados 20 pL de
solucdo de cloreto de trifeniltetrazdlio (CTT) a 1 mg/mL em todos 0s po¢os, exceto naqueles
da coluna 3, referentes a uma das triplicatas da amostra testada, cujos contetdos foram
utilizados para a determinacdo da Concentra¢do Bactericida Minima e para a classificacdo do
efeito farmacoldgico bactericida ou bacteriostatico. Em seguida, as microplacas foram
incubadas por mais 30 minutos nas mesmas condi¢Ges anteriormente descritas. Apds
incubagdo, os pogos que apresentaram coloragéo rosa a avermelhada indicaram crescimento
bacteriano e 0s que mantiveram a cor original, auséncia de crescimento. A CIM foi, entéo,
determinada como a menor diluicdo capaz de inibir o crescimento visivel da cepa testada,
conforme conceito descrito no documento M07-A9 (CLSI, 2012b).

4.6.2 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e do Efeito

Farmacologico Bactericida ou Bacteriostatico

A partir das colunas das microplacas que ndo receberam solugdo de CTT foram
retiradas, com auxilio de alca microbiolégica calibrada, aliquotas de 10 pL dos pogos
correspondentes aqueles onde ndo foi observado crescimento bacteriano. Essas aliquotas
foram estriadas em placas de Petri contendo AMH e ap0s incubacdo das placas em estufa a
35° £+ 2°C, em aerobiose, por 18 a 20 horas, analisou-se a presenca ou auséncia de crescimento
de colonias. Assim, as concentragdes do extrato VP ou da substancia VP-S1 que permitiram o
desenvolvimento bacteriano no AMH foram definidas como bacteriostaticas e as que inibiram

0 crescimento, como bactericidas (Figura 17).



Figura 17— Imagem ilustrativa do procedimento para determinacdo da Concentracao

Bactericida Minima (CBM) e do efeito farmacologico bactericida ou bacteriostatico.
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CTT: Cloreto de trifeniltetrazélio. Fonte: ADAPTADO DE GASPARETTO, 2014.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO DO EXTRATO VP

No presente estudo foram obtidos 14 g do extrato VP e, ap6s o devido preparo,
esse extrato foi submetido a analise em CLAE-DAD no comprimento de onda de 210 nm
(Figura 18). A partir do perfil cromatografico obtido, foi possivel observar a presenca de 6
picos nos tempos de retencédo (tr) de 9.467, 13.818, 14.378, 15.044, 15.746 e 16.410 minutos,
sendo nitida a presenga de uma substancia majoritaria correspondente ao pico no tr de 15.044.

Figura 18 — Cromatograma do extrato VP obtido por CLAE-DAD a 210 nm.

3.00 +
] <
] <t
1 Q
2.50+ n
] I
2,001
1 [ee]
~
1 «
2 150] “
1.00+ |‘
] col‘
] ~ Q || |§E
0.50 © “® -
] < ‘—|‘| 0O
) l ||
1 -1. N | *-v
0.004 AN RN Y VAN - _ —— o a
-7 T T T T T T T T | T T T T T T T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Minutos
Perfil cromatografico em coluna de fase reversa Cig (4,6 mm x 250 mm, 5 um); fase movel
binaria composta de H,O (0,5% H3PO,) e MeCN em um gradiente linear de 40% a 100% de
MeCN em 35 minutos e 100% de MeCN em 5 minutos; fluxo de ImL/min; [ ] amostra: 2mg/mL.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

Na Figura 19, observam-se 0s espectros de absor¢do na regido do UV
correspondentes aos picos detectados no cromatograma. Os trés primeiros espectros
apresentam perfis sugestivos de flavonoides. De acordo com Tsimogiannis e colaboradores
(2007), espectros tipicos dessas substancias apresentam bandas de absorcdo nas faixas de
comprimento de onda (1) de 300-385nm e 250-295 nm. Os demais espectros no UV sugerem
a presenca de LSTs, considerando-se as bandas de absorcéo obtidas dentro da faixa de A de
210-220 nm caracteristica dessas substancias (FISCHER; OLIVIER; FISCHER, 1979; XU;
YE; ZHAO, 2011).
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Figura 19 — Espectros de absorcéo na regido do UV dos picos obtidos no cromatograma do extrato VP.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

Os resultados derivados de duas Dissertacdes intituladas "Investigacdo dos
constituintes e atividades farmacoldgicas de Vernonia polyanthes Less" (TEMPONI, 2012) e
"Caracterizagcdo quimica e investigacdo das atividades antibacteriana e anti-inflamatoria
topica de Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae)” (RODRIGUES, 2013), produtos do nosso
grupo de pesquisa, demonstraram a necessidade de se delinear estratégias visando a aplicacdo
de um método de extracdo mais eficiente para obtencdo de flavonoides e terpenos e o
aprofundamento dos dados quimicos e de atividade antibacteriana do extrato obtido e de seu
constituinte majoritario. Com este foco, optou-se pelo extrato de lavagem foliar, visto que
plantas do género Vernonia produzem uma variedade de flavonoides e LSTs importantes para
a saude humana e que esses constituintes encontram-se principalmente nas folhas e nos
tricomas glandulares (FAVI et al., 2008; SCHILMILLER; LAST; PICHERSKY, 2008;
WAGNER; WANG; SHEPHERD, 2004).

Por meio da adocdo da mesma estratégia para obtencdo de constituintes quimicos
presentes nos tricomas glandulares de V. polyanthes, Igual e colaboradores (2013) procederam
a extracdo por lavagem foliar com MeOH e, a partir desse extrato, foram isoladas diversas
substancias, com destaque para os flavonoides e LSTs. Embora ndo tenham sido encontrados
na literatura relatos adicionais de investigacdes fitoquimicas deste tipo de extrato para esta
planta medicinal, a predominancia de flavonoides e LSTs em extratos de lavagem foliar de
espécies distintas da familia Asteraceae é reportada em outros estudos (APPEZZATO-DA-
GLORIA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011).

Ambrasio e colaboradores (2008), a partir da analise por CLAE-DAD do extrato de
lavagem foliar de Tithonia diversifolia com DCM e posterior comparagdo com biblioteca de
compostos, identificaram 14 LSTs, um diterpeno e um flavonoide. Finalmente, em um estudo

fitoquimico do extrato de lavagem foliar de Viguiera gardneri, também com DCM, foram
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isoladas 5 LSTs (SCHORR et al., 2002). Os dados no presente estudo corroboram a extracdo
preferencial de substancias pertencentes a classes de flavonoides e LSTs pelo método de

lavagem foliar e condizem com os resultados descritos na literatura.

5.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DO CONSTITUINTE MAJORITARIO DO
EXTRATO VP

A andlise prévia de extratos ou fracBes tornou-se mais eficiente devido ao
desenvolvimento de modernas técnicas hifenadas como CLAE-DAD. Porém, um extrato é
uma mistura de substancias, sendo dificil a aplicacdo de uma Unica técnica de separacdo para
o0 isolamento de seus contituintes. Dessa forma, o extrato é inicialmente separado em varias
fracbes que contém substancias de polaridades ou tamanhos moleculares semelhantes
(SARKER; LATIF; GRAY, 2005; SARKER; NAHAR, 2012). Assim, com base no perfil
cromatogréafico do extrato VP obtido por CLAE-DAD (Figura 18), procedeu-se a separagao
dos componentes desse extrato, no intuito de se isolar seu constituinte majoritario.

O fracionamento inicial do extrato VP por CLV resultou na obtencédo de 6 fracGes
apresentadas na Tabela 3. A fracdo VP-5 foi obtida com maior massa, sendo selecionada para
dar continuidade ao processo de isolamento. Posteriormente, a separacdo dos constituintes da
fracdo VP-5 por CC permitiu a obtencdo de 7 subfragcGes (Tabela 4).

Tabela 3 — Fragdes obtidas por CLV do extrato VP.

Cadigo da Fracoes Massa (g) Sistema Eluente
Fracao agrupadas
VP-1 1-3 0,615 Hex 100% —>Hex:AcOEt 5%
VP-2 4 0,819 Hex:AcOEt 10%
VP-3 S5-7 1,047 Hex:AcOEt 20%—> Hex:AcOEt 30%
VP-4 8 1,038 Hex:AcOEt 50%
VP-5 9 3,588 Hex:AcOEt 70%
VP-6 10 0,603 AcOEt 100%

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.



Tabela 4 — Subfragdes obtidas por CC da fragdo VP-5.

gggg?g@gi agrrtfgggz S Massa () Sistema Eluente
VP-5-1 1-9 0,025 Hex:AcOEt 10%
VP-5-2 10-29 0,032 Hex:AcOEt 10% ->Hex:AcOEt 20%
VP-5-3 30-44 0,034 Hex:AcOEt 20% —>Hex:AcOEt 25%
VP-5-4 45-60 0,077 Hex:AcOEt 25% —>Hex:AcOEt 30%
VP-5-5 61-79 1,201 Hex:AcOEt 30% ->Hex:AcOEt 40%
VP-5-6 80-100 0,260 Hex:AcOEt 40% —->Hex:AcOEt 80%
VP-5-7 101-114 0,650 AcOEt 100%

Além das subfracdes, a aplicacdo da CC a fracdo VP-5 resultou no isolamento de
0,622 g de uma substancia obtida na forma de cristais precipitados na subfracdo VP-5-5
(Figura 20). A observacéo do perfil cromatografico dessa substancia obtido por CCD permitiu

a verificacdo da presenca de mancha Unica, indicativa de uma substancia pura, como mostra a

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

Figura 21. Esta substancia isolada foi codificada como VP-S1.

Figura 20 — Fotografia dos cristais precipitados na subfragdo VP-5-5.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.



70

Figura 21 — Fotografia do perfil cromatografico em CCD da substancia VP-S1.

Perfil cromatografico em CCD eluida com fase mével composta por Hex:AcOEt 1:1 (v/v) e revelagdo
com vanilina sulfdrica 5%. 1, 2 e 3 correspondem aos frascos da subfragcdo VP-5-5 apresentados na
Figura 20. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

5.3 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA VP-S1

O espectro de RMN de *H evidencia a presenca de dois tripletos integrados para
1H cada nas regides de 6 6,14 ¢ 5,69 ppm e de 1 quarteto integrado para 3H na regido de
1,92 (Figura 22). Os dois primeiros sinais foram atribuidos aos hidrogénios vinicos na posi¢ao
3' e o terceiro, ao grupo metila na posigéo 4', devido a esses sinais serem correspondentes aos
hidrogénios do éster metacrilato (BARDON et al., 1990; PADOLINA et al., 1974).
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Figura 22 — Espectro de RMN de 'H da substancia VVP-S1 (500 MHz, CDCl5) e expanséo dos
sinais em 0= 6,14, 6= 5,69 e 6= 1,92 ppm.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

A presenca de 2 simpletos integrados para 3H cada nas regides de 6 2,06 ¢ 2,04
ppm indicam a presenca de dois grupos acetato, sendo atribuidos, portanto, aos hidrogénios
dos grupos metila nas posicdes 2" e 2", respectivamente. O simpleto largo em o 1,53 ppm
integrado para 3H foi identificado como correspondente ao grupo metila na posicdo 15,
enquanto o simpleto agudo em & 1,64 ppm foi atribuido ao outro grupo metila na posicao 14
(BARDON et al., 1990; PADOLINA et al., 1974). No entanto, como este sinal foi integrado
para 4H, sugere-se que o sinal do hidrogénio 3b, relacionado ao sinal ~1,70 nos dados da
literatura de referéncia (BARDON et al., 1990), esteja sobreposto neste simpleto em & 1,64
ppm. Segundo Pavia e colaboradores (2010), grupos metila séo identificados com frequéncia
como um pico isolado e agudo, mesmo quando sobrepdem outras absor¢des de CH.

Ainda em relacdo ao espectro de RMN de *H, observa-se 1 dupleto em & 4,89 ppm
(J= 9,5 Hz) integrado para 1H (Figura 23), atribuido ao H-6 de acordo com os dados
verificados na literatura de referéncia (BARDON et al., 1990).
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Figura 23 — Espectro de RMN de 'H da substancia VP-S1 (500 MHz, CDCl5) e expansio do
sinal em 6= 4,89 ppm.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

Além disso, o espectro mostra sinais mal resolvidos nas regides de 6 4,80 ppm
(3H) e 6 2,22 — 3,0 ppm (6H). Dessa forma, por meio da integragdo e da comparagdo com 0s
dados de referéncia, os sinais nessas regibes foram identificados como multipletos e
atribuidos aos trés hidrogénios (H-8, H-13a, H-13b) e aos seis hidrogénios (H-2a, H-2b, H-3a,
H-5, H-9a, H-9Db), respectivamente, conforme apresentado na Tabela 5.

De acordo com Costa e colaboradores (2000), que reportou dados de RMN de *H
para o glaucolideo B, o espectro obtido a 27° C, demonstrou sinais mal resolvidos nas regifes
em 6 4,75 ppm (3H) e 6 2,22 — 3,0 ppm (6H) e associa esse fato a existéncia de varios
conférmeros em equilibrio, devido a flexibilidade do anel de dez membros da molécula.
Considerando que o glaucolideo B se difere da substancia referéncia glaucolideo A, apenas
pela presenca do grupo acetato ao invés do metacrilato na posicdo C-8, esta pode ser a
explicacdo para a presenca destes sinais no espectro obtido a 25°C no presente estudo.

Em relacdo ao espectro de RMN de **C (Tabela 6, Figura 26), observa-se a

presenca de 23 tipos de carbonos magneticamente distintos. Em func¢do do deslocamento de
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206,6 ppm, foi possivel identificar a presenca de um grupo carbonila em C-1. Comparando-se
os dados obtidos com a literatura, 4 sinais na regido de & 169,7 — 170,2 ppm, compativeis
com carbonos da funcao éster, foram atribuidos a C-12, C-1', C-1" e C-1". Ja os 4 sinais entre
8 125,0 — 163,3 ppm foram relacionados aos carbonos néo saturados (sp®) C-7, C-11, C-2' e
C-3'. Neste espectro, observa-se também a presenca de 6 sinais entre & 55,0 — 84,7 ppm
compativeis com os carbonos saturados (sp°) ligados a oxigénio C-4, C-5, C-6, C-8, C-10 e C-
13. Por fim, os 8 sinais na regido de 6 18,0 — 40,3 ppm foram atribuidos aos carbonos
metilénicos C-2, C-3, C-9 e metila C-14, C-15, C-4', C-2" e C-2", ndo ligados a elemento
eletronegativo (BARDON et al., 1990; PAVIA et al., 2010). Assim, a comparagio dos dados
espectroscopicos obtidos dos espectros de RMN de *H e de *C da substancia VVP-S1 com os
dados oriundos da literatura (BARDON et al., 1990; PADOLINA et al., 1974), permitiu
concluir que essa substancia é a LST glaucolideo A (Cy3H25010), representada a seguir (Figura
24).

Figura 24 — Estrutura quimica do glaucolideo A.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.



Tabela 5 — Dados obtidos de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia VP-S1 e dados do

glaucolideo A descritos na literatura.

Dados Observados

Literatura*

Hidrogénios 5 ppm 5 ppm
2a 2,93 (1H, m) 2,93 (1H, ddd, J= 17,0; 11,0 € 5,5 Hz)
2b
- 2,29 (2H, m) 2,50 (2H, m)
5 2,74 (1H, d, J= 9,5 Hz)
9a 2,19 (2H, m) 2,82 (1H, dd, J= 15,5; 7,5 Hz)
8 4,83 (1H, dd, J= 13,1)
13a 4,80 (3H, m) 4,90 (1H, dd, J= 13,1)
13b 4,93 (1H, d, J= 7,5)
6 4,89 (1H, d, J= 9,5 Hz) 4,89 (1H, d, J= 9,5 Hz)
9b 2,59 (1H, m) 2,41 (1H, d, J= 15,5 Hz)
3b ~1,70
14 164 (aH, s) 1,67 (3H, s)
15 1,53 (3H; 5) 1,61 (3H, s)
. 6,14 (LH, t, J= 1,0 Hz) 6,16 (LH, t, J= 1,0 Hz)
5,69 (1H, t, J= 1,0 Hz) 5,69 (1H, t, J= 1,0 Hz)
4 1,92 (3H, g, J= 1,0 Hz) 1,96 (3H, g, J= 1,0 Hz)
o 2,06 (3H, 5) 2,07 (3H, 5)
o 2,04 (3H, s) 2,06 (3H, 5)

*: BARDON et al, 1990 (270 MHz, CDCIl;). &: deslocamento quimico, J: constante de
acoplamento, s: simpleto, d: dupleto, dd: duplo dupleto, ddd: duplo dupleto duplo, t: tripleto, q:
quarteto, m: multipleto. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.
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Figura 25 — Espectro de RMN de *H do glaucolideo A (500 MHz, CDCl5).
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Tabela 6 — Dados de RMN de *C (125 MHz, CDCl5) da substancia VVP-S1 e dados do

glaucolideo A descritos na literatura.

Carbono Dados Observados Literatura*
o (ppm) o (ppm)
1 206,6 207,1
2 32,8 33,3
3 31,8 32,5
4 61,4 61,0
5 58,7 59,5
6 80,8 81,1
7 163,3 162,8
8 64,4 64,5
9 40,3 42,0
10 84,7 84,5
11 125,0 126,0
12 169,7 169,5
13 55,0 55,3
14 18,8 19,1
15 20,7 19,1
1 166,2 166,3
2' 134,7 135,2
3 127,8 127,2
4' 18,0 17,8
1" 170,9 170,6
2" 22,4° 20,8
(N 170,2 170,0
2" 21,0 20,5

* BARDON et al., 1990 (67 MHz, CDCly). a: Os sinais podem estar trocados.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.



Figura 26 — Espectro de RMN de “*C do glaucolideo A (125 MHz, CDCls).
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5.4 ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS PERFIS CROMATOGRAFICOS DO
EXTRATO VP E DO GLAUCOLIDEO A

O perfil cromatogréafico obtido a partir da anélise do glaucolideo A por CLAE-
DAD (Figura 27), nas mesmas condigdes analiticas utilizadas para o extrato VP, demonstrou a
presenca de pico Unico (tr = 15.020 min.) proximo aquele da substancia majoritaria observado
no cromatograma do extrato VP (tr = 15. 044 min.) (Figura 18, p. 66). O espectro no UV
revelou a absorc¢do desta substancia no comprimento de onda de 211 nm, dentro da faixa de y
caracteristica de LSTs (FISCHER; OLIVIER; FISCHER, 1979; XU; YE; ZHAO, 2011).
(Figura 28). A andlise comparativa dos cromatograma obtidos neste estudo permitiu

confirmar que o glaucolideo A isolado é a substancia majoritaria do extrato VP (Figura 29).

Figura 27 — Cromatograma do glaucolideo A obtido por CLAE-DAD a 210 nm
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Perfil cromatografico em coluna de fase reversa Cig (4,6 mm x 250 mm, 5 um); fase mével binéria
composta de H,0 (0,5% H3PO,) e MeCN em um gradiente linear de 40% a 100% de MeCN em 35
minutos e 100% de MeCN em 5 minutos; fluxo de 1mL/min; [ ] amostra: 2mg/mL. Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

Figura 28 — Espectro de absorcdo na regido do UV do glaucolideo A.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.
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Figura 29 — Comparacdo entre os perfis cromatograficos do glaucolideo A e do extrato VP.

3.20
3.00
2.80
260
240
220
2,00
1.80:
2 1.60-
1.40:
1.20:
1.00
0.30
0.60
0.40

020
000 -

00 200 00 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 | 2200 2400 2600 2800  30.00 200 3400
Mintos

Glaucolideo A (perfil em cor vermelha), Extrato VP (perfil em cor preta). Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

O glaucolideo A é uma LST y-lactona conjugada do tipo germacranolideo que,
em 1975, ja era relatada por Mabry e colaboradores como a LST majoritéria de diversas
espécies mundialmente distribuidas do género Vernonia (MABRY et al., 1975), tendo sido
isolada primeiramente de V. polyanthes por Igual e colaboradores (2013). Assim, 0 presente
estudo constitui 0 segundo relato de isolamento do glaucolideo A dessa espécie vegetal.

No contexto biologico, o glaucolideo A é conhecido por inibir o apetite e 0
desenvolvimento de larvas de insetos herbivoros da ordem Lepdoptera, possuindo acgdo
inseticida (BURNETT JR et al., 1974; VIEGAS JUNIOR, 2003). Cunha e colaboradores
(1999) demonstraram a atividade antinociceptiva do glaucolideo A. Embora esta LST seja
amplamente identificada em espécies do género Vernonia, ainda sdo escassos os relatos de
suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas. Outros glaucolideos sdo apresentados como
detentores de propriedades relaxantes do musculo uterino (CAMPOS et al., 2003), além de
apresentarem atividades moluscicida (BORKOSKY et al., 2009) e citotoxica (WILLIAMS et
al., 2005).
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55 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO VP E DO
GLAUCOLIDEO A

Os valores de CIM, obtidos pelo método de microdiluigdo em caldo para o extrato
VP e para o glaucolideo A, estdo apresentados na Tabela 7. Nas condi¢Bes do ensaio, 0
extrato VP apresentou atividade antibacteriana, inibindo o crescimento de 5 das 8 cepas

testadas, sendo mais ativo frente a S. aureus ATCC 6538 e ATCC 29213, com valores de
CIM iguais a 0,625 mg/mL.

Tabela 7 — Valores de CIM determinados por microdiluicdo em caldo para o extrato VP e

glaucolideo A.

Cepa de Referéncia ¢V
Extrato VP (mg/mL) Glaucolideo A (ug/mL)

S. aureus ATCC 6538 0,625 250

S. aureus ATCC 29213 0,625 500
E. coli ATCC 10536 5,0 > 500
E. coli ATCC 25922 >5,0 > 500

S. Choleraesuis ATCC 10708 50 > 500
S. Thyphimurium ATCC 13311 5,0 > 500
P. aeruginosa ATCC 9027 >50 > 500
P. aeruginosa ATCC 27853 >5,0 > 500

™ Valores > 5,0 mg/mL e < 0,039 mg/mL para o extrato VP e > 500 pg/mL e < 3,9 ug/mL para o

glaucolideo A ndo foram avaliados neste estudo. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR,
2015.

De forma semelhante ao extrato VP, o glaucolideo A apresentou atividade
antibacteriana frente as referidas cepas de S. aureus, com valores de CIM de 250 pug/mL e 500
Hg/mL, respectivamente, no entanto, esta substancia foi inativa frente as outras cepas nas
concentraces testadas, ou seja, até 500 pg/mL. Os antibacterianos de referéncia apresentaram
valores de CIM compativeis com aqueles preconizados pelo documento M100-S24 (CLSI,
2014), conforme apresentado na Tabela 8. Os controles realizados descartaram quaisquer
possiveis interferéncias nos resultados.
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Tabela 8 — Valores de CIM determinados por microdiluicdo em caldo para os antibacterianos

de referéncia ampicilina e cloranfenicol.

CIM (pg/mL)”

Cepa de Referéncia

AMP CLOR
S. aureus ATCC 6538 < 3,9# 7,8
S. aureus ATCC 29213 <39 15,6”
E. coli ATCC 10536 <39 <39
E. coli ATCC 25922 <39 <39
S. Choleraesuis ATCC 10708 <39 <39
S. Thyphimurium ATCC 13311 <3,9 <3,9
P. aeruginosa ATCC 9027 > 500" 62,5
P. aeruginosa ATCC 27853 > 500 62,5

AMP: ampicilina; CLOR: cloranfenicol. *: valores de CIM obtidos para os antibacterianos de
referéncia estdo de acordo com aqueles estabelecidos pelo CLSI (2014) para S. aureus ATCC 29213
(0,5 a 2 — ampicilina) e (2 a 16 — cloranfenicol); E. coli ATCC 25922 (2 a 8) e P. aeruginosa ATCC
27853 (ndo responde), conforme documento M100-S24 *: valores > 500 pg/mL e < 3,9 pg/mL para 0s
antibacterianos de referéncia ndo foram avaliados neste estudo. Fonte: ELABORADO PELO
PROPRIO AUTOR, 2015.

Conforme descrito no item 4.6.2, aliquotas dos pocos correspondentes as
concentragBes do extrato VP e do Glaucolideo A que inibiram o crescimento bacteriano no
ensaio de microdiluicdo em caldo foram transferidas para placas de Petri contendo Agar
Mdeller-Hinton, no intuito de avaliar se o efeito farmacolégico foi bactericida ou
bacteriostatico e, assim, determinar a CBM.

A Tabela 9 mostra que os valores de CIM < 5,0 mg/mL obtidos para o extrato VP
refletiram efeito bacteriostatico. Dessa forma, os valores da CBM frente a S. aureus ATCC
6538 e S. aureus ATCC 29213 foram de 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL, respectivamente. Tendo
em vista que valores de CIM > 5,0 mg/mL para o extrato ndo foram avaliados no ensaio, ndo
foi possivel determinar a CBM para as outras cepas testadas, ficando estabelecido, portanto,
CBM > 5,0 mg/mL.
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Tabela 9 — Valores de CIM e CBM e classificacdo do efeito farmacoldgico do extrato VP.

Cepa de Referéncia CIM (mg/mL) Farnl?;i:)tl?')gico CBM (mg/mL)
S. aureus ATCC 6538 0,625 Bacteriostatico 2,5
S. aureus ATCC 29213 0,625 Bacteriostatico 1,25
E. coli ATCC 10536 5,0 Bacteriostatico >5,0
E. coli ATCC 25922 >5,0 Né&o determinado >5,0
S. Choleraesuis ATCC 10708 5,0 Bacteriostatico >5,0
S. Thyphimurium ATCC 13311 5,0 Bacteriostatico >5,0
P. aeruginosa ATCC 9027 >5,0 N3o determinado >5,0
P. aeruginosa ATCC 27853 >5.0 N3&o determinado >5,0

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.

Conforme apresentado na Tabela 4, valores de CIM obtidos para o glaucolideo A
frente as referidas cepas de S. aureus também refletiram efeito bacteriostatico. Assim, a CBM
desta substancia para S. aureus ATCC 6538 foi de 500 pg/mL, ao passo que frente a S. aureus
ATCC 29213 foi determinada CBM > 500 pg/mL, visto que valores de CIM > 500 pg/mL

para o glaucolideo A ndo foram considerados no presente estudo.

Tabela 10 — Valores de CIM e CBM e classificacdo do efeito farmacoldgico do glaucolideo A.

Cepa de Referéncia CIM (ug/mL) Farrgg:)tlcc)')gico CBM (ug/mL)
S. aureus ATCC 6538 250 Bacteriostatico 500
S. aureus ATCC 29213 500 Bacteriostatico > 500
E. coli ATCC 10536 > 500 Nao determinado > 500
E. coli ATCC 25922 > 500 Ndo determinado > 500
S. Choleraesuis ATCC 10708 > 500 Nao determinado > 500
S. Thyphimurium ATCC 13311 > 500 N&o determinado > 500
P. aeruginosa ATCC 9027 > 500 N&o determinado > 500
P. aeruginosa ATCC 27853 > 500 Né&o determinado > 500

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015.
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De acordo com Assis, Morelli-Amaral e Pimenta (2015), "Diversos autores vém
alertando acerca dos efeitos da escassez de estudos cientificos e, também advertindo para uma
possivel marginalizacdo do uso de plantas medicinais”. Estes pesquisadores reiteraram o
relato anteriormente realizado por Simdes e Schenkel (2002) onde se reportou que a maior
diversidade genética vegetal do planeta, presente no Brasil, ndo € conhecida dada & sua
complexidade, embora as plantas medicinais brasileiras sejam consideradas altamente
promissoras. Em nosso pais, um vasto niumero de espécies vegetais tem sido empregado sob a
forma de extratos brutos, infusdes ou emplastros no tratamento de diversas doengas, incluindo
infeccbes comuns (LIMA et al., 2006; ZUANAZZI; MAYORGA, 2010), porém sem o devido
subsidio cientifico para esse uso (SIMOES; SCHENKEL, 2002).

Neste cenario, as doencas infecciosas estdo associadas a altas taxas de mortalidade
e se agravam a medida que o surgimento da resisténcia bacteriana a multiplos farmacos tem
levado a perda da efetividade dos agentes antibacterianos disponiveis no mercado
farmacéutico, se tornando um problema de satde publica global (CDC, 2013). Este fato,
aliado ao aperfeicoamento das técnicas cromatograficas e dos instrumentos de analise
espectroscopica para a elucidacdo estrutural de constituintes quimicos, tem reduzido as
dificuldades e desafios na pesquisa com produtos naturais, renovando, de modo especial, o
interesse pelo potencial das plantas medicinais como fonte para a busca de novas opcoes
terapéuticas e moléculas com agdo antimicrobiana (BUTLER; BUSS, 2006; MILLER, 2011,
RODRIGUES; SOUZA FILHO; FERREIRA, 2009).

Sob a Otica da atividade antibacteriana, dados microbiolégicos previamente
obtidos por nosso grupo de pesquisa corroboraram os resultados observados em estudo
anterior (JORGETTO et al.,2011), visto que as fragbes diclorometénica e butandlica de V.
polyanthes foram ativas frente a S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 10536 e S.
Typhimurium ATCC 13311, com valores de CIM de 1,25 e 5,0 mg/mL, respectivamente
(TEMPONI, 2012). Além disso, essa autora observou o potencial antibacteriano desta espécie
vegetal frente as cepas de S. Typhimurium ATCC 13311 e P. aeruginosa ATCC 27853, cujos
achados também foram observados por Rodrigues (2013) com os extratos hexanico, em
acetato de etila e etandlico (2013).

Considerando-se os fatores supracitados e a necessidade de se aprofundar as
investigacdes microbioldgicas anteriormente realizadas pelo nosso grupo de pesquisa, 0
presente estudo investigou a atividade antibacteriana do extrato de lavagem foliar de V.
polyanthes (extrato VP) e de seu constituinte majoritario glaucolideo A (substancia VP-S1),

no intuito de corroborar cientificamente com seu uso tradicional e contribuir para o
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conhecimento da atividade farmacoldgica do glaucolideo A, além de sua participacdo no
potencial antibacteriano de V. polyanthes.

Existe uma vasta literatura que evidencia o potencial antibacteriano de espécies do
género Vernonia frente a micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos. Esta atividade
ja foi relatada para o extrato cloroférmico das partes aéreas de V. incana (BARDON et al.,
2007), extrato etanolico e fracdo cloroférmica das partes aéreas de V. ambigua, V. blumeoides
e V. oocephala (ALIYU et al., 2011), extrato etanolico e fracdes de V. condensata (SILVA,
2012) e extrato etandlico das folhas de V. amygdalina (JOHNSON; KOLAWOLE;
OLUFUNMILAYO, 2015). Contudo, os relatos sobre atividade antimicrobiana de V.
polyanthes, até o presente momento, ainda sdo escassos, sendo encontrado um total de dois
artigos quando consultada base cientifica de dados de livre acesso [BRAGA et al., 2007
(atividade  antifungica); SILVA et al.,, 2012 (atividade antibacteriana)]
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=antimicrobial+activity+and+vernonia+polyanth
es, acessado em 16 de julho de 2015).

Silva e colaboradores (2012) demonstraram, por meio do método de diluicdo em
agar, atividade antibacteriana do extrato metanolico e do 6leo essencial de V. polyanthes
frente as cepas de rotina de S. aureus (ClMggy, de 3,3 mg/mL e 2,8 mg/mL, respectivamente)
e de E. coli (CIMgygy, de 26,9 mg/mL e 24,1 mg/mL, nessa ordem), sendo o representante
Gram-positivo mais sensivel aos produtos naturais testados. Temponi (2012), por meio da
determinacdo da CIM pelo método de microdiluicdo em caldo, reportou que a fragédo
diclorometanica do extrato etandlico de V. polyanthes apresentou atividade antibacteriana
frente a S. aureus ATCC 29213 com CIM de 1,25 mg/mL e CBM de 2,5 mg/mL. Para E. coli
ATCC 10536, S. Thyphimurium ATCC 13311 e P. aeruginosa ATCC 27853, os valores de
CIM e CBM foram iguais a 5,0 mg/mL.

Os resultados obtidos com o extrato VP, empregando-se 0 mesmo método para
determinacéo da CIM, CBM e classificacdo do efeito farmacoldgico utilizados por Temponi
(2012), foram semelhantes aos obtidos por essa autora e revelaram atividade antibacteriana
frente a 5 das 8 cepas de referéncia testadas, destacando-se a acdo frente a S. aureus ATCC
29213 e ATCC 6538 com valores de CIM de 0,625 mg/mL para ambas as cepas e CBM de
1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL, respectivamente. Apesar de ndo ter sido proposta uma classificacéo
que relacione os valores de CIM e eficiéncia da atividade antibacteriana para extrato de
lavagem foliar, considerando-se os resultados do estudo realizado por Aligiannis e

colaboradores (2001) empregando 6leo essencial, dadas as devidas proporcdes, a CIM de
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0,625 mg/mL do extrato VP corresponde a uma atividade extremamente forte, alinhada a uma
espécie vegetal de efeito terapéutico promissor.

Portanto, os resultados obtidos com o extrato VP corroboram o potencial
antibacteriano de V. polyanthes, principalmente frente a S. aureus. Esse fato pode ser devido a
relativa simplicidade estrutural da parede celular de bactérias Gram-positivas, composta
essencialmente por peptideoglicano, a qual facilita a penetracdo dos compostos em contraste a
complexidade dessa estrutura em bactérias Gram-negativas (RANG et al., 2008). P.
aeruginosa, por exemplo, € um micro-organismo intrinsicamente resistente a um vasto
nimero de agentes antibacterianos devido a baixa permeabilidade de sua parece celular,
equivalente a um centésimo da permeabilidade dessa mesma estrutura em E. coli, somada a
diversos mecanismos de resisténcia natural ou adquirida, relacionados a transferéncia de
genes de resisténcia inter e intraespécies (STRATEVA; YORDANOV, 2009). Estes fatores
podem explicar a incapacidade do extrato VP de inibir, nas concentracfes testadas, o
crescimento das cepas de P. aeruginosa (MESAROS et al.,, 2007; POOLE, 2011,
STRATEVA; YORDANOV, 2009).

De acordo com a descri¢ao constante na ficha de identificacdo da cepa ATCC, S.
aureus ATCC 29213 produz uma fraca B-hemdlise em agar-sangue de carneiro, enquanto S.
aureus ATCC 6538 promove cléssica lise de eritrocitos. A diferenca de valores de CIM e
CBM entre as cepas de S. aureus testadas pode ser atribuida a variacdo da expressdo génica
entre elas, exemplificada pela presenca do gene de viruléncia que codifica a hemolisina do
tipo B. S. aureus pode albergar diferentes genes de viruléncia que codificam enterotoxinas
estafilococicas, leucocidinas, esfoliatinas, hemolisinas, toxina 1 da sindrome do choque
toxico, alelos do gene acessorio regulador (agr) e aqueles que codificam resisténcia a
antibioticos, sendo que a presenca ou auséncia desses elementos genéticos € essencial na
determinacdo do potencial de viruléncia das cepas, existindo, portanto, uma relacdo intima
entre viruléncia e resisténcia (SPANU et al., 2012).

A mesma observagdo quanto a escassez de dados na literatura sobre a atividade
antimicrobiana detectada com o extrato VP pode ser extrapolada para o glaucolideo A
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=antimicrobial+activity+and+glaucolide+A+and
+vernonia+polyanthes, acessado em 16 de julho de 2015). Sendo assim, os resultados obtidos
neste estudo foram semelhantes aqueles observados com outras LSTs isoladas de espécies do
género Vernonia.

Rabe, Mullholland e Staden (2002) demonstraram a atividade antibacteriana de

duas LSTs, vernolideo e vernodalina, isoladas de V. colorata. Essas substancias foram ativas,
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pelo método de microdiluicdo em caldo, frente a S. aureus ATCC 12600 com valores de CIM
de 500 e 250 pg/mL, respectivamente, e CIM > 8000 pg/mL e 8000 pg/mL frente a E. coli
ATCC 11775, nessa ordem. Em outro estudo realizado por Erasto, Grierson e Afolayan
(2006), também verificou-se a atividade antibacteriana de vernolideo e vernodalol (LST)
isoladas de V. amygdalina frente as cepas de rotina de Gram-positivos e de Gram-negativos.
Nessa investigacdo, vernolideo também se mostrou ativo frente a S. aureus, com valor de
CIM de 500 pg/mL, enquanto vernodalol ndo apresentou atividade. Vernolideo e vernodalol
foram inativos quando testados em um gradiente de concentracdo entre 50 pug/mL e 500
Hg/mL frente a E. coli e P. aeruginosa.

Em relagdo a atividade antibacteriana do glaucolideo A avaliado no presente
estudo, essa LST se mostrou ativa frente as cepas de S. aureus ATCC 6538 e ATCC 29213,
com valores de CIM de 250 pg/mL e 500 pg/mL, respectivamente. O glaucolideo A néo
apresentou atividade frente a E. coli, S. Choleraesuis, S. Thyphimurium e P. aeruginosa
testadas no gradiente de concentragdo méximo de 500 pg/mL.

Na tentativa de melhor entendimento dos resultados obtidos com o glaucolideo A
nos testes de atividade antibacteriana, realizou-se uma comparacdo entre as estruturas
quimicas dessa substancia e das LSTs supracitadas, assim como uma discussdo do provavel
grupamento responsavel por essa agao.

As LSTs mencionadas acima, vernolideo, vernodalina e vernodalol, possuem o
grupo a-metileno-y-lactona em suas estruturas. No entanto, verifica-se a auséncia desse
grupamento no glaucolideo A (Figura 24, item 5.3) e, ainda assim, os resultados da atividade
antibacteriana sdo semelhantes entre estas substancias frente aos representantes Gram-
positivos e Gram-negativos testados. Além disso, o vernodalol, apesar de possuir o grupo o-
metileno-y-lactona, ndo foi ativo frente a S. aureus, opostamente ao glaucolideo A. Dessa
forma, sugere-se que este grupo ndo seja o determinante da atividade antibacteriana destas
LSTs. Essa informacdo ja havia sido relatada por Picman (1986) em seu artigo de revisdo
sobre atividade bioldgica de LSTs, reportando opinides divergentes quanto a dependéncia do
grupo a-metileno-y-lactona como responsavel pela atividade antibacteriana.

Os resultados da literatura sdo sugestivos de que a eficiéncia antimicrobiana das
LSTs ndo esta correlacionada apenas com a presenga da porgdo a-metileno-y-lactona ou com
o residuo do anel ciclopentenona - substituido, mostrando que outros fatores desempenham
importante papel na determinacdo da atividade antimicrobiana, incluindo os grupos
substituintes, suas posi¢des e configuracdo no esqueleto basico, aumentando ou diminuindo o
potencial de atividade das substancias (GIESBRECHT et al., 1990; PICMAN, 1986).
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Conclusdes semelhantes foram reportadas por Cartagena, Montanaro e Barddon
(2008). Nesse estudo, 30 LSTs, incluindo representantes do tipo germacranolideo, também
apresentaram atividade antibacteriana seletiva para micro-organismos Gram-positivos e, da
mesma forma, os resultados demonstraram a independéncia do grupo a-metileno-y-lactona na
determinacdo da eficiéncia dessas substancias. Nessa investigagdo, LSTs inativas se
diferenciaram daquelas ativas pela auséncia de grupos hidroxila e carbonila adicionais,
confirmando a influéncia de outros grupos funcionais na atividade bioldgica dessas
substancias. Além disso, estas autoras sugerem que a inatividade destas LSTs frente as
bactérias Gram-negativas seja devido a retencdo dessas substdncias na camada
lipopolissacaridica presente na parede celular desses micro-organismos.

Em um estudo realizado por Bachelier, Mayer e Klein (2006), era esperado que o
partenolideo inibisse a enzima MurA, responsavel pela biossintese do peptideoglicano de E.
coli e P. aeruginosa, pela ligagdo do grupo epoxido ao composto tiolico de forma analoga a
fosfomicina. No entanto, a atividade inibitéria foi relativamente baixa e estes autores
concluiram que um impedimento estérico foi responsavel por esse efeito. Evidentemente, este
ndo € o unico mecanismo de acdo antibacteriana das LSTs. Entretanto, este resultado
demonstra a possibilidade de fatores inerentes a geometria molecular dessas substancias
contribuirem para a inatividade frente as bactérias Gram-negativas, além da possivel
associacdo com a complexidade da parede celular desses micro-organismos, que parece
impedir a penetragdo das LSTs lipofilicas na célula bacteriana (CARTAGENA;
MONTANARO; BARDON, 2008).

A presenga de outros grupos carbonilicos o,B-insaturados, como ésteres
conjugados e grupos epdxidos, hidroxila e O-acila, podem aumentar a atividade bioldgica de
LSTs. No entanto, outros fatores tais como geometria molecular, lipofilicidade e o ambiente
quimico podem influenciar nesta atividade (RODRIGUEZ; TOWERS; MITCHELL, 1976;
SCOTTI et al., 2007).

Considerando a auséncia do grupo a-metileno-y-lactona e do residuo do anel
ciclopentenona - substituido na estrutura quimica do glaucolideo A e com base nos dados da
literatura, a atividade antibacteriana frente a S. aureus apresentada por essa substancia pode
estar relacionada, estruturalmente, a porgao lactonica a,fB-insaturada, bem como a presenca do
éster metacrilato e outros grupos reativos como epdxido e acetato (OAc). Esses grupamentos
podem reagir com os grupos sulfidrilas presentes em sushstancias com grupos tiois.
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Em relacdo as cepas Gram-negativas testadas, apesar das suposi¢Oes, sdo
necessarios estudos aprofundados e especificos que permitam relacionar, de forma
inequivoca, a relacdo estrutura-atividade para o glaucolideo A.

Finalmente, considerando-se a propriedade antibacteriana de V. polyanthes
reportada no presente estudo, se o glaucolideo A fosse a substancia responsavel por essa
atividade observada com o extrato VP, esperaria-se valor de CIM nos patamares inferiores do
gradiente de concentracdo utilizado, ou seja, valores menores. No entanto, os resultados
obtidos foram > 250 ug/mL, o que sugere sinergismo entre substancias. Sob esta Otica, a
compreensdo da atividade de plantas medicinais pode ndo ser possivel se seus constituintes
forem analisados separadamente. Esse argumento baseia-se no fato de que as propriedades
bioldgicas das espécies vegetais seriam devidas as interacdes entre seus multiplos metabdlitos
secundarios (WINK, 2003; WINK, 2008).
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel obter as seguintes conclusdes:

O método de extracdo por lavagem foliar mostrou-se adequado para a extracdo
preferencial de LSTs e flavonoides presentes nos tricomas glandulares e folhas de V.
polyanthes;

O glaucolideo A, pertencente a classe das LSTs do tipo germacranolideo é o
constituinte majoritario do extrato de lavagem foliar de V. polyanthes obtido no
presente estudo;

O extrato de lavagem foliar de V. polyanthes e o glaucolideo A foram ativos frente as
cepas de referéncia de Gram-positivos testadas;

A atividade antibacteriana do extrato de lavagem foliar deve-se, provavelmente, ao
sinergismo entre 0s seus constituintes quimicos revelando, dessa forma, o potencial
dessa espécie vegetal para a busca de outras moléculas como possiveis prototipos de
farmacos antibacterianos;

A atividade antibacteriana do glaucolideo A esta provavelmente relacionada ao grupo
lactonico a,B-insaturado e a outros grupos reativos presentes na molécula, como
ésteres e epdxido, sendo necessaria a realizacdo de estudos aprofundados que
elucidem de forma inequivoca a relagdo estrutura-atividade dessa substancia;

Os resultados microbiologicos obtidos no presente estudo revelaram o potencial de V.
polyanthes e do glaucolideo A como possivel fitoterdpico e prot6tipo de um farmaco
antibacteriano, respectivamente, como novas opgdes terapéuticas para o tratamento de
infeccdes causadas por cepas de S. aureus, sendo necessaria a realizacdo de estudos
toxicoldgicos no intuito de confirmar a viabilidade da utilizacdo desses produtos
naturais na terapéutica em humanos, de forma segura e eficaz;

O potencial do glaucolideo A como possivel prototipo de um farmaco antibacteriano
baseia-se na perspectiva de utilizacdo de ferramentas quimicas para obtencdo de
analogos dessa molécula;

A atividade antibacteriana do glaucolideo A deve ser explorada na perspectiva do
efeito sinérgico com antibidticos sintéticos utilizados no tratamento das infeccdes por

S. aureus, como novas opgdes terapéuticas.
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