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RESUMO

Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae Bercht. & Presl.), popularmente conhecida como assa-peixe, €
uma espécie vegetal nativa da América do Sul, especialmente no Brasil, sendo tradicionalmente usada
em processos infecciosos e inflamatdrios. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo
analisar o perfil quimico e investigar o potencial antibacteriano ¢ a toxidez in vitro dos extratos de
lavagem foliar (EL-Vp) e floral (EF-Vp) de V. polyanthes. O perfil quimico foi analisado por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) e,
espectrofotometricamente, através da quantificacdo de fendis e flavonoides totais. A atividade
antibacteriana in vitro foi avaliada por meio das determinagdes da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) e da Concentragao Bactericida Minima (CBM) seguida da classificagdo do efeito antibacteriano
como bactericida ou bacteriostatico frente a oito cepas de referéncia ATCC® e dez de rotina. O efeito
combinatorio foi investigado pelo método de checkerboard, enquanto o modo de agdo foi analisado
por meio dos testes de fime kill, viabilidade celular bacteriana e extravasamento (leakage) de
compostos absorvidos a 280 nm. A toxidez foi estabelecida através dos testes de toxicidade aguda pelo
bioensaio de Artemia salina e de viabilidade celular pelo método de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). A analise do perfil cromatografico por CLAE-DAD em 230 nm
revelou a presenga de quatro picos em EL-Vp e trés no EF-Vp, sendo que glaucolideo A [pico 1, com
tempo de retencdo (tg) de 20,3 min] foi o provavel majoritario em ambos os extratos. Os espectros UV
obtidos sugeriram a presenca de lactonas e flavonoides. Os teores de fendis e flavonoides totais foram
de 1,41 £ 0,04 ¢ 2,16 £ 0,04 g/100 g e de 16,55 £ 0,01 ¢ 6,28 + 0,01 g/100 g, nessa ordem, para EL-Vp
e EF-Vp, respectivamente. EF-Vp e EL-Vp foram ativos frente a Staphylococcus aureus subsp. aureus
(ATCC" 25923™), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213™), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC® 27853™), Staphylococcus aureus resistente 4 meticilina (MRSA) 1485279, 1605677,
1664534, 1688441 e 1830466, com CIM variando de 78 a 5000 pg/mL. Ainda, EL-Vp inibiu o
crescimento de Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027"") (CIM = 5000 pg/mL) e glaucolideo A foi
ativo frente a S. aureus (ATCC® 25923™) e S. aureus (ATCC® 29213™) (CIM = 750 pg/mL). Com
base nos valores de CIM obtidos, a atividade antibacteriana foi considerada significativa, moderada ou
fraca, na dependéncia da cepa bacteriana testada. Combinados, EF-Vp e cloranfenicol (CHL)
revelaram sinergismo parcial frente & S. aureus (ATCC® 29213™) e sem efeito frente & S. aureus
(ATCC® 25923™) ¢ MRSA 1485279, com redugdo de 50% da CIM de CHL no caso do efeito
sinérgico parcial. O ensaio de time kill mostrou a reducdo da taxa de multiplicacdo bacteriana
dependendo da concentragdo e da cepa testada e efeito bactericida em 24 h de observagdo. O teste de
viabilidade celular bacteriana, realizado para determinar o nimero de Unidades Formadoras de
Colonia por mL (UFC/mL) capaz de sobreviver apdés uma hora de exposi¢do a EL-Vp ou EF-Vp,
demonstrou que EF-Vp foi mais ativo que EL-Vp, inviabilizando um maior niimero de células
bacterianas. O extravasamento de compostos absorvidos a 280 nm revelou que ambos os extratos
provavelmente causam dano na membrana celular, permitindo a liberagdo do conteido da célula
bacteriana. Quanto a toxidez, no bioensaio com A. salina, EL-Vp, EF-Vp e glaucolideo A
apresentaram valores de CLs, iguais a 3706, 2655 e 2653 pg/mL, respectivamente, sendo considerados
atoxicos frente a esses microcrustaceos com base no critério de Meyer e colaboradores (1982) (CLso >
1000 pg/mL). O teste de viabilidade celular com MTT, por sua vez, revelou que EL-Vp (30 pg/mL) e
glaucolideo A (10 e 20 pug/mL) inviabilizaram as células RAW 264.7 de forma significativa quando
comparados a DMSO 5%, mostrando-se toxicos. Os resultados obtidos sugerem que V. polyanthes ¢
uma fonte natural de substincias com potencial antibacteriano demonstrado por meio dos efeitos
antibiotico e sinérgico, inviabilizando as células bacterianas por provavel desestabilizagdo da
membrana celular, especialmente das cepas S. aureus ¢ MRSA testadas, ¢ que o glaucolideo A,
isoladamente, parece ndo ser o responsavel por essa atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Vernonia polyanthes. Asteraceae. Glaucolideo A. Antibacterianos. Staphylococcus
aureus. Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina.
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ABSTRACT

Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae Bercht. & Presl.), popularly known as "assa-peixe", is a
South America native species, especially in Brazil, being traditionally used in infectious and
inflammatory processes. In this context, the current study aimed to analyze the chemical profile
and investigate the in vitro antibacterial potential and toxicity of V. polyanthes leaves (EL-Vp)
and flowers (EF-Vp) rinse extracts. The chemical profile was analyzed by High Performance
Liquid Chromatography coupled with Diode Array Detection (HPLC-DAD) and,
spectrophotometrically, through the quantification of total phenol and flavonoid. The in vitro
antibacterial activity was evaluated through the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimal Bactericidal Concentration (MBC), followed by the classification of the antibacterial
effect as bactericidal or bacteriostatic against eight ATCC® references and ten routine strains. The
combinatory effect was investigated by the checkerboard method, while the mode of action was
analyzed through the time kill, bacterial cell viability and leakage of compounds absorbing at 280
nm assays. The toxicity was established through the acute toxicity by brine shrimp (Artemia
salina) bioassay and cell viability using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) method. The chromatographic profile analysis by HPLC-DAD at 230 nm
revealed the presence of four peaks in EL-Vp and three in EF-Vp, and glaucolide A [peak 1, with
retention time (tg) of 20.3 min] was the probable majority in both extracts. The UV spectra
suggested the presence of lactones and flavonoids. Total phenol and flavonoid contents were 1.41
+0.04 and 2.16 £ 0.04 g/100 g and 16.55 + 0.01 and 6.28 £ 0.01 g/100 g, in this order, for EL-Vp
and EF-Vp, respectively. EF-Vp and EL-Vp were active against Staphylococcus aureus subsp.
aureus (ATCC® 25923™), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 29213"™), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC® 27853™), methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 1485279,
1605677, 1664534, 1688441 and 1830466, with MIC ranging from 78 to 5000 pg/mL. In
addition, EL-Vp inhibited the growth of Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027"") (MIC = 5000
ng/mL) and glaucolide A was active against S. aureus (ATCC® 25923™) and S. aureus (ATCC®
29213™) (MIC = 750 pg/mL). Based on the MIC values, the antibacterial activity was considered
significant, moderate or weak, depending on the bacterial strain tested. Combined, EF-Vp and
chloramphenicol (CHL) revealed partial synergism against S. aureus (ATCC® 29213™) and no
effect against S. aureus (ATCC® 25923™) and MRSA 1485279, with a 50% reduction of MIC
CHL in the case of the partial synergistic effect. The time kill assay showed a reduction in
bacterial growth rate depending on the concentration and strain tested and bactericidal effect in 24
h of observation. The bacterial cell viability test performed to determine the number of colony
forming units per mL (CFU/mL), capable of surviving after one h of EL-Vp or EF-Vp exposure,
demonstrated that EF-Vp was more active than EL-Vp, reducing a greater number of bacterial
cells. The leakage of compounds absorbing at 280 nm revealed that both extracts probably cause
damage in the cell membrane, allowing the release of the bacterial cell content. Regarding the
toxicity, in the brine shrimp bioassay, EL-Vp, EF-Vp and glaucolide A presented LCso values
equal to 3706, 2655 and 2653 pg/mL, respectively, being considered nontoxic against 4. salina
based on Meyer et al. (1982) criteria (LCso > 1000 pg/mL). On the other hand, the MTT cell
viability test revealed that EL-Vp (30 pg/mL) and glaucolide A (10 and 20 pg/mL) significantly
impaired RAW 264.7 cells when compared to 5% DMSO. These results suggest that V.
polyanthes 1s a natural source of substances with antibacterial potential demonstrated by the
antibiotic and synergistic effects, making bacterial cells unfeasible due to the probable
destabilization of the cell membrane, especially of S. aureus and MRSA strains tested, and that
glaucolide A, alone, does not appear to be responsible for this antibacterial activity.

Keywords: Vernonia polyanthes. Asteraceae. Glaucolide A. Anti-Bacterial Agents.
Staphylococcus aureus. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

A frequéncia da resisténcia microbiana e a associagao desse evento com doencgas
infecciosas graves tém aumentado de forma progressiva e dramatica, ameagando a
sustentabilidade das futuras geracdes a resposta terapéutica a esses processos (BUICK et al.,
2015; WHO, 2017). Alias, de acordo com publicacio da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), futuras estratégias de inovagdo ¢ desenvolvimento devem se concentrar
principalmente na descoberta de novos antibioticos especificamente ativos contra bactérias
Gram-negativas multirresistentes e extensivamente resistentes a multiplos agentes
antibacterianos (WHO, 2017).

Os micro-organismos tém desenvolvido resisténcia tanto contra os ja bem
estabelecidos antibidticos de uso convencional quanto contra aqueles de ultima geracdo,
causando graves problemas de saude publica e prejuizos economicos, bem como contribuido
para a constante busca de substancias eficazes, seletivas e com minimos efeitos adversos para
tratar esses patogenos multirresistentes (SPELLBERG; BARTLETT; GILBERT, 2013). Este
contexto tem corroborado para o aumento do interesse, por parte dos grupos de pesquisa e
industrias farmacéuticas, sobre as propriedades antibacterianas de substancias obtidas de
produtos naturais oriundos de espécies vegetais (BRAGA, 2011; DUARTE, 2006). De fato,
de todas as substancias atualmente aprovadas como novas entidades quimicas antibacterianas,
uma significativa porcentagem delas equivale aos proprios produtos naturais ou ¢ derivada de
protdtipos com base nessas substancias (BROWN; LISTER; MAY-DRACKA, 2014).

Sob esta otica, as plantas produzem uma variedade de metabolitos secundarios
que ganham importancia devido as suas aplicagdes terapéuticas, biotecnoldgicas e
nutracéuticas. Essa producdo ¢ influenciada por fatores ambientais e genéticos e estd
relacionada, por exemplo, a defesa das espécies vegetais contra patdogenos (bactérias, fungos
ou virus) e herbivoros, ou a competicdo com espécies vizinhas, inibindo seu crescimento
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Quanto ao uso tradicional, o relato do emprego de plantas medicinais € milenar,
encontrando-se difundido por todo o mundo. Durante séculos, essas espécies vegetais
representaram a Unica fonte de agentes terapéuticos para o homem, sendo utilizadas desde a
pré-historia até os dias atuais no tratamento de doencas e disfungdes do organismo humano e

de animais, devido as suas propriedades farmacoldgicas (CHIKEZIE; OJIAKO, 2015).
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Dentre os fatores envolvidos com o aumento do consumo de produtos naturais
destacam-se a situag¢/ao socioecondmica da populagdo principalmente dos paises de terceiro
mundo (HERSCH-MARTINEZ,1995) e o pensamento de que "o que ¢é natural ndo faz mal",
acreditando, porém, ndo causar efeitos colaterais ou toxicos (CALIXTO, 2000). Assim, sabe-
se que todo medicamento, natural ou sintético, deve passar por estudos que comprovem sua
eficacia e seguranca (ALVES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013). Essa afirmacao encontra-
se respaldada pela legislagdo brasileira, onde fitoterapico ¢ definido como

"aquele medicamento obtido exclusivamente de matérias-primas de origem
vegetal, com qualidade constante e reprodutivel e que tanto o risco quanto a
eficicia seja caracterizado por levantamentos etnofarmacoldgicos,

documentagdes técnico-cientificas em publicacdes ou ensaios clinicos,
assegurando seu uso (BRASIL, 2004)."

O Brasil ¢ detentor de uma biodiversidade promissora, a maior do mundo
(DUTRA et al., 2016), como fonte de produtos naturais bioativos, cujo potencial terapéutico ¢
pobremente explorado ou regulamentado, contrastando com o que ocorre em paises
desenvolvidos (RICARDO et al., 2017; VEIGA JUNIOR, 2008). Muitas dessas espécies
vegetais, portanto, sdo empregadas como medicamentos naturais sem qualquer respaldo
cientifico quanto a sua eficacia e seguranga, o que demonstra a enorme lacuna entre a oferta
de plantas e as pesquisas que validem o seu uso popular (FOGLIO et al., 2006).

Inserida nesta biodiversidade encontra-se a Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae
Bercht. & Presl), espécie vegetal nativa do Brasil e popularmente conhecida como assa-peixe,
assa-peixe brago, estanca-sangue, tramanhém, mata-pasto, cambard-guassu, cambara-do-
branco, erva-pred e enxuga. V. polyanthes ¢ uma planta silvestre, nectarifera e polinifera
(DUTRA, 2011), comum nos cerrados de Minas Gerais, S3o Paulo, Mato Grosso e Goids
(ALVES; NEVES, 2003). Esta planta medicinal ¢ tradicionalmente utilizada no tratamento de
infecgdes, feridas, afeccdes da pele, distirbios do aparelho respiratério, disordens renais,
tor¢Oes, fraturas, contusdes, luxacdes, dores musculares, processos inflamatérios e como
antimicobacteriana, cicatrizante, diurética, emenagoga, hipotensiva e tonica (ALVES;
NEVES, 2003; KIPLIMO, 2016; OLIVEIRA et al., 2007), ocupando a 70* posi¢ao na Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL, 2009). Ainda,
como descrito acima, a assa-peixe ¢ uma fonte de néctar e pélen para producdo de mel de
excelente qualidade (DUTRA, 2011), que pode ser aplicado topicamente no tratamento de
queimaduras, uma das opgoes terapéuticas disponiveis nas praticas da medicina tradicional e

complementar (SUBRAHMANYAM, 2007).
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Sob a oOtica quimica, a triagem e/ou caracterizagdo fitoquimica do género
Vernonia demonstra a diversidade de metabdlitos, principalmente secundarios, provavelmente
também observados na espécie vegetal objeto do presente estudo, tais como alcaloides
(AUDU et al., 2012), carotenoides (BARBOSA-FILHO et al., 2008), flavonoides (TOYANG;
VERPOORTE, 2013), polissacarideos (NERGARD et al., 2004), saponinas (IGILE;
OLESZEK; JURZYSTA, 1995), taninos (ALIYU et al., 2011), terpenoides denominados
lactonas  sesquiterpénicas (LSTs) (LOPES, 1991) e triterpenos (KIPLIMO;
KOORBANALLY; CHENIA, 2011). De acordo com esses dados, a variedade significativa de
compostos quimicos induz a pesquisa do potencial farmacologico das varias espécies de
Vernonia, incluindo V. polyanthes, e estes estudos devem ser desenhados de modo a fornecer
subsidio cientifico para seu uso seguro e eficaz e para que novos medicamentos ¢ abordagens
terapéuticas alternativas possam ser propostos.

Desde 2010, nosso grupo de pesquisa vem realizando estudos visando contribuir
para este propdsito por meio do aprofundamento das investigagcdes sobre V. polyanthes
baseadas em discussdes sobre importantes topicos com foco nessa espécie vegetal, tais como
periodo de coleta, método de extragdo, composicdo quimica, atividades bioldgicas e
farmacoldgicas e pesquisa e desenvolvimento de formulagdes e formas farmacéuticas. Os
resultados derivados de projetos de Iniciacdo Cientifica e, principalmente, de Dissertacoes,
conferiram maturidade e embasamento cientificos ao nosso grupo de pesquisa para que
continudssemos avangando nas estratégias e constru¢cdo de novas abordagens, e ja geraram
dados frutiferos entre posteres apresentados e resumos publicados em eventos locais,
regionais, nacionais e internacionais, Disserta¢des, conference papers, artigos cientificos e
depdsito de patente.

Em relagdo a caracterizagdo quimica, os resultados da prospeccao fitoquimica do
extrato etanolico e fragdes hexanica, diclorometanica, em acetato de etila e butanolica das
folhas de V. polyanthes obtidos por maceragdo estitica seguida de particdo sugeriram a
presenca de flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides e esteroides, saponinas e alcaloides
(TEMPONI et al., 2012). Esses mesmos resultados foram obtidos com extrato etandlico e
fragdes dos ramos desta espécie vegetal por Minateli e colaboradores (2017). A andlise do
perfil quimico por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detecgdo por
Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) e de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) dos extratos hexanico, em acetato de etila e etanolico das folhas de V.
polyanthes obtidos por maceragao estatica direta utilizando solventes de polaridade crescente,

revelaram a presenca dos flavonoides luteolina, rutina e apigenina (RODRIGUES et al.,
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2016), e de B-amirina e dois triterpenos derivados do 4cido ursolico (RODRIGUES, 2013),
respectivamente. Finalmente, a avaliagdo quimica também por CLAE-DAD do extrato de
lavagem foliar com diclorometano desta planta medicinal, método que favorece a extracao de
compostos armazenados nos tricomas glandulares tais como LSTs (APPEZZATO-DA-
GLORIA et al., 2012), permitiu a detecg¢do de LSTs e flavonoides, tendo como substancia
majoritaria glaucolideo A, uma LST (SANTANA, 2015).

Estes achados quimicos puderam ser correlacionados as atividades antioxidante e
anti-inflamatoria sistémica e topica (MINATELI et al., 2017; RODRIGUES, 2013;
RODRIGUES, 2016; TEMPONI et al.,, 2012) e a triagem do potencial antibacteriano
(RODRIGUES, 2013; SANTANA, 2015; TEMPONI, 2012). Adicionalmente, os resultados
microbioldgicos obtidos por Santana (2015) demonstraram o potencial antibidtico do extrato
de lavagem foliar de V. polyanthes para o tratamento de infec¢des causadas por
Staphylococcus aureus, ¢ a necessidade da realizacdo de estudos adicionais com cepas de
rotina de Staphylococcus aureus resistente a meticilina [do inglés methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA)] para corroborar essa possibilidade. Ainda, ensaios de
toxicidade também se fazem necessarios visando subsidiar a utilizagdo de forma eficaz ¢
segura dessa planta nas atuais e futuras abordagens terapéuticas. Esta autora também
demonstrou que o potencial do glaucolideo A como possivel prototipo de um farmaco
antibacteriano se basearia na perspectiva de utilizacdo de ferramentas quimicas para obtengao
de derivados dessa substancia, e que sua atividade antibacteriana poderia ser explorada sob o
ponto de vista do efeito combinatdrio com antibidticos sintéticos (SANTANA, 2015).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar o perfil quimico e
investigar o potencial antibacteriano e a toxidez in vitro dos extratos de lavagem foliar e floral
de V. polyanthes, agregando subsidio cientifico para o uso eficaz e seguro dessa planta na
medicina tradicional e complementar e prospectando a pesquisa € o desenvolvimento de
novos medicamentos fitoterapicos ou de produtos tradicionais fitoterapicos acessiveis a
populacdo. Adicionalmente, os dados antibacterianos e toxicoldgicos envolvendo o

glaucolideo A foram aprofundados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONTEXTUALIZACAO DA ESPECIE VEGETAL ESTUDADA

2.1.1 A Familia Asteraceae Bercht. & Presl

Asteraceae Bercht. & Presl (Compositae Giseke) ¢ uma das principais familias
entre as Angiospermas (plantas floridas, do inglés flowering plants), abrangendo 1.911
géneros e 32913 nomes de espécies vegetais aceitos
(http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Compositae/, acesso em 07 jul. 2017). Essas
espécies estdo mundialmente distribuidas, com excecdo da Antartida; e assumindo que
existem entre 250.000 a 350.000 espécies de Angiospermas, uma em cada oito delas implica
em uma Asteracea, o que representa cerca de 10% (FUNK et al., 2009).

As Asteraceas sdo constituidas por ervas perenes, subarbustos e arbustos, mas
ocorrem também ervas anuais, lianas e arvores (CANCELLI; EVALDT; BAUERMANN,
2007; MONDIN, 2006). Seus representantes ocupam com sucesso o0s mais diversos
ambientes; entretanto, sdo mais abundantes nas regides dos tropicos e subtropicos. Sao mais
observadas em fisionomias campestres de alta altitude e menos frequentes naqueles florestais
de baixa altitude, assim como em florestas tropicais imidas (NAKAJIMA; SEMIR, 2001).

Um importante fator para o sucesso bioldgico desta familia deve-se a capacidade
de dispersdo das sementes de seus frutos, que apresentam papus plumosos, apéndices,
estruturas de aderéncia ¢ metabolitos secundarios (HEIDEN et al., 2007; VENABLE; LEVIN,
1983). Sua evolugdo ¢ marcada por uma série continua de especializacdes e modificagdes de
suas estruturas florais. Assim, a caracteristica mais marcante da Asteraceae ¢ a presenca de
flores diminutas agrupadas em inflorescéncias compactas denominadas capitulos (LOB,
2007).

Do ponto de vista econdmico, cerca de 40 espécies tém importancia direta na
alimentagdo humana, como alface e chicéria, e indireta na obten¢ao de produtos, como
girassol, camomila e carqueja. Inclusive, no Brasil, um novo olhar vem sendo depositado
especificamente sob o ponto de vista nutricional das espécies vegetais com a discussao sobre
as chamadas Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCs)
(http://www.brasil.gov.br/saude/2013/08/pesquisadores-recomendam-plantas-alimenticias-
nao-convencionais, acesso em 09 jul. 2017). De acordo com Slavin e Lloyd (2012), frutas e

vegetais mantiveram, historicamente, um lugar na orientacdo alimentar por causa de suas
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concentragdes de vitaminas, especialmente C e A; minerais, de modo especial os eletrdlitos; e
mais recentemente fitoquimicos, especialmente antioxidantes. Espécies silvestres tém
potencial nutricional, sendo que muitas sao de interesse tecnoldgico ou ornamental, e centenas
produzem metabolitos secundarios de uso farmacéutico ou industrial ou fornecem néctar e
pélen para a apicultura e também forragem para a producdo pecuaria (VITTO; PETENATTI,
2009).

2.1.2 O género Vernonia Schreb.

Vernonia Schreb. (http://www.tropicos.org/Name/40023887, acesso em 09 jul.
2017) recebeu essa denominagao em homenagem ao botanico britanico Will Vernon e
equivale a um dos maiores e mais importantes géneros da familia Asteraceae, sendo
representado por cerca de 1.000 espécies e estando mundialmente distribuido em areas
tropicais e em regides temperadas das Américas do Norte e do Sul e da Australia
(http://www.missouribotanicalgarden.org/PlantFinder/PlantFinderDetails.aspx?taxonid=2999
17&isprofile=0&pt=8, acesso em 09 jul. 2017).

Quanto a sua diversidade de espécies e as distintas opgdes terapéuticas baseadas
no seu uso, temos alguns exemplos, tais como a utilizacao do extrato alcoolico das folhas de
Vernonia scorpioides no tratamento de lesdes cutaneas, inclusive feridas cronicas e ulceras de
membros inferiores de pacientes diabéticos (DALAZEN et al., 2005); o uso do macerado de
folhas de Vernonia condensata como analgésico, anti-ulcerogénico e na prevengdo de
distarbios do estdmago e do figado (FRUTUOSO et al., 1994; SILVA et al., 2011; SILVA et
al., 2017); e o emprego das raizes de Vernonia kotschyana na medicina tradicional maliana
para o tratamento de gastrite, ulceras gastroduodenais, no auxilio da digestdo e na cicatrizagao
de feridas (NERGARD et al.,, 2004). Ainda, Vernonia cinerea, que apresentou acoes
analgésica, antipirética, anti-inflamatoéria e citotoxica IWALEWA; IWALEWA; ADEBOYE,
2003), Vernonia colorata, que demonstrou atividades anti-inflamatoria e antibacteriana
(RABE; MULHOLLAND; VAN STADEN, 2002), e Vernonia arborea, que revelou
potencial antifungico (KRISHNA-KUMARI et al., 2003). Finalmente, o cha preparado das
partes aéreas de V. polyanthes ¢ usado no Brasil como remédio natural para o tratamento da
maléria e da febre (IGUAL et al., 2013). Além disso, seu extrato hidroalcodlico revelou

propriedades hipotensoras (SILVEIRA; FOGLIO; GONTLO, 2003).
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2.1.3 A espécie Vernonia polyanthes Less.

Vernonia polyanthes Less., popularmente conhecida como assa-peixe, assa-peixe
branco, estanca-sangue, tramanhém, mata-pasto, cambara-guassu ou enxuga, ¢ uma planta
silvestre comum nos cerrados de Sao Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais € Goias, ocorrendo,
em termos de distribuicdo geografica mundial, também em outros paises da América do Sul,
tais como Argentina, Bolivia, Equador e Venezuela
(http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=2708839&tab=specimens, acesso em 09

jul. 2017) (Figura 1).

Figura 1 - Mapa da distribui¢do geografica mundial de Vernonia polyanthes

Espécizs

1 T | BE

As areas sinalizadas pela cor verde no mapa representam a distribuicdo geografica de Vernonia
polyanthes. A intensidade da cor usada como referéncia corresponde a frequéncia dessa espécie
vegetal.

Fonte: (http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=2708839&tab=specimens, acesso em 02 set.
2016)

Esta planta medicinal ¢ caracterizada por ser um arbusto com ramos angulosos e
densamente pilosos. Atinge até 2,5 metros de altura, tendo folhas com disposi¢ao alternada
com cerca de 10 cm de comprimento e 3 cm de largura, sendo &speras na face ventral e
pilosas na dorsal, curtamente pecioladas, de margem serrilhada, base atenuada e apice agudo

(LORENZIL; MATOS, 2002) (Figura 2).
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Figura 2 - Fotografia (A) das inflorescéncias e (B) das partes aéreas de Vernonia polyanthes coletadas
no Horto Medicinal da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora em agosto de
2015

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2015

A presenga de lamina foliar com caracteristicas anatomicas dorsiventrais com
tricomas glandulares em ambas as faces implica no principal marcador morfologico de V.
polyanthes. Na face adaxial (parte superior da folha), observa-se a epiderme uniestratificada
com a presenga de tricomas simples, pluricelulares, com numero varidvel de células situadas,

em geral, sobre as nervuras (LORENZI; MATOS, 2002) (Figura 3).

Figura 3 - Fotografia do tricoma glandular, sinalizado pela seta de cor preta, presente na face adaxial
da folha de Vernonia polyanthes

Corte transversal da folha de Vernonia polyanthes fotografado em microscopio de luz modelo BX41
com camera digital acoplada modelo Power Shot A640, aumento de 100 vezes. Procedimento
realizado pela Técnica Administrativa em Educag¢do Flavia Bonizol Ferrari no Departamento de
Botanica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Fonte: SANTANA, 2015
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Suas inflorescéncias brancas ou rosadas estdo dispostas nos apices dos ramos
compondo capitulos pequenos, com 10 a 15 flores reunidas em paniculas escorpioides
(ALVES; NEVES, 2003). Suas floradas duram aproximadamente dois meses, sendo
exploradas para producdo de mel que tem alto valor comercial devido as suas propriedades
medicinais. Além disso, ¢ de grande importancia para a apicultura, pois oferece grandes

quantidades de recursos alimentares para as abelhas (ALVES, 2010).

Figura 4 - Fotografia da flor de Vernonia polyanthes no inicio da maturagéo

Fonte: ALVES, 2010

Entre os relatos cientificos sobre as atividades farmacologicas de V. polyanthes,
destacam-se as propriedades diurética e hipotensora da infusdo das folhas (SILVEIRA;
RUBIO; ALVES, 2000), a capacidade do extrato hidroalcodlico das folhas de reduzir a
pressao arterial sem alterar os mecanismos renais de autorregulacdo (SILVEIRA; FOGLIO;
GONTIJO, 2003), o efeito gastroprotetor dos extratos metandlico e cloroformico das partes
aéreas (BARBASTEFANO et al., 2007), as a¢des antinociceptiva e anti-inflamatéria do
extrato etanolico das folhas (TEMPONI et al., 2012), a propriedade anti-inflamatéria topica
dos extratos hexanico e em acetato de etila das folhas (RODRIGUES et al., 2016) e,
finalmente, as atividades antioxidante do extrato etanolico e das fracdes hexanica,
diclorometanica, em acetato de etila e butanolica e anti-inflamatéria topica do extrato
etanolico dos ramos (MINATELI et al., 2017).

Considerando-se especificamente a propriedade antimicrobiana, até o presente
momento foram encontradas quatro publica¢des cientificas ao se efetuar uma atualizacdo da
literatura em um dos principais bancos de dados da area de Satde, o NCBI (do inglés

National Center for Biotechnology Information), por meio de uma de suas ferramentas
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(Pubmed), utilizando-se como palavras-chave antimicrobial activity e Vernonia polyanthes
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=antimicrobial+activity+and+Vernonia+polyant
hes, acesso em 09 jul. 2017) (BRAGA et al., 2007; MOREIRA et al., 2017; NASCIMENTO
etal., 2015; SILVA et al., 2012).

Sob a otica quimica, prospecgdes fitoquimicas realizadas a partir de extratos das
partes aéreas de V. polyanthes detectaram a presenca de alcaloides, flavonoides, taninos
hidrolisaveis, fendis, chalconas, auronas, adcidos graxos, saponinas € quinonas, aminogrupos,
acidos fixos, cumarinas, esteroides, triterpenos, glicosideos flavonicos, saponinicos e
antraquindnicos (BRAGA et al., 2007; CARVALHO et al., 2013; MINATELI et al., 2017;
SILVA etal., 2012; SOUZA et al., 2008; TEMPONI et al., 2012; WALTRICH; HOSCHEID;
PROCHNAU, 2015). A analise do perfil quimico obtido por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) realizada por Barbastefano e colaboradores (2007) apontou a presenca de
triterpenos e LSTs e de flavonoides como substancias majoritarias nos extratos cloroféormico e
metanodlico das partes aéreas desta planta, nessa ordem.

Adicionalmente, a aplicagdo de métodos espectroscopicos como CG-EM e
Ressondncia Magnética Nuclear 'H e BC (RMN 'H e "0) permitiram a identificagdo de
tridecapentaineno, germacreno D, biciclogermacreno, a-humuleno, acetato de lupeil e seu
isdmero, estigmasterol, um hirsutinolideo e dois sesquiterpenos, vernopoliantono e
vernopoliantofurano (BOHLMANN et al., 1981); de dois hirsutinolideos epiméricos € um
dehidroderivado do vernopoliantofurano (BOHLMANN et al., 1983); dos germacrenos B e D
e do e-cariofileno (SILVA et al., 2012); e dos flavonoides apigenina, isoramnetina, luteolina,
quercetina,  quercetina-3-O-B-glicosidio,  3',4'-dimetoxiluteolina,  3,7-dimetoxi-5,3',4'-
trihidroxiflavona, das LSTs piptocarpina A e glaucolideo A, dos 4cidos clorogénicos 3,5-di-
O-(E)-cafeoilquinico e 4,5-di-O-(E)-cafeoiquinico e do dacido fendlico protocatecuico

(IGUAL et al., 2013).

2.2 A METABOLOMICA E SUA RELACAO COM A EXPRESSAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

O termo "metaboloma" ¢ utilizado para denominar - identificar e quantificar - o
conjunto de metabolitos primarios e secunddrios de uma célula ou organismo em uma
determinada situacdo bioldgica (BINO et al.,, 2004; FIEHN, 2002). Por meio da analise
metaboldmica € possivel descrever quais sdo os metabdlitos presentes em uma espécie vegetal
e suas concentragdes de acordo com o ambiente, ou seja, a interferéncia dos fatores bioticos

(ocasionados pela presenca de seres vivos e suas relagdes intra e interespecificas) e abioticos
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(ambientais como luz, temperatura, solo, pH, agua e nutrientes) na biossintese dessas
substancias. Consequentemente, ¢ possivel obter informagdes sobre os processos metabolicos
ativos, e assim regular o seu metabolismo viabilizando, ou ndo, os componentes desejados,
bem como sua concentragdo (CAPRINI, 2007). A produgdo dos metabolitos secundarios, por

sua vez, pode sofrer interferéncia de varios fatores, os quais sdo mostrados na Figura 5.

Figura 5 - Esquema representativo dos fatores que interferem na producdo de metabdlitos secundarios
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Fonte: ADAPTADO DE GOBBO-NETO; LOPES, 2007

Conforme mostram as Figuras 5 e 6, um dos fatores que influencia no contetido de
metabolitos secundarios € a época em que a espécie vegetal ¢ coletada (sazonalidade), visto
que a quantidade e/ou a origem dos constituintes ativos ndo € constante durante todo o ano
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Assim, existem relatos de concentragdes sazonais de acidos
fenolicos (GRACE; LOGAN; ADAMS III, 1998), alcaloides (ELGORASHI; DREWES;
VAN STADEN, 2002), cumarinas (WILT; MILLER, 1992), glicosideos cianogénicos
(KAPLAN; FIGUEIREDO; GOTTLIEB, 1983), glicosinolatos (AGEBIRK; OLSEN;
NIELSEN, 2001), graxas epicuticulares (FAINI; LABBE; COLLI, 1999), iridoides
(HOGEDAL; MOLGAARD, 2002), o6leos essenciais (SCHWOB et al., 2004), saponinas
(NDAMBA; LEMMICH; MOLGAARD, 1994), taninos (SALMINEN et al., 2001), inclusive
de flavonoides (BROOKS; FEENY, 2004) e de LSTs (ZIDORN; STUPPNER, 2001).
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Figura 6 - Imagem ilustrativa dos principais fatores que podem influenciar no acimulo de metabolitos
secundarios em plantas
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Fonte: GOBBO-NETO; LOPES, 2007

2.3 METABOLISMO VEGETAL

Um dos principais aspectos dos seres vivos ¢ a realizagdo da atividade metabdlica,
caracterizada por um conjunto de reagdes quimicas que ocorrem no interior das células. No
caso das células vegetais, ocorrem dois tipos de metabolismo, o primdrio e o secundario. Os
metabolitos primarios compreendem as vias de modificagdo e sintese de diversas substancias
essenciais como proteinas, gorduras, carboidratos e acidos nucleicos e sdo de ocorréncia
universal (COSTA, 1978; LANA et al., 2012). Os metabolitos secundarios, por sua vez, sao
originados a partir de intermediarios biossintéticos do metabolismo primario (Figura 7). A
distribuicao diferencial dessas substancias possui valor taxondmico, tendo em vista que certos
grupos de metabolitos secundarios predominam dentro de determinados géneros ou familias

do reino vegetal (WINK, 2003).
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Figura 7 - Esquema ilustrativo da rota das principais classes de substancias provenientes dos
metabolismos primario e secundario de plantas
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Fonte: ADAPTADO DE BRAZ-FILHO, 2010

Sabe-se que os metabolitos secundarios sdo produzidos como resultado da
adaptacdo ao ambiente circundante, exercendo fungdes de defesa da planta contra predadores
e de atragdo de polinizadores, contribuindo para sua sobrevivéncia (DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012; HARTMANN, 2007; WINK, 2013). Esses metabdlitos apresentam uma
grande variedade de propriedades bioldgicas e/ou farmacologicas e toxicologicas (THEIS;
LERDAU, 2003; WINK, 2013).

As plantas sdo consideradas uma importante fonte de substancias biologicamente
ativas, sendo de grande interesse como agroquimicos, corantes, polimeros, fibras, colas, 6leos,
ceras, aromatizantes, perfumes e medicamentos (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000;
PINTO et al., 2002). O metabolismo secundario € o responsavel por originar as substancias
em plantas medicinais que apresentam efeitos terapéuticos, além de servir para a descoberta
de novos farmacos. No entanto, sdo conhecidas mais de 100 mil substancias derivadas do
metabolismo especial, sendo que a maioria delas ainda ndo foi estudada quanto ao aspecto

farmacologico (OKSMAN-CALDENTY:; INZE, 2004).
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2.3.1 Substancias fendlicas provenientes do metabolismo secundario

Os compostos fenolicos estdo largamente distribuidos nos vegetais (SOARES,
2002), sendo considerados produtos do metabolismo secundario que as plantas sintetizam
durante seu desenvolvimento normal e em reposta as condi¢gdes de estresse como infecgdes,
ferimentos, radiacdo ultravioleta (UV), dentre outros. Esses constituintes estdo presentes em
varias por¢des das plantas, podendo agir como fitoalexinas, atraentes para polinizadores,
antioxidantes e protetores contra os raios UV. Nos alimentos, os compostos fendlicos podem
contribuir para o gosto amargo (sabor), adstringéncia, cor, odor e estabilidade oxidativa dos
produtos (SHAHIDI; NACZK, 2004).

Além da propriedade antioxidante como bloqueadores dos radicais na reagcdo em
cadeia, os compostos fenolicos sdo capazes de eliminar os radicais hidroxila, superdxido e
oxigénio singlete (ARNAO, 2000). A inativagao de radicais de oxigénio por esses compostos
ocorre pela agdo como doador de hidrogénio ou formagao de espécies de menor reatividade
(HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Assim, o potencial antioxidante de um
composto fendlico depende da sua estrutura, incluindo ndo apenas a sua polaridade, como
também a natureza e a posi¢ao dos grupos constituintes na sua estrutura (SOARES, 2002).

A maioria das substancias fenolicas ¢ biossintetizada pela rota do chiquimato ou
pela do mevalonato (SIM@ES et al., 2007), como os acidos fenoélicos, alcaloides, derivados da
cumarina, flavonoides, saponinas, taninos, entre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004). Quanto
ao aspecto farmacoldgico, sabe-se que as propriedades antioxidante e anti-inflamatéria sdo
influenciadas principalmente pelas caracteristicas estruturais dos sistemas fendlicos
(ESTEVES et al., 2008). Entre os compostos fenolicos que possuem atividade antioxidante

destacam-se os flavonoides (CAO et al., 2013; SOARES, 2002; TSAO, 2010).

2.3.2 Flavonoides

Os flavonoides fazem parte de um grupo de compostos naturais que pertencem a
familia dos polifendis, apresentam baixo peso molecular e representam uma ampla classe de
constituintes encontrada no reino vegetal (ANDERSEN; MARKHAM, 2005; BUER; IMIN;
DJORDIJEVIC, 2010).

Do ponto de vista quimico, sd@o substancias aromaticas que contém 15 atomos de
carbono no seu nicleo fundamental (Figura 8), sendo caracterizadas por dois anéis aromaticos

(A e B) e um anel heterociclo oxigenado (C) (ANDERSEN; MARKHAM, 2005; WINKEL-
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SHIRLEY, 2001). Devido aos rearranjos, metilagdo, metoxilacdo, alquila¢do, oxidagao,
glicosilagdo de Carbono e Oxigénio, ¢ hidroxilagao no anel C, os flavonoides podem formar
mais de 9000 moléculas apresentando atividades antioxidante, antibacteriana, antiviral e

anticancerigena (LEONARD et al., 2008).

Figura 8 - Representagdo da estrutura quimica bésica dos flavonoides

Fonte: STALIKAS, 2007

Estas substancias s3o formadas através de duas rotas biogenéticas, a via do acido
chiquimico, que gera substituicdes em posi¢do orfo, € a do acetato-polimalato, que utiliza a
acetil-CoA e malonil-CoA, gerando substituicdes em posicao meta (DEWICK, 2002;
SIMOES et al.,2007).

As substancias que fazem parte das subclasses de flavonoides sdo as antocianinas,
as antocianidinas, os flavonois, as flavononas, as flavonas, as catequinas e as chalconas
(ANDERSEN; MARKHAM, 2005; PIETTA, 2000; WINKEL-SHIRLEY, 2002). As

estruturas dos esqueletos das principais subclasses sao mostradas na Figura 9.

Figura 9 - Imagem ilustrativa da estrutura quimica das subclasses dos flavonoides
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Fonte: ADAPTADO DE COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009
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Os flavonoides apresentam propriedades bioldgicas e/ou farmacoldgicas, entre as
quais atividades antioxidante, antibacteriana, anticancerigena, antidiabética,
antienvelhecimento, anti-histamina, anti-inflamatoria, antimutagénica, antiviral,
hepatoprotetora, cicatrizante, tendo a¢do sobre lesdes cutaneas e doencas neurodegenerativas
(ABE et al., 2007; JONES et al., 2012; PERRON; BRUMAGHIM, 2009; STALIKAS, 2007).

Considerando-se especificamente a atividade antimicrobiana, apigenina, luteolina,
narigenina, quercetina, entre outros flavonoides, t€ém sido identificados como potentes agentes
antibacterianos (CUSHNIE; LAMB, 2005; MARTINI; KATERERE; ELOFF, 2004;
SALEEM et al., 2010). De acordo com Cushnie e Lamb (2011), essas substancias possuem
atividade antibacteriana direta, sinergismo com antibidticos e supressdo de viruléncia

bacteriana.

2.3.3 Lactonas sesquiterpénicas (LSTs)

As LSTs sdo metabdlitos secundarios 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 sdao derivadas do farnesil pirofosfato, um sesquiterpeno
biossinteticamente mais simples, formado a partir de trés unidades de isopreno. A ciclizagdo
do E, E-farnesil pirofosfato resulta na formacao do E, E-germacradieno. A partir da oxidagao
de um dos carbonos da cadeia lateral deste intermediario é formado o anel lactdnico,
produzindo a LST (Figura 10) (FISCHER; OLIVIER; FISCHER, 1979; SEAMAN, 1982).
Apos a lactonizagdo ou mesmo antes, 0 precursor germacrano pode sofrer uma série de
alteragdes estruturais, como ciclizagdes, abertura de anéis ou migragdo de grupos metila,
originando diferentes estruturas de LSTs. Assim, essas substancias sdo classificadas em
diversas subclasses de acordo com o tipo de esqueleto carbociclico basico, sendo o
germacranolideo a subclasse precursora, conforme apresentado nas Figuras 10 e 11

(ARANTES, 2007; MAJDI et al., 2011; PICMAN, 1986).
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Figura 10 - Imagem ilustrativa da biogé€nese das lactonas sesquiterpénicas
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Fonte: ADAPTADO DE FISCHER; OLIVIER; FISCHER, 1979

Figura 11 - Imagem ilustrativa da estrutura quimica dos esqueletos carbonicos e das relagdes
biogenéticas das subclasses de lactonas sesquiterpénicas
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As LSTs constituem substancias com elevado potencial terapéutico, destacando-se
suas propriedades anti-inflamatdria, antimicrobiana, antiparasitaria e citotoxica (KIM et al.,
2006; MATEJIC; SARAC; RANDPELOVIC, 2010; MERFORT, 2002; PICMAN, 1986).
Essas propriedades sdo atribuidas a presenca de grupos carbonilicos a,B-insaturados, mas
principalmente do grupo a-metileno-y-lactona (Figura 12). Estes grupos sdo considerados
potentes agentes alquilantes e reagem com nucleofilos, especialmente grupos sulfidrilas de
cisteina presentes nas proteinas, através de reagdes de adicao tipo Michael. Entretanto, em
algumas estruturas, centros eletrofilicos adicionais também atuam como sitios para estas
reacdes de alquilacdo (ALVES, 2011; DIRSCH et al., 2000; FABIAN et al., 2013; SCOTTI et
al., 2007).
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Figura 12 - Imagem ilustrativa da estrutura quimica do grupo a-metileno-y-lactona

Fonte: RODRIGUEZ; TOWERS; MITCHELL, 1976

2.4 RESISTENCIA BACTERIANA E A URGENCIA DO DESENVOLVIMENTO DE
NOVOS AGENTES ANTIBACTERIANOS

Sob o ponto de vista microbiologico, o inegavel sucesso resultante das primeiras
classes de antibidticos descobertas, especialmente utilizadas no tratamento e prevengdo de
infeccdes durante a Segunda Guerra Mundial, espalhou na populacdo a ideia de que essas
substancias seriam "drogas milagrosas" ou "balas magicas", e que as infecgdes bacterianas
seriam eliminadas (PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN, 2015). No entanto, esquecemos
que as bactérias sdo campeds da evolugdo e que esses micro-organismos se adaptaram a um
ponto em que apresentam sérios desafios clinicos para os seres humanos (ARIAS; MURRAY,
2009). A diminui¢do da eficicia dos antibioticos no tratamento de infec¢des bacterianas ¢ um
fendmeno mundial, sendo a resisténcia destes agentes patogénicos um dos principais
problemas de saude publica do século XXI (WHO, 2015; LAXMINARAYAN et al., 2016).

O evento de resisténcia microbiana, portanto, ocorre devido ao surgimento de
cepas que nao respondem aos antibidticos disponiveis, apresentando a capacidade de se
multiplicarem mesmo quando expostas as altas concentragdes desses agentes antimicrobianos
(O’NEILL, 2016). Como visto anteriormente, esta resisténcia decorre da propria evolugdo dos
micro-organismos, mas tem sido intensificada pelo uso irracional e abusivo desses
medicamentos nas praticas médicas, agrarias e veterinarias (SILVA et al., 2012;
WANNMACHER; FERREIRA, 2004). Adicionalmente, existem os problemas relacionados a
tolerancia/toxicidade destes farmacos, o fato de serem bacteriostaticos ou bactericidas lentos e
o custo para o individuo e para as institui¢des de saude (BARROS; MACHADO; SPRINZ,
2013; QUEIROZ et al., 2012).

Quanto as cepas mais preocupantes dentro do universo de possibilidades, a OMS
divulgou uma lista das 20 bactérias multirresistentes a antibioticos consideradas uma ameaga

global, configurando um problema de satide publica mundial, e categorizadas em trés niveis
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de prioridade [critica (1), alta (2) e média (3)], como mostrado na Figura 13 (WHO, 2017). A
urgéncia da busca de novos agentes antimicrobianos para o tratamento de infeccdes

bacterianas "intrataveis" torna-se, portanto, uma estratégia prioritaria.

Figura 13 - Lista prioritaria global de bactérias resistentes a antibidticos para guiar a pesquisa,
descoberta e desenvolvimento de novos antibidticos publicada pela Organizacdo Mundial da Saude em
2017

Prioridade 2 Priorjdade 3
ALTA MEDIA

- Acinetobacter baumanni, - Enterococcus faecium, - Streptococcus pneumoniae,
resistente aos carbapenémicos resistente a vancomicina sem susceptibilidade a

- Pseudomonas aeruginosa, - Staphylococcus aureus, penicilina

resistente aos carbapenémicos resistente a meticilina, com - Haemophilus influenzae,

- Enterobacteriaceae, resistente sensibilidade intermediaria, e resistente a ampicilina

aos carbapenémicos, resistente s resistente a vancomicina - Shigella spp., resistente a
cefalosporinas de 3* geragdo - Helicobacter pylori, resistente  fluoroquinolona

a claritromicina

- Campylobacter, resistente a
fluoroquinolona

- Salmonella spp., resistente a
fluoroquinolona

- Neisseria gonorrhoeae,
resistente as cefalosporinas de 3*
geracdo, resistente a
fluoroquinolona

Fonte: ADAPTADO DE WHO, 2017

Neste contexto, considerando-se que uma das principais fungdes dos metabolitos
secundarios produzidos pelas espécies vegetais € conferir protecdo contra 0s micro-
organismos (DEWICK, 2002), e tendo em vista o quadro alarmante da resisténcia adquirida
por estes agentes biologicos, as pesquisas visando a obtencdo de antibidticos a partir de

produtos naturais ativos aumentaram significativamente (DUARTE, 2006).

2.5 TOXICIDADE DE ESPECIES VEGETAIS

As plantas medicinais sdo utilizadas ha milhares de anos pela populagdo como
instrumento imprescindivel no alivio e na cura de diversos males (VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005). Entretanto, existe uma percep¢do erronea das pessoas de que o uso de
plantas ¢ natural, seguro e eficaz, porém, sabe-se que essa pratica pode causar efeitos
colaterais e toxicos (CALIXTO, 2000; TOVAR; PETZEL, 2009).

Uma planta é considerada toxica quando ¢ capaz de acarretar um dano, como

alergia, distarbios cardiovasculares, respiratdrios, metabdlicos, gastrointestinais,



39

neuroldgicos, podendo levar a morte de algum organismo (DRAIZE et al., 1944;
VASCONCELOS; VIEIRA; VIEIRA, 2009). No Brasil, em 1999, o nimero de intoxicagdes
causadas por plantas foi de 1.759 casos, o que correspondeu a 2,49% dos episddios de
intoxicacao humana ocorridos, fazendo com que as plantas ocupassem o 13° lugar em numero
de casos de intoxicacao naquele ano (SINITOX, 1999). Apesar do discreto ntimero e do baixo
percentual de casos de intoxicagdes por plantas, deve-se levar em consideracdo que muitos
casos ndo sdo registrados ou sdo notificados como exposi¢ao a agente toxico desconhecido, o
que compromete o dado real, gerando subnotificagdes.

Assim, os testes de toxidez t€ém como objetivo avaliar ou prever os efeitos toxicos
nos sistemas biologicos e averiguar a toxicidade relativa das substancias (FORBES;
FORBES, 1994; LOOMIS et al., 1996). Ensaios para a monitoriza¢ao dos extratos de plantas
tais como de toxicidade com Artemia salina e de viabilidade celular vém sendo incorporados
nos estudos para este proposito.

A A. salina é um microcrustdceo marinho, pertencente ao filo Arthropoda e
componente da fauna aquatica salina e salobra do ecossistema marinho (BARBIERI-
JUNIOR; OSTRENSKY-NETO, 2001). Esse microcrustaceo tem sido bastante utilizado nos
ensaios toxicoldgicos a fim de estabelecer a toxidez devido a rapidez do seu crescimento,
baixo custo de criagdo e manutencao em condigdes de laboratorio e sensibilidade do método.
O resultado desse bioensaio ¢ expresso a partir da estimativa da concentragdo de uma
substancia através da medida de uma resposta biologica, na qual existe apenas um parametro
envolvido: vida ou morte (BARBOSA et al., 2003).

Para avaliagdo da atividade citotoxica in vitro pode se utilizar o teste da
viabilidade celular pelo método de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT), um composto de coloragdo amarela que ao sofrer acdo das desidrogenases
mitocondriais presentes nas cé€lulas vidveis se transforma em outro de coloragdo escura
chamado formazana [E,Z-1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan]. O composto
formado € um cristal insoluvel em solugdo aquosa, ¢ a sua formacao reflete o estado da cadeia
respiratoria, ou seja, quanto maior a viabilidade celular, maior serd a reducao do MTT e,
consequentemente, maior a absorbancia espectrofotométrica (DE DAVID, 2013; PISSINATE,
20006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral analisar o perfil quimico e investigar o
potencial antibacteriano e a toxidez in vifro dos extratos de lavagem foliar e floral de V.
polyanthes, agregando subsidio cientifico para seu uso eficaz e seguro na medicina tradicional
e complementar. Adicionalmente, os dados antibacterianos e toxicoldgicos envolvendo o

glaucolideo A foram aprofundados.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter os extratos de lavagem foliar e floral de V. polyanthes;

- Efetuar o fracionamento dos extratos de lavagem foliar e floral de V. polyanthes.

A partir dos extratos de lavagem foliar e floral de V. polyanthes:
- Determinar os teores de fenois e flavonoides totais por espectrofotometria UV-Vis;
- Obter o perfil quimico por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a

Deteccao por Arranjo de Diodos (CLAE-DAD).

A partir dos extratos de lavagem foliar e floral de V. polyanthes e do glaucolideo
A:
- Efetuar a triagem de toxidez por meio da determinacdao da toxicidade aguda através dos
métodos do bioensaio com Artemia salina e de viabilidade celular utilizando linhagem de
célula ndo tumoral RAW 264.7,
- Investigar o potencial antibacteriano in vitro através da determinagdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) pelo método de microdiluigdo em caldo frente a oito cepas de
referéncia da American Type Culture Collection (ATCC®), cinco cepas de rotina de MRSA,
trés cepas de rotina de Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis e duas cepas de
rotina de Salmonella spp., sendo uma resistente a fluoroquinolona;
- Investigar o potencial antibacteriano in vitro para as fragdes obtidas por Cromatografia
Liquida a Vécuo dos extratos de lavagem foliar e floral de V. polyanthes através da
determinac¢io da CIM pelo método de microdilui¢do em caldo frente & S. aureus (ATCC"

25923™), S. qureus (ATCC® 29213™) ¢ MRSA 1485279;
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- Determinar a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e classificar o efeito antibacteriano
bactericida ou bacteriostatico para as cepas de referéncia ATCC® e de rotina, quando
possivel;

- Investigar a acdo antibacteriana sobre S. aureus (ATCC® 25923™) S, aureus (ATCC®
29213™) ¢ MRSA 1485279 por meio do método de time kill;

- Investigar o efeito combinatério com cloranfenicol frente a S. aureus (ATCC® 25923™), .
aureus (ATCC® 29213™) ¢ MRSA 1485279;

- Investigar o modo de acdo sobre S. aureus (ATCC® 25923™), S. qureus (ATCC® 29213™)
e MRSA 1485279 por meio dos testes de viabilidade celular bacteriana e do extravasamento

de substancias absorvidas a 280 nm.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas e flores frescas de V. polyanthes foram coletadas da planta cultivada no
Horto Medicinal da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF),
Juiz de Fora, Minas Gerais, latitude 21°26'40" Sul e longitude 43°22'1" Oeste, entre 07:00 e
08:00 horas do dia 17 de agosto de 2015 (Figura 14). Uma exsicata (CESJ n° 10.329),
identificada pela Dra. Fatima Regina Gongalves Salimena, encontra-se depositada no
Herbéario Leopoldo Krieger (CESJ), Instituto de Ciéncias Bioldgicas, UFJF. As folhas e flores
foram selecionadas pela exclusdo daquelas deterioradas ou com presenca de materiais
estranhos. Devido ao periodo em que a planta se encontrava, suas folhas apresentavam
formato mais fino e estavam um pouco menores do que o usual (item 2.1.3, p. 26). Em
seguida, este material vegetal foi submetido a secagem em temperatura ambiente (~ 25 °C)
por seis dias, e pesado para preparo dos extratos de lavagem foliar (EL-Vp) e floral (EF-Vp).
O nome da planta Vernonia polyanthes Less. foi verificado no sitio eletronico da The Plant
List (http://www.theplantlist.org/tpll.1/record/gcc-102424, acesso em 09 jul. 2017), sendo

sindnimo de Vernonanthura phosphorica (Vell.) H. Rob.

Figura 14 - Fotografia da (a) arvoreta, (b) flores maduras, e (c) folhas recém-colhidas de Vernonia
polyanthes cultivada no Horto Medicinal da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz
de Fora em agosto de 2015 (periodo de floracao)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Conforme informagdes disponibilizadas pela Companhia de Saneamento
Municipal (CESAMA) de Juiz de Fora, o clima no municipio

"apresenta duas estacdes bem definidas: uma, que vai de outubro a
abril, com temperaturas mais elevadas e maiores precipitagdes
pluviométricas, e outra de maio a setembro, mais fria € com menor
presenca de chuvas." (CESAMA, 2017)

De acordo com o sistema Koeppen e Geiger, a regido possui um clima
classificado como tipo Cwa (subtropical), também denominado Tropical de Altitude (a cidade
apresenta altitudes médias de 700 a 900 metros), ou seja, mesotérmico, com veroes quentes e
moderadamente chuvosos e invernos secos nao rigorosos. Porém, a area de abrangéncia do
Bairro Sao Pedro, onde se situa a UFJF campus Juiz de Fora bem como o Horto Medicinal,
devido a sua maior altitude e afastamento da zona urbana concentrada, tem verdes mais
amenos e clima classificado como Cwb (subtropical de altitude). Segundo dados gerados pela
Estagdo Climatoldgica Principal da UFJF/5° DISME (nimero 83.692), a temperatura média
anual gira em torno de 18,9 °C, sendo fevereiro o més mais quente (21,7 °C) e julho o mais
frio (16,1 °C); os indices pluviométricos médios nas ultimas décadas foram proximos a 1.536
mm, sendo janeiro o més mais chuvoso (298 mm) (CESAMA, 2017).

Considerando que o periodo 6timo de floracao de V. polyanthes corresponde ao
més de agosto (DUTRA, 2011), e que no intervalo de maio a setembro se observa o menor

indice pluviométrico (CESAMA, 2017), optou-se pela coleta em agosto de 2015.

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR (EL-Vp) E FLORAL (EF-Vp)

de Vernonia polyanthes

A estratégia de obtencdo de EL-Vp e EF-Vp foi definida em virtude dos
resultados da prospecgdo fitoquimica (MINATELI et al., 2017, TEMPONI et al., 2012) e da
caracterizacdo quimica por CLAE-DAD (RODRIGUES et al., 2016; SANTANA, 2015) e
CG-EM (RODRIGUES, 2013), que conduziram a escolha do método de extracdo por lavagem
do material vegetal (folhas e flores) usando solvente organico [diclorometano (DCM)], visto
que favorece a extragao de compostos armazenados nos tricomas glandulares tais como LSTs
(APPEZZATO-DA-GLORIA et al.,, 2012; IGUAL et al., 2013; OLIVEIRA et al.,2011).
Assim, para a obtengdao de EL-Vp e EF-Vp, 732 g de folhas integras e secas e 1.000 g de
flores de V. polyanthes foram lavadas, separadamente, por meio da imersao total do material

vegetal em 5,8 ¢ 8 L de DCM, respectivamente, seguida de agitagdo manual por 1 min e 30
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seg, realizada no interior da cabine de seguranga quimica. As duas soluc¢des resultantes desses
procedimentos (solucdes diclorometanicas foliar e floral) foram filtradas em papel de filtro
comum e concentradas com auxilio de um evaporador rotativo em temperatura inferior a 40
°C (Figura 15). Os residuos foram transferidos para dois frascos de vidro temperado
transparente de boca larga, previamente identificados, pesados e mantidos abertos para a

completa evaporacao do DCM e, posteriormente, protegidos com papel laminado.

Figura 15 - Esquema ilustrativo do procedimento de obtengdo dos extratos de lavagem foliar (EL-Vp)
e floral (EF-Vp) de Vernonia polyanthes

Folhas integras e secas de Flores integras e secas de

V. polyanthes (floragao)
732 g

V. polyanthes
1000 g

y

Imersdao em DCM (5,8 L)
Agitagdo manual / 1’30’

Imersao em DCM (8,0 L)
Agitagdo manual / 1°30”’

Solugao foliar
diclorometanica

J
J

Solucao floral
diclorometanica

Filtragdo

Solucdo foliar
diclorometanica filtrada

|
|
|

Solugao floral
diclorometanica filtrada

Rotaevaporacagda do
solvente a t <40°C

EL-Vp 1
25¢

|

EF-Vp 1
28¢g

J
J
J
J

DCM: Diclorometano.

Fonte: ADAPTADO DE SANTANA, 2015



45

4.3 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR (EL-Vp) E FLORAL
(EF-Vp) de Vernonia polyanthes

O fracionamento de EL-Vp e EF-Vp foi realizado no Nucleo de Identificagdo e
Pesquisa de Principios Ativos Naturais (NIPPAN), localizado no Centro de Pesquisas
Farmacéuticas da Faculdade de Farméacia da UFJF, sob responsabilidade do Prof. Dr. Ademar
Alves da Silva Filho.

Para realizagdo desta etapa, foram pesados 5 mg do extrato VP obtido por Santana
(2015), EL-Vp e EF-Vp, e 2 mg dos flavonoides apigenina e luteolina (Sigma-Aldrich
Chemical Co, St. Louis, Michigan, USA) e da LST glaucolideo A [composto majoritario
detectado, isolado, purificado e caracterizado por Santana (2015)], e solubilizados em 1 mL
de DCM. Posteriormente, foram submetidos a analise por CCD a fim de estabelecer qual seria
a melhor fase movel de partida para se utilizar na elui¢do das amostras na Cromatografia
Liquida a Véacuo (CLV). As cromatoplacas com 5 cm de comprimento e largura variando de
acordo com a quantidade de amostras foram limpas com metanol P.A. e secas a temperatura
ambiente (~ 25 °C). Em cada cromatoplaca foram feitos spots sucessivos das amostras, que
foram eluidas com diferentes fases moveis acidificadas (trés gotas de acido acético) e
reveladas com vanilina sulftirica [solugdo reveladora vanilina 1% (p/v) em metanol e acido

sulfurico 5% (p/v) em metanol].

Figura 16 - Fotografia da Cromatografia em Camada Delgada realizada com luteolina (1), extrato VP
(2), apigenina (3), extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes (EL-Vp) (4), glaucolideo A (5),
extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes (EF-Vp) (6), Vp5-7 (fracdo obtida por Santana,
2015) (7), revelada a 254 nm, 356 nm e com vanilina sulfurica

254nm 356nm Vanibna sulfunca

Fase movel: hexano:acetato de etila / 55:45 (acidificado).
Fonte:ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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4.3.1 Preparo da coluna do extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes (EF-Vp)

EF-Vp (20 g) foi solubilizado em DCM e incorporado em aproximadamente 20 g
de celite (p6 fino e homogéneo). O fracionamento foi feito por CLV em coluna de silica gel
70-230 mesh (250 g), silica com gesso 60 H (50 g) e silica gel PF 230-400 mesh (50 g), com
um gradiente crescente de eluicdo (hexano:DCM; DCM P.A.; DMC:metanol; metanol)
(Figura 17). As fragdes obtidas foram analisadas por CCD e agrupadas de acordo com o perfil

cromatografico em 10.

Figura 17 - Fotografia da coluna do extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes submetido a
Cromatografia Liquida a Vacuo

r i

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO UTOR, 2017

Estas fragdoes foram concentradas a pressdo reduzida utilizando evaporador rotativo,
pesadas, analisadas por CCD e mantidas sob refrigeracdo até a realizagdo dos ensaios

bioldgicos.
4.3.2 Preparo da coluna do extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes (EL-Vp)

EL-Vp (20 g) foi solubilizado em DCM e incorporado em aproximadamente 20 g
de celite (p6 fino e homogéneo). O fracionamento foi feito por CLV em coluna de silica gel
70-230 mesh (250 g), silica com gesso 60 H (50 g) e silica gel PF 230-400 mesh (50 g), com

um gradiente crescente de elui¢do (hexano P.A.; hexano:acetato de etila; acetato de etila P.A.)
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(Figura 18). As fragdes obtidas foram analisadas por CCD e agrupadas de acordo com o perfil

cromatografico em sete.

Figura 18 - Fotografia da coluna do extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes submetido a
Cromatografia Liquida a Vacuo

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Estas fragdes foram concentradas a pressdo reduzida, utilizando evaporador
rotativo, pesadas, analisadas por CCD e mantidas sob refrigeragdo até a realizagdo dos ensaios

bioldgicos.
4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS

A determinacdo do teor de fenois totais foi realizada no Laboratério de
Farmacologia de Produtos Naturais da Faculdade de Farmécia da UFJF, sob responsabilidade
do Prof. Dr. Orlando Vieira de Sousa, com auxilio dos seguintes equipamentos e materiais:

- Espectrofotometro de feixe UV-1800 (Shimadzu®, Barueri, Sao Paulo, Brasil);

- Agua destilada (in house);

- Balanca de precisdao (Gehaka BG 2000, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil);

- Reagentes: Metanol (Vetec Quimica Farm Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); Folin-Ciocalteu

(Sigma-Aldrich®, Vila Almeida, Sao Paulo, Brasil), Carbonato de sédio 7,5% (Inlab,
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Jabaquara, Sao Paulo, Brasil), Acido galico (Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis,
Michigan, USA) e Dimetilsulfoxido P.A. (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil).

O teor de fenois totais foi determinado por meio do método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu (SOUSA et al., 2007), com pequenos ajustes. Para tanto, foram preparadas
solucdes-estoque (SEs) de EL-Vp e EF-Vp a 1 mg/mL em metanol. Em seguida, foram
adicionados 500 pL das SEs e 2500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu em tubos de ensaio
previamente identificados, em triplicata, e agitados por 1 min. Posteriormente, foram
adicionados 2000 pL de uma solugdo de carbonato de so6dio 7,5%, procedendo-se a agitagao.
Apo6s 2 h de reacdo a temperatura ambiente (~ 25 °C), as absorbancias das solugdes foram
medidas em espectrofotometro a 788 nm. Como "auto zero" e branco foram utilizados
metanol e 500 pL de metanol e todos os reagentes utilizados anteriormente com excegdo dos
extratos, nessa ordem. Para constru¢do da curva de calibragdo foram preparadas solu¢des com
diferentes concentragdes de acido gélico (padrdo) em metanol (1 a 6 pg/mL). Para obtencao
da reta de calibragdo e equacdo da reta, bem como da determinag¢do do coeficiente de
correlagdo (R?) através da analise de regressdo linear (Excel for Windows) pelo método dos
minimos quadrados, foram utilizadas as médias das absorbancias das concentragdes de acido
gélico, onde o valor de Y foi substituido pelas absorbancias do extrato e o resultado foi

expresso em g/100 g do extrato equivalente a 4cido galico (EAG).

4.5 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinagdo do teor de flavonoides totais foi realizada no Laboratério de
Farmacologia de Produtos Naturais da Faculdade de Farmécia da UFJF, sob responsabilidade
do Prof. Dr. Orlando Vieira de Sousa, com auxilio dos seguintes equipamentos € materiais:

- Espectrofotometro de feixe UV-1800 (Shimadzu®, Barueri, Sao Paulo, Brasil);

- Agua destilada (in house);

- Balanca Eletronica de Precisao (Gehaka BG 2000, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil);

- Reagentes: Acido acético glacial P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil),
Piridina P.A. (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil); Metanol (Vetec Quimica Farm Ltda, Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil), Cloreto de aluminio hexa-hidratado (F. Maia S.A., Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil); Rutina (Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis, Michigan,
USA); e Dimetilsulfoxido P.A. (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil).
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O teor de flavonoides totais foi determinado por meio de método colorimétrico
utilizando cloreto de aluminio conforme descrito por Sobrinho e colaboradores (2008), com
pequenas modificagdes, € rutina como padrao. Para constru¢do da curva de calibragao,
inicialmente foi preparada SE de rutina 0,5 mg/mL em metanol. A partir dessa SE foram
preparadas dilui¢des em concentracdes entre 2 a 25 pg/mL, a saber: para uma série de tubos
de ensaio 13 x 100 mm devidamente identificados foram transferidas aliquotas de 20, 50, 100,
150, 200 e 250 pL da SE, em triplicata. Apos, foram adicionados 400 pL de metanol, 120 uL
de 4cido acético P.A., 2000 pL de piridina a 20% (v/v) em metanol, 500 puL de cloreto de
aluminio hexa-hidratado a 8% (m/v) em metanol, completando o volume para 5000 uL com
agua destilada. O preparo do branco de cada uma das concentracdes foi realizado pela adi¢ao
dos reagentes, com excecdo da rutina. Para quantificacdo dos flavonoides totais de EL-Vp e
EF-Vp, inicialmente foram preparados 5000 pL. de SEs em metanol desses extratos (5
mg/mL). A partir dessas SEs, foi realizada uma etapa de semi-purificacdo adicionando 2000
uL de hexano e 3000 puL de agua destilada, seguida de centrifugacdao a 3000 rpm durante 3
min. Apds, a parte superior dessa mistura foi removida com pipeta Pasteur e aliquotas de 400
pL da fase hidroalcoolica inferior foram coletadas, em triplicata, e transferidas para novos
tubos de ensaio devidamente identificados, nos quais se procedeu a reagdo. Apds 30 min a
temperatura ambiente (~ 25 °C), as absorbancias das solugdes de rutina, EL-Vp e EF-Vp
foram registradas em espectrofotometro a 412 nm (Tabela 1). Foram utilizadas as médias das
absorbancias das concentracdoes de rutina para se obter a reta de calibragdo e para se
determinar o coeficiente de correlagdo (R?) através da analise de regresséo linear pelo método
dos minimos quadrados (Excel for Windows). O teor de flavonoides totais foi determinado em

2/100 g de extrato equivalente a rutina (ER).
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Tabela 1 - Organizagdo dos tubos de ensaio e volumes das amostras e reagentes utilizados no preparo de diluigdes empregadas para a determinagdo do teor de
flavonoides totais por meio de método colorimétrico utilizando cloreto de aluminio (AICl5)

Identificacdo Tubo Ensaio Rutina Metanol Extrato  Acido Acético Piridina  AICl, Agua Destilada Concentracao
(pL) (pL) (nL) (pL) (pL) (pL) (nL) (ng/mL)

A 20 400 NA 120 2000 500 1960 2

B 50 400 NA 120 2000 500 1930 5

C 100 400 NA 120 2000 500 1880 10

D 150 400 NA 120 2000 500 1830 15

E 200 400 NA 120 2000 500 1780 20

F 250 400 NA 120 2000 500 1730 25
EL-Vp NA NA 400 120 2000 500 1980 25
EF-Vp NA NA 400 120 2000 500 1980 25
Branco NA 400 NA 120 2000 500 1980 NA

EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes; EF-Vp: extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes; NA: Nao Adicionado.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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4.6 ANALISE DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR (EL-
Vp) E FLORAL (EF-Vp) DE Vernonia polyanthes E DO GLAUCOLIDEO A POR
CROMATOGRAFIA LIiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A DETECCAO
POR ARRANJO DE DIODO (CLAE-DAD)

As analises por CLAE-DAD foram realizadas na Central Analitica Multiusuaria
de Bioprodutos e Bioprocessos (CENTRALBIO), localizada na Faculdade de Farmacia da
UFJF, sob responsabilidade do Prof. Dr. Ademar Alves da Silva Filho, com auxilio dos
seguintes equipamentos € materiais:

- Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Waters® (Milford, EUA), composto por bomba
bindria 1525, detector por Arranjo de Diodos (DAD) 2998, injetor auto sampler 2707 e
softwareEmpower 3 para aquisi¢ao e tratamento dos dados;

- Coluna analitica de fase reversa Cis (Sunfire) (4,6 mm x 250 mm, 5 um);

- Metanol grau HPLC (J.T. Baker), 4gua deionizada e acido orto-fosforico 85% (Merck,

Darmstadt, Alemanha);

- Microcentrifuga (Kasvi, S0 José do Pinhais, Parana, Brasil);

- Purificador de agua Purelab Classic (Elga, Canada);

- Lavadora Ultrassonica Digital Aquecida (Sanders, Santa Rita do Sapucai, Minas Gerais,

Brasil);

- Kit filtragao a vacuo.

EL-Vp e EF-Vp foram submetidos a analise por CLAE acoplada ao detector UV-
Visivel DAD em fase reversa visando a obtengdo de seus perfis cromatograficos. Para esse
proposito, aproximadamente 1 mg destes extratos foram solubilizados em metanol grau
HPLC. Para aumento da solubilidade, estas solugdes metanolicas foram agitadas em
ultrassom aquecido a 35 °C por 5 min. Posteriormente, foram centrifugadas a 10.000 rpm por
10 min e os sobrenadantes filtrados através de uma membrana de poro 45 pm diretamente
para o vial. O gradiente de elui¢do foi de uma fase binaria composta de agua acidificada com
0,5% de acido acético (CH3;COOH) e metanol (MeOH), iniciando com 50% de cada
componente em um gradiente crescente de polaridade até 25 min, chegando a 10% de agua
acidificada e 90% de MeOH; de 30 a 50 min o gradiente foi de 100% de MeOH, limpando a
coluna entre uma amostra e outra, totalizando 50 min de elui¢do para, posteriormente, voltar a
fase movel de partida 50% agua acidificada e 50% MeOH, dando inicio a nova andlise.

Utilizou-se coluna de fase reversa C;g (4,6 mm x 250 mm, 5 um), fluxo de 0,6mL/min e
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volume de inje¢dao de 20 pL. A presenca de algumas classes de metabolitos secundarios foi
inferida através de seus espectros de absor¢cao no UV obtidos por CLAE-DAD e comparagao

com dados da literatura.

4.7 TRIAGEM DE TOXICIDADE

4.7.1 Triagem de citotoxicidade através da determinacio da toxicidade aguda por meio

do bioensaio com Artemia salina

O bioensaio com A. salina foi realizado no Laboratorio de Bioatividade Celular e
Molecular, localizado no Centro de Pesquisas Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da
UFJF, sob responsabilidade da Profa. Dra. Maria Silvana Alves, com auxilio dos seguintes
equipamentos € materiais:
- Agua destilada (in house);
- Reagentes: Tween 80 (Thermo Scientific®, Waltham, Massachusetts, USA);
Dimetilsulféxido P.A. (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil) e Timol e Cafeina (Farméacia
Arcanjo Miguel, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil);
- Sal marinho natural (OceanTech Premium Reef Salt - Blue Treasure®);
- Micropipetas (Thermo Scientiﬁc®, Waltham, Massachusetts, USA);

- pHmetro (Hanna® instruments, Tamboré Barueri, Sdo Paulo, Brasil).

A determinacdo da toxicidade aguda de EL-Vp, EF-Vp e glaucolideo A frente ao
microcrustaceo A. salina foi realizada de acordo com o método proposto por Meyer e
colaboradores (1982), com pequenas adaptagdes. A dgua marinha artificial foi preparada a
partir de uma mistura comercial de composicdo aproximada ao sal marinho natural,
obedecendo a propor¢do recomendada pelo fabricante (6,7 kg para 190 L de agua destilada,
ou seja, 35,3 g/L). Apds a dissolucdo completa do sal na agua, foram aferidos pH (entre 8,0 e
9,0) e temperatura (entre 23° e 28 °C), e realizada a aeragao da solugdao por 30 min com uma
bomba simples para garantia da eclosdo e sobrevivéncia dos ovos de A. salina. A é4gua
marinha artificial foi também utilizada no preparo das solu¢des de EF-Vp e EL-Vp (100, 625,
1000, 1250, 2500 e 5000 pg/mL), do glaucolideo A (10, 50, 100,250 e 500 ug/mL) edos
controles positivo (timol/cafeina 50, 100, 250, 500 ¢ 750 pg/mL) e negativo (d4gua marinha
artificial). Para facilitar a dissolugdo dos extratos foi utilizada uma mistura de

dimetilsulfoxido (DMSO) e Tween 80 na propor¢ao de 1:1 v/v (DEL-VECHIO-VIEIRA et
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al., 2015). Os ovos de A4. salina (50 mg) foram transferidos para um recipiente retangular
plastico (15 cm x 10 cm x 5 cm), que foi mantido por 48 h em condi¢des de temperatura,
iluminacdo e pH adequadas a eclosio (MEYER et al., 1982). Para realiza¢do do bioensaio,
foram utilizados tubos de ensaio 13 x 100 mm, em quadruplicata, para cada concentragdo
testada dos extratos e dos controles positivo € negativo. Para cada um dos tubos de ensaio
foram transferidas 10 larvas de 4. salina, selecionadas macroscopicamente com auxilio de
micropipeta e placa de Petri de 90 x 15 mm para contagem dos individuos. O volume final em
cada tubo foi de 5 mL, aos quais foi adicionada uma gota de suspensao de fermento bioldgico
seco em agua marinha (0,6 mg/mL), que serviu de alimento para as larvas e que garantiu que
as mortes ndo fossem ocasionadas por inani¢do (MEYER et al.,, 1982). Ap6s 24 h de
incubagdo, procedeu-se a contagem dos individuos sobreviventes. Os dados obtidos nessa
contagem foram utilizados no calculo de porcentagem de mortes (M%) para cada tubo de

ensaio, de acordo com a formula de Abbott:

Os dados de M% em relagdo ao aumento da concentracdo dos extratos foram
ajustados a uma equacao linear simples, que foi utilizada para estimar a concentracdo de
extrato ou glaucolideo A responsavel por matar 50% da populagdo de larvas, ou seja, a CLs

(concentragdo letal do extrato ou glaucolideo A para 50% da populagao).

4.7.2 Triagem de citotoxicidade através do ensaio de viabilidade celular pelo método do

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

O ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT foi realizado no Laboratorio
de Imunologia do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biolodgicas da UFJF, sob responsabilidade do Prof. Dr. Gilson Costa Macedo, com
auxilio dos seguintes equipamentos e materiais:

- Leitor de microplacas SpectraMax 190, Molecular Devices (Thermo Scientiﬁc®, Waltham,
Massachusetts, USA);

- Meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, New York, USA);

- Reagentes: MTT (Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis, Michigan, USA); DMSO (Sigma-
Aldrich Chemical Co, St. Louis, Michigan, USA).
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Este teste foi realizado segundo procedimento colorimétrico proposto por Riss e
colaboradores (2013), que se baseia no principio de que o MTT, sendo uma substancia de
coloracdo amarela, ao sofrer acdo das desidrogenases mitocondriais presentes nas células
viaveis, se transforma em um composto de cor escura chamado formazan, permitindo a
determinagdo indireta da citotoxicidade (MOSMANN, 1983; RISS et al., 2013). Assim, para
determinar a viabilidade celular, uma linhagem nao tumoral tipo RAW 264.7 de macrdéfagos
foi cultivada em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina a 37 °C em 5% de CO,. Com confluéncia de 80%,
essas células foram submetidas ao teste ou subcultivadas. Para prosseguimento do
experimento, as células RAW 264.7 foram inoculadas a uma densidade de 2 x 10°
células/poco (MOSMANN, 1983) em microplacas de 96 pogos de fundo chato, e incubadas a
37 °C, em 5% de CO,, por 24 h. Em seguida, o meio RPMI-1640 foi removido e substituido
por outro contendo ou ndo diferentes concentragdes de EL-Vp (0,5; 1;2; 5; 10; 15 e 30
ng/mL) e glaucolideo A (1, 2, 5, 10 e 20 pg/mL), e procedeu-se a nova incubagdo a 37 °C, em
5% de CO,, por 48 h. Apods, o sobrenadante foi removido, adicionou-se 100 pL de MTT (5
mg/mL) a cada pogo e incubou-se a 37 °C, em 5% de CO,, por 2 h e 30 min adicionais.
Subsequentemente, o sobrenadante foi removido e adicionou-se 100 pL de DMSO a cada
poco para dissolver qualquer cristal formazan depositado. A densidade otica foi determinada
em um comprimento de onda de 595 nm usando um leitor de microplacas. DMSO 5% foi
utilizado como controle positivo. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata. Os
resultados do teste foram dados como valores médios (+ desvio padrao) e analisados usando o
software GraphPad Prism®™ versio 5. As diferengas significativas foram determinadas pela
analise unidirecional de variancia (ANOVA) e seguindo o teste de Tukey para comparagdes

multiplas, sendo o nivel de significancia na analise p < 0,05.

48 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro DOS EXTRATOS DE
LAVAGEM FOLIAR (EL-Vp) E FLORAL (EF-Vp) DE Vernonia polyanthes, DAS
FRACOES OBTIDAS DESSES EXTRATOS E DO GLAUCOLIDEO A

Os ensaios de atividade antibacteriana in vitro foram realizados no Laboratério de
Bioatividade Celular e Molecular, localizado no Centro de Pesquisas Farmacéuticas da
Faculdade de Farmacia da UFJF, sob responsabilidade da Profa. Dra. Maria Silvana Alves,
com auxilio dos seguintes equipamentos e materiais:

- Cabine de seguranca biologica classe II B2 (Veco, Campinas, Sao Paulo, Brasil);



55

- Estufa bacteriologica (Quimis, Campanario, Sao Paulo, Brasil);

- Autoclave (Prismatec, Itu, Sao Paulo, Brasil);

- Micropipetas (Thermo Scientific®, Waltham, Massachusetts, USA);

- Microplacas de 96 pocos de fundo chato (Corning, Corning, New York, USA);

- Placas de Petri 90 x 15 mm (PlastLabor, Inhauma, Rio de Janeiro, Brasil);

- Meios de cultura: Agar e Caldo Miieller-Hinton (Difco Laboratories”, Detroit, Michigan,

USA);

- Antibacterianos: ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL) (Sigma-Aldrich Chemical Co, St.

Louis, Michigan, USA);

- Indicador biologico: cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT) (Vetec®, Rio de Janeiro, Rio de

Janeiro, Brasil);

- Solucdo padronizada 0,5 de McFarland (DME Diagnostico Microbioldgicos

Especializados®, Aracatuba, Sao Paulo, Brasil);

- Reagentes: glicerol (Synth); DMSO (Vetec®, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil); Tween
80 (Thermo Scientiﬁc®, Waltham, Massachusetts, USA).

A investigagdo do potencial antibacteriano in vitro de EL-Vp, EF-Vp, das fragdes
obtidas desses extratos e do glaucolideo A foi realizada por meio da determinagdo da CIM
empregando-se 0 método de microdiluicdo em caldo de acordo com as recomendagdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2012), seguida do estabelecimento
da CBM ¢ da classificacdo do efeito antibacteriano bactericida ou bacteriostatico, conforme

protocolo preconizado por Andrews (2001), com pequenos ajustes.

4.8.1 Cepas bacterianas

Os procedimentos microbioldgicos foram realizados empregando cepas de
referéncia da American Type Culture Collection (ATCC®), na segunda passagem, obtidas do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil, representativas de grupos bacterianos Gram-positivos e

Gram-negativos fermentadores e ndo fermentadores, a saber:
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Cepa de Referéncia Abreviatura Adotada no Texto

® ®
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 25923™) S. aureus (ATCC™ 25923)

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

. ®
Escherichia coli (ATCC® 10536™) E. coli (ATCC™ 10536)
Escherichia coli (ATCC® 25922™) E. coli (ATCC" 25922)

® 1 ®
Salmonella enterica subsp enterica serovar Cholerasuis (ATCC® 10708m) . Cholerasuis (ATCC™ 10708)

B . . ®
Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium (ATCC® 13311T™) S. Typhimurium (ATCC™ 13311)

® 1 ®
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027™) P. aeruginosa (ATCC™ 9027)
. ®
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853T™) P. aeruginosa (ATCC™ 27853)

Além de informarem sobre a atividade antibacteriana in vitro de EL-Vp, EF-Vp,
das fragdes obtidas desses extratos e do glaucolideo A, conforme preconizado pelos
documentos M07-A9 e M100-S24 (CLSI, 2012, 2014), S. aureus (ATCC® 29213), E. coli
(ATCC®™ 25922) ¢ P. aeruginosa (ATCC" 27853) sdo cepas empregadas como controle de
qualidade, de fonte fidedigna, recomendadas, dessa forma, para garantir e validar a qualidade
dos ensaios microbioldgicos. A Tabela 2 apresenta os pontos de corte de CIM estabelecidos
pelo CLSI (2014) para estas cepas frente a AMP e CHL na concentragao de 10 e 30 pg/mL,
respectivamente, obtidos em testes de susceptibilidade aos antimicrobianos devidamente

validados.

Tabela 2 - Valores dos pontos de corte de Concentracdo Inibitéria Minima para controle de
qualidade do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos de organismos ndo fastidiosos

Antibidtico  S. aureus (ATCC® 29213)°"  E. coli (ATCC® 25922)°  P. aeruginosa (ATCC" 27853)"

AMP 0,5 -2,0 pg/mL 2,0 - 8,0 ug/mL Nao Previsto
CHL 2,0 - 16,0 pg/mL 2,0 - 8,0 pg/mL Naéo Previsto

“Estes valores classificam estas cepas como sensiveis, com excecio de P. aeruginosa (ATTC® 27853).
AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol.
Fonte: ADAPTADO DO DOCUMENTO M100-S24 (CLSI, 2014)

Cepas de rotina de MRSA, de Salmonella enterica subsp. enterica serovar.
Enteritidis e de Salmonella spp., isoladas de infec¢des sanguineas (MRSA) e sanguineas e
urindrias (Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis e de Salmonella spp.) de
pacientes atendidos no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, identificadas pelo sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux,

Durham, NC, EUA) e gentilmente cedidas pela Mestre Adriana Lucia Pires Ferreira,
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responsavel pelo Laboratdrio de Bacteriologia do Servigo de Patologia Clinica dessa

Instituicao, também foram testadas, a saber:

Cepa de Rotina Abreviatura Adotada no Texto

Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1485279 MRSA 1485279
Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1605677 MRSA 1605677
Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1664534 MRSA 1664534
Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1688441 MRSA 1688441
Staphylococcus aureus resistente a meticilina 1830466 MRSA 1830466
Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis 1406591 S. Enteritidis 1406591
Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis 1418594 S. Enteritidis 1418594
Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis 1428260 S. Enteritidis 1428260
Salmonella spp.1266695 Salmonella spp.1266695
Salmonella spp.1507708 Salmonella spp.1507708

O armazenamento das cepas de referéncia ATCC® e de rotina foi feito por meio
da manutengdo das mesmas como suspensdes em solugdo contendo leite desnatado a 10%
(p/v) acrescido de glicerol a 10% (v/v) (solug¢do LDG). Para cada cepa foi preparada uma
suspensdo densa (obtida a partir de crescimento de 24 h) diretamente em 1,0 mL de solugdo
LDG previamente distribuida 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 até a realizacdo dos ensaios biologicos.

4.8.2 Determinacido da Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

Para a determinagdo da CIM foi empregado o método de microdilui¢do em caldo
conforme preconizado pelo CLSI (2012). Inicialmente, foram preparadas SEs de EL-Vp, EF-
Vp e das fragdes obtidas desses extratos 10 mg/mL, e de glaucolideo A, AMP e CHL 1
mg/mL. As SEs de EL-Vp, EF-Vp e das fracdes obtidas desses extratos foram preparadas em
DMSO, cuja concentragdo final ndo ultrapassou 2%. Este percentual foi estabelecido de
acordo com os pardmetros validados pelo nosso grupo de pesquisa para a espécie vegetal
objeto de estudo, no intuito de cumprir o limite maximo de 1% de DMSO no pogo da
microplaca (LANGFIELD et al., 2004) e a recomendagdo descrita no documento M100-S24
(CLSI, 2014). Para o preparo da SE do glaucolideo A levou-se em consideragao a limitada
solubilidade dessa substancia em agua e, por isso, foram adicionados 2% de Tween 80 ao
diluente com o objetivo de se evitar sua precipitacdo na solucdo (MAZUR et al., 2015).
Finalmente, as SEs de AMP e CHL foram preparadas utilizando-se os solventes e diluentes

descritos no documento M100-S24 (CLSI, 2014) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Descrigdo dos solventes e diluentes utilizados no preparo das solugdes-estoque empregadas
no método de microdiluicdo em caldo usado para determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima

Solugao Estoque (SE) Solvente Diluente Concentragdo Final SE (mg/mL)
EL-Vp Dimetilsulfoxido  Agua destilada estéril 10,0
EF-Vp Dimetilsulféxido ~ Agua destilada estéril 10,0

Fragdes EL-Vp Dimetilsulféxido  Agua destilada estéril 10,0
Fracoes EF-Vp Dimetilsulféxido  Agua destilada estéril 10,0
Glaucolideo A Dimetilsulféxido ~ Agua destilada estéril 1,0

_|._
Tween 80
Ampicilina Tampao fosfato Tampao fosfato 1,0
0,1 M pH 8,0 0,1 M pH 6,0
Cloranfenicol Etanol 95% Agua destilada estéril 1,0

EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes; EF-Vp: extrato de lavagem floral de

Vernonia polyanthes.

Fonte: ADAPTADO DE FERES-NETTO, 2016

., . aA . ® .
Para o preparo dos indculos bacterianos, as cepas de referéncia ATCC™ e de rotina

foram inicialmente ativadas em agar Miieller-Hinton (AMH) e incubadas por 16 a 18 h em

estufa bacteriologica a 35° = 2 °C, em aerobiose. Apds incubagdo e com auxilio de algca

microbioldgica calibrada estéril descartavel, trés a cinco Unidades Formadoras de Colonia

(UFC) foram transferidas para tubo de ensaio 13 x 100 mm contendo 3,5 mL de solucao

salina estéril (NaCl 0,9% p/v), comparadas e ajustadas visualmente a escala padrdao 0,5 de

McFarland (CLSI, 2012).

Concluidas as etapas de preparo das SEs e dos in6culos bacterianos, iniciou-se o

procedimento para determinagdo da CIM em microplacas de 96 pogos de fundo chato,

utilizando-se uma microplaca para EL-Vp, EF-Vp, fracdes desses extratos e glaucolideo A

(Figura 19) e outra para os controles (Figura 20) para cada cepa testada.
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Figura 19 - Imagem ilustrativa do preparo da microplaca utilizada para determinagao da Concentragéo
Inibitéria Minima pelo método de microdiluicdo em caldo dos extratos de lavagem foliar (EL-Vp) e
floral (EF-Vp) de Vernonia polyanthes e do glaucolideo A
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Fonte: ELABORADO PELOPROPRIO AUTOR, 2017

Figura 20 - Imagem ilustrativa do preparo da microplaca utilizada para determinagdo da Concentragao
Inibitéria Minima pelo método de diluicdo em caldo de ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL) e
controles positivo ¢ negativo

| Microplaca | P A

1 2 3 -+ 5 & 7 - o 10 11 12
s LAl 3 & e 0@
Ml I 30 L2 ®® O ) }C‘C
c @® OO
2 L JC 4 ®|C OO0
E @ ®® @ [C QO[O
" 0 ®@® © Cl@le
¢ O®® D @ O|O| M
H® ® @ % S O[T

2 e o
CISB

AMP CHL CIAT

CIEG: controle da interferéncia de EL-Vp, EF-Vp ou glaucolideo A sobre o caldo Miieller-Hinton;
CIAT: controle da interferéncia dos antibioticos sobre o caldo Miieller-Hinton; CISM: controle da
interferéncia dos sistemas solvente/diluente sobre o caldo Miieller-Hinton (meio de cultura); CISB:
controle da interferéncia dos sistemas solvente/diluente sobre o crescimento bacteriano; CC (controle
de crescimento): meio de cultura + in6culo bacteriano; CM (controle do meio): meio de cultura +
solugdo salina estéril; pogo sem cor: pogo vazio.

Fonte: ADAPTADO DE SILVA et al., 2012

Conforme apresenta a Figura 21, a partir das SEs foram realizadas diluigdes
seriadas diretamente nas microplacas, obtendo-se um gradiente de concentracao de 5000 a 40
e de 500 a 4 pg/mL para EL-Vp, EF-Vp e fragdes desses extratos, e para glaucolideo A, AMP
e CHL, nessa ordem. Inicialmente, foram adicionados 100 pL. de caldo Miieller-Hinton
(CMH) aos pogos. Em seguida, foram acrescidos 100 pLL das SEs nos pogos da fileira A. Apos

homogeneizagao, foram transferidos 100 pL da fileira A para B, e assim sucessivamente até a
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fileira H. Dos pocos da fileira H foram descartados 100 pL, remanescendo igual volume em
toda a coluna. Apds a realizacdo das diluicdes seriadas das amostras e antibidticos, em
quadruplicata e triplicata, respectivamente, foram adicionados 10 pL da suspensdo bacteriana
previamente padronizada. O gradiente de concentracdo dos extratos foi estabelecido em busca
da atividade farmacologica, e por isso valores de CIM > 5000 pg/mL ndo foram determinados
com base no critério de Fabry, Okemo e Ansorg (1998). Como reportado por esses autores,
plantas medicinais usadas na medicina tradicional contra infec¢des podem ter alguma

atividade antimicrobiana quando apresentam CIM < 8000 pg/mL.

Figura 21 - Esquema ilustrativo do procedimento de dilui¢do seriada realizada em microplaca para
determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima

100 uL SE
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100 pL
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:IOOML
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Descarte 100 pL

SE: solucdo estoque dos extratos de lavagem foliar e floral de Vernonia polyanthes e das fracdes
obtidas desses extratos e do glaucolideo A; CMH: caldo Miieller-Hilton.
Fonte: ADAPTADO DE SILVA et. al., 2012
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Apo0s incubagdo a 35° £ 2 °C, em aerobiose, por 16 a 20 h, realizou-se a leitura
das microplacas por meio da adi¢ao de 10 puL de solucao de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(CTT) a 1 mg/mL em todos os pocos, exceto naqueles da coluna 4, referentes a uma das
quadruplicatas dos extratos, fragdes, glaucolideo A e antibioticos testados, cujos conteudos
foram utilizados para o estabelecimento da CBM e para a classificagdo do efeito
antibacteriano bactericida ou bacteriostatico. Apos a adicdo do CTT, as microplacas foram
incubadas por 30 min nas mesmas condigdes anteriormente descritas. Apos incubagdo, os
pocos que apresentaram coloracao rosa a avermelhada indicaram crescimento bacteriano, € os
que mantiveram a cor original foram compativeis com auséncia de crescimento. A CIM foi
determinada como "a menor concentragdo de um agente antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento visivel de um micro-organismo em um teste de susceptibilidade em caldo",

conforme conceito descrito no documento M07-A9 (CLSI, 2012).

4.8.3 Determinacido da Concentracao Bactericida Minima (CBM) e classificacido do

efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico

Como descrito ao final do item 4.8.2, a partir dos conteudos dos pogos das
colunas das microplacas que nao receberam solugao de CTT e dos quais nao foi observado
crescimento bacteriano (colunas 4, 8 e 12 exemplificadas na Figura 19; pag. 59), foram
retirados 10 pL com auxilio de alga microbiologica calibrada estéril descartavel. Essas
aliquotas foram estriadas em placas de Petri contendo AMH, e apds incubagao dessas placas
em estufa a 35° + 2 °C, por 18 a 20 h, em aerobiose, analisou-se a presenga ou auséncia de
crescimento de coldnias. Assim, as concentragdes de EL-Vp, EF-Vp, fracdes desses extratos e
glaucolideo A que permitiram o desenvolvimento bacteriano no AMH foram definidas como

bacteriostaticas, € as que o inibiram como bactericidas.
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Figura 22 - Imagem ilustrativa dos procedimentos para determinag@o da Concentragdo Bactericida
Minima e para classificacdo do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico
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CTT: cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio.
Fonte: ADAPTADO DE SANTANA, 2015

Com o intuito de se aprofundar as investigacdes microbioldgicas sobre V.
polyanthes, optou-se pela realizacdo do efeito combinatério de EL-Vp, EF-Vp e glaucolideo
A com CHL, bem como pela avaliacdo da provavel acao antibacteriana desses extratos e dessa
substancia sobre S. aureus. Para execucdo desses experimentos foram empregadas as cepas S.
aureus (ATCC® 25923), S. aureus (ATCC® 29213) e MRSA 1485279. A selecio dessas trés
cepas ocorreu pelos seguintes motivos, a saber: 1) S. aureus (ATCC" 25923) é uma cepa
sensivel 4 meticilina (MSSA) e formadora de biofilme; 2) S. aureus (ATCC® 29213) é uma
cepa MSSA isolada de ferida e ndo formadora de biofilme; e 3) MRSA 1485279 foi isolada
de ponta de catéter de paciente com diagnostico de infec¢do da corrente sanguinea, e que
apresentou perfil de resisténcia ao maior nimero de agentes antibacterianos constantes do
painel do sistema VITEK"®2, sendo caracterizada como MRSA pela resisténcia a oxacilina

(CIM >4 pg/mL) e pelo teste de triagem com cefoxitina (positivo) (CLSI, 2014).

4.8.4 Método de Time Kill

A atividade antibacteriana foi também investigada pelo método de time kill
realizado segundo D’Arrigo e colaboradores (2010), com pequenos ajustes. Este método
permite que se determine o intervalo de tempo em que a amostra impede o crescimento do

micro-organismo testado, fornecendo a dinamica de a¢do dessa amostra e sua interacdo com o
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tempo, e classificando o efeito como bactericida ou bacteriostatico (MITCHELL et al., 2012).
Para tanto, suspensdes das cepas bacterianas selecionadas na densidade de 5 x 10° UFC/mL
foram expostas a EL-VP, EF-Vp, glaucolideo A, AMP e CHL, nas concentragdes de 0,5x, 1x
e 2x CIM para EL-Vp frente a S. aureus (ATCC® 29213), S. aureus (ATCC® 25923) e MRSA
1485279; de 0,5x, 1x e 1,5x CIM para EF-Vp frente a S. aureus (ATCC® 29213), e de 0,5x,
1x e 2x CIM frente a S. aureus (ATCC® 25923) e MRSA 1485279; e de 1x CIM para AMP ¢
CHL frente a essas trés cepas. O valor méximo para EF-Vp frente a S. aureus (ATCC® 29213)
foi diferente dos demais visto que a CIM determinada foi igual a 5000 pg/mL, equivalente ao
limite superior do gradiente de concentracdo testado. Como controle de crescimento
bacteriano foi utilizado CMH contendo somente indculo bacteriano. As leituras das
absorbancias foram registradas em espectrofotometro a 630 nm antes da incubacao (t = 0) e
nos intervalos de tempo de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10 e 24 h de incubagdo a 35° £ 2 °C, em
aerobiose. A curva de crescimento bacteriano foi construida em fungdo da variagdo da

absorbancia pelo tempo utilizando o software GraphPad Prism® versio 5.

49 EFEITO COMBINATORIO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR (EL-Vp) E
FLORAL (EF-Vp) DE Vernonia polyanthes E GLAUCOLIDEO A COM
CLORANFENICOL (CHL)

4.9.1 Método de Checkerboard

O efeito combinatério de EL-Vp, EF-Vp e glaucolideo A com CHL foi
investigado por meio do método de checkerboard usando a técnica de microdilui¢do segundo
Fadli e colaboradores (2012). Resumidamente, em microplaca de 96 pogos de fundo chato
foram adicionados volumes de CMH com concentracdes de EL-Vp, EF-Vp ou glaucolideo A
de 1/8x a 8x CIM (orientacdo vertical, da coluna A até a H), que foram combinados com CHL
em concentracdes de 1/8x a 2x CIM (orientacao horizontal, da linha 1 até a 12), configurando
uma imagem semelhante a um tabuleiro de xadrez (Figura 23). As dilui¢des seriadas de EL-
Vp, EF-Vp ou glaucolideo A ¢ CHL foram misturadas de modo que cada linha (e coluna)
continha uma concentracdo do primeiro agente ¢ concentragdo crescente do segundo. As
suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de cultura em CMH, de 18 a 20 h, em
estufa bacterioldgica a 35° £ 2 °C, em aerobiose, adicionando-se solucdo salina estéril até
atingir turvacdo igual a suspensao do tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,0

x 10° UFC/mL), a qual foi utilizada no ensaio. Inicialmente, os 96 pogos das microplacas
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foram preenchidos com 80 pL. de CMH. Em seguida, foram preparadas SEs do CHL que
variaram de 1/8x a 2x CIM e, apds, foram pipetados 50 puL dessas solugdes para cada pogo
especifico (coluna 2 a 11) conforme mostrado na Figura 23. Da mesma maneira, foram
preparadas SEs de EL-Vp, EF-Vp e glaucolideo A que variaram de 8x a 1/8x CIM de acordo
com cada cepa testada e, em seguida, foram transferidos 50 pL dessas solugdes para cada
poco especifico (linha A até G). Dessa forma, a coluna 1 continha a amostra (extrato ou
glaucolideo A) acrescida de CMH, e a linha H somente CMH. Em outra microplaca, foi
realizado o controle de crescimento bacteriano. Adicionalmente, foram distribuidos 20 puL da
suspensdo bacteriana em cada pog¢o. Finalmente, as microplacas foram incubadas por 24 h, em
estufa bacteriologica a 35° £ 2 °C, em aerobiose, e ap0s esse periodo, realizou-se a leitura por
meio da adi¢do de 10 puL de solugdo de CTT a 1000 pg/mL em todos os pogos. O Indice da
Concentragao Inibitéria Fracionada (do inglés FICI, Fractional Inhibitory Concentration

Index) foi calculado por meio da seguinte equacdo (FADLI et al., 2012):

Figura 23 - Imagem ilustrativa do preparo da microplaca para realizagdo do método de checkerboard
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Com base nos valores de FICI, Fadli e colaboradores (2012) propuseram a
seguinte categorizagao:
- Sinergismo total: FICI <0,5;
- Sinergismo parcial: 0,5 < FICI <0,75;
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- Sem efeito: 0,75< FICI < 2;
- Antagonismo: FICI >2.

410 MODO DE ACAO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR (EL-Vp) E FLORAL
(EF-Vp) DE Vernonia polyanthes

4.10.1 Ensaio de viabilidade celular bacteriana

O ensaio de viabilidade de células bacterianas na presenca de EL-Vp e EF-Vp foi
realizado segundo protocolo previamente descrito por Kim e colaboradores (2015), com
discretas adaptacoes. Células bacterianas (1 pL) subcultivadas em AMH foram ressuspensas
em solucdo salina estéril (NaCl 0,9% p/v) e, entdo, essas suspensoes foram padronizadas a
densidade otica de 0,7 em 610 nm. Em seguida, 1000 pL dessas suspensdes padronizadas
foram adicionadas a 19 mL de tampao fosfato pH 7,1 (50mM) estéril com 0,5x, 1x e 2x CIM
para EL-Vp e com 0,5x, 1,5x e 2x CIM para EF-Vp. Os valores para EF-Vp frente a S. aureus
(ATCC® 29213) foram diferentes dos demais visto que a CIM determinada foi igual a 5000
ug/mL, equivalente ao limite superior do gradiente de concentragdo testado. Aliquotas na
ordem de diluicdo de 10~ foram incubadas em estufa bacterioldgica por 1 h a 35° + 2 °C, em
aerobiose, na presenca destes extratos, e posteriormente inoculadas em placas de Petri
contendo TSA e novamente incubadas a 35° = 2 °C, em aerobiose, por 18 a 20 h. O resultado
foi expresso graficamente como UFC mL™ x 10° utilizando o software GraphPad Prism®
versdo 5. A interferéncia do sistema solvente-diluente foi verificada por meio do controle das

células bacterianas na presenca de DMSO, e como controles positivos foram utilizados AMP

¢ CHL na concentragao de 1x CIM.
4.10.2 Teste de extravasamento de substiancias absorvidas a 280 nm

As suspensdes de células bacterianas foram preparadas conforme descrito no item
4.10.1 e delas foram obtidos sobrenadantes usados para medir o extravasamento de
substancias (perda de proteinas e material genético intracelular) conforme descrito por Kim e
colaboradores (2015), com pequenos ajustes. Assim, ImL das suspensdes bacterianas tratadas
e ndo tratadas com EL-Vp e EF-Vp e controles nas concentracdes descritas em 4.10.1, foi
incubado em estufa bacterioldgica por 1 h, a 35° £ 2 °C, em aerobiose. Apds incubacdo, a
mistura foi retirada, centrifugada (10.000 x g por 10 min), e a absorbancia do sobrenadante foi

entdo determinada a 280 nm em espectrofotometro. O resultado foi expresso graficamente



como razdo entre células tratadas e ndo tratadas utilizando o software GraphPad Prism®

versao 5.
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S RESULTADOS

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR (EL-Vp) E FLORAL (EF-
Vp) DE Vernonia polyanthes

A Tabela 4 apresenta os resultados dos rendimentos de EL-Vp e EF-Vp, em
porcentagem (%), obtidos a partir de 732 g e 1000 g de folhas integras e secas e flores de V.
polyanthes, respectivamente. Pela analise desta Tabela, observa-se que o rendimento obtido
com EF-Vp (3,4%) foi superior aquele para EL-Vp (2,8%), fornecendo biomassa também

maior apos o processo de extracdo (28 g e 25 g, nessa ordem).

Tabela 4 - Resultados da massa (g) e do rendimento (%) dos extratos de lavagem foliar (EL-Vp) e
floral (EF-Vp) de Vernonia polyanthes obtidos em agosto de 2015

Material Vegetal Extrato Massa do Extrato (g) Rendimento (%)
Folha EL-Vp 25 2,8
Flor EF-Vp 28 3,4

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

5.2 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR (EL-Vp) E FLORAL
(EF-Vp) DE Vernonia polyanthes

A partir do fracionamento dos extratos de V. polyanthes, foram obtidas dez
fracoes de EF-Vp (EF-Vp F, a EF-Vp Fyy) e sete de EL-Vp (EL-VpF, a EL-Vp F7), cujos

rendimentos sao mostrados pelas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5 - Resultados da massa (g) e rendimento (%) das fragdes obtidas do extrato de lavagem floral
(EF-Vp) e respectivas fases moveis utilizadas

Fracao Massa (g)

Rendimento (%)

Fase Movel

EF-Vp F, 3,52 17,60 Hex:DCM (90:10)
EF-Vp F, 0,20 1,01 Hex:DCM (80:20)
EF-Vp F; 0,02 0,08 Hex:DCM (80:20)
EF-Vp F, 1,33 6,66 Hex:DCM (50:50)
EF-Vp Fs 2,39 11,97 Hex:DCM (25:75)
EF-Vp Fq 2,46 12,32 DCM

EF-Vp F, 2,06 10,30 DCM

EF-Vp Fy 5,73 28,64 DCM:MeOH (75:25)
EF-Vp F, 1,31 6,54 DCM:MeOH (50:50)
EF-Vp F, 0,19 0,93 MeOH

Hex: hexano; DCM: diclorometano; MeOH: metanol.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Tabela 6 - Resultados da massa (g) e rendimento (%) das fragdes obtidas do extrato de lavagem foliar
(EL-Vp) e respectivas fases moveis utilizadas

Fracio Massa(g) Rendimento (%) Fase movel
EL-Vp F, 2,66 13,32 Hex
EL-Vp F, 7,60 37,98 Hex:Acoet (90:10)
EL-Vp F; 1,21 6,06 Hex:Acoet(90:10)
EL-Vp F, 2,40 12,02 Hex:Acoet(70:30)
EL-Vp Fs 3,82 19,09 Hex:Acoet(50:50)
EL-Vp F¢ 0,45 2,25 Hex:Acoet(30:70)
EL-Vp F, 0,74 3,72 Acoet

Hex: hexano; Acoet: acetato de etjla.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.3 DETERMINACAO DOS TEORES DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os teores de fenois totais foram determinados por meio da equagdo da reta obtida
a partir da andlise de regressdo linear da curva de calibragdo do 4cido galico (Figura 24). A
equacdo da reta foi y = 0,1246x + 0,0174, sendo o coeficiente de determinacio R* = 0,997. O
valor de "y" na equagdo foi substituido pelas absorbancias dos extratos e o valor de "x"
resultante correspondeu ao teor de fendis totais no extrato analisado em equivalente de acido

galico (g/100 g), considerando os fatores de dilui¢ao empregados (Tabela 7).

Figura 24 - Imagem grafica da curva de calibragdo do acido galico
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

A determinagdo do teor de flavonoides totais foi realizada por meio da equacao da
reta obtida a partir da analise de regressao linear da curva de calibragdo da rutina (Figura 25).
Assim como efetuado para o estabelecimento do teor de fendis totais, a equagdo da reta foiy
=0,033x - 0,009, sendo o coeficiente de determinacao R* = 0,9995. O valor de "y" na equacao
foi substituido pelas absorbancias dos extratos e o valor de "x" resultante correspondeu ao
teor de flavonoides totais no extrato analisado em equivalente de rutina (g/100 g),

considerando os fatores de diluicdo empregados (Tabela 7).



Figura 25 - Imagem grafica da curva de calibragdo da rutina
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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A Tabela 7 apresenta os resultados dos teores de fenois e flavonoides totais de EL-Vp

e EF-Vp em g/100 g EAG e ER, respectivamente. Conforme se observa pela andlise desta

Tabela, os valores dos teores de fendis totais foram iguais a 1,41 = 0,04 ¢ 2,16 = 0,04 g/100 g

EAG para EL-Vp e EF-Vp, nessa ordem, sendo que o maior teor foi observado para EF-Vp.

Em relagdo aos resultados dos teores de flavonoides totais, os valores foram de 16,55 + 0,01 ¢

6,28 = 0,01 g/100 g ER para EL-Vp e EF-Vp, respectivamente, sendo que o maior teor foi

obtido para EL-Vp.

Tabela 7 - Valores dos teores de fendis e flavonoides totais dos extratos de lavagem foliar e floral de

Vernonia polyanthes

Extrato Fendis Totais (g/100 gEAG) Flavonoides Totais (g/100 g¢ ER)
EL-Vp 1,41 £0,04 16,55+ 0,01
EF-Vp 2,16 £ 0,04 6,28 £ 0,01

EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes; EF-Vp: extrato de lavagem floral de

Vernonia polyanthes.

Os valores correspondem a média + desvio padrdo. As médias diferiram entre si apos analise de

variancia seguida do teste de Tukey (ANOVA) para p < 0,05.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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5.4 ANALISE DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS DE LAVAGEM FOLIAR (EL-
Vp) E FLORAL (EF-Vp) DE Vernonia polyanthes E DO GLAUCOLIDEO A POR
CROMATOGRAFIA LIiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A DETECCAO
POR ARRANJO DE DIODO (CLAE-DAD)

No presente estudo, EL-Vp, EF-Vp e glaucolideo A foram submetidos a andlise
por CLAE-DAD nos comprimentos de onda de 230, 254 e 330 nm para investigagdo de suas
composi¢des quimicas.

A Figura 26 apresenta os perfis cromatograficos de EL-Vp, EF-Vp e glaucolideo
A obtidos no comprimento de onda de 230 nm. Pela analise desses perfis, pode-se observar a
presenca de quatro picos majoritarios para EL-Vp e trés para EF-Vp, com a presenca do pico
principal do glaucolideo A, com tempo de retencdo (tr) de 20,367 e 20,338 para EL-Vp e
EF-Vp, respectivamente. Essa observagdo foi confirmada por meio do cromatograma do

glaucolideo A, com tg de 20,3 min [Figura 26-(C)].
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Figura 26 - Perfil cromatografico do (A) extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes, (B) extrato
de lavagem floral de Vernonia polyanthes, ¢ (C) glaucolideo A, obtido por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a Deteccdo por Arranjo de Diodo a 230 nm e respectivos espectros de
absor¢ao dos principais picos detectados
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Tabela 8 - Tempo de retengdo ¢ area sob a curva dos picos detectados nos cromatogramas obtidos por
meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detecgdo por Arranjo de Diodo no
comprimento de onda de 230 nm para os extratos de lavagem foliar e floral de Vernonia polyanthes e
glaucolideo A

Tempo de retenciio (tg) em minutos Area sob a curva dos picos

AMOSITa —pi01  Pico2  Pico3  Picod  Picol _ Pico2  Pico3  Picod

EL-Vp 20,367 22,374 26,101 32,955 6617815 319495 1589848 827659

EF-Vp 20,338 22,332 26,063 ND 27714346 2045767 4112583 ND

GA 20,300 ND ND ND 28977824 ND ND ND

EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes; EF-Vp: extrato de lavagem floral de
Vernonia polyanthes; GA: glaucolideo A; ND: néo determinado.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

5.5 TRIAGEM DE TOXICIDADE

5.5.1 Triagem de citotoxicidade através da determinacio da toxicidade aguda por meio

do bioensaio com Artemia salina

Conforme mostram as Figuras 27, 28 e 29, foram elaboradas retas a partir das
porcentagens de morte (%M) de 4. salina (eixo y) versus as concentracdes dos extratos (eixo
x). Como pardmetro de avaliacdo da toxicidade aguda, foram estimados os provaveis valores
de CLsy para cada extrato investigado com base nesta analise grafica. EL-Vp, EF-Vp e
glaucolideo A apresentaram valores de CLso iguais a 3706 pg/mL, 2655 pg/mL e 2653
ug/mL, respectivamente. O timol (controle positivo) revelou CLsy de 38 pg/mL, sendo
considerado altamente toxico, e os controles negativos apresentaram %M < 20%. Segundo
Meyer e colaboradores (1982), valores de CLsy > 1000 pg/mL para extratos vegetais sdao

considerados atoxicos frente ao microcrustaceo 4. salina.



Figura 27 - Relacdo entre a porcentagem de morte de Artemia salina e a concentragdo do extrato de
lavagem foliar de Vernonia polyanthes
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EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Figura 28 - Relagdo entre a porcentagem de morte de Artemia salina e a concentragao do extrato de
lavagem floral de Vernonia polyanthes
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EF-Vp: extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Figura 29 - Relacdo entre a porcentagem de morte de Artemia salina e a concentragdo do glaucolideo
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

5.5.2 Triagem de citotoxicidade através do ensaio de viabilidade celular pelo método do

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

A citotoxicidade in vitro do EL-Vp e do glaucolideo A foi também avaliada

através do ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT, utilizando células RAW 264.7.

Como apresenta a Figura 30, EL-Vp (30 pg/mL) reduziu a viabilidade dos

macrofagos RAW 264.7, mostrando-se menos téxico que DMSO 5% (controle positivo). Nao

foi possivel obter o resultado de citotoxicidade para EF-Vp a tempo de ser inserido no

presente estudo, em virtude de ndo se ter atingido a confluéncia de 80%, necessaria para a

realizagdo deste ensaio.
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Figura 30 - Avaliagao da citotoxicidade do extrato de lavagem foliar (EL-Vp) de Vernonia polyanthes
por meio do ensaio de viabilidade celular utilizando linhagem de célula ndo tumoral RAW 264.7
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Efeito do EL-Vp na viabilidade celular pelo ensaio MTT. As células RAW 264.7 foram incubadas na
presencga ou auséncia de EL-Vp (0,5 a 30 ug/mL) durante 48 h. DMSO 5% e DMSO 0,5% foram
usados como controles positivo e do sistema solvente/diluente, nessa ordem. Os dados sdo
apresentados como médias + desvio padrao.*p < 0,05 versus nenhuma célula tratada (NT).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

A Figura 31 apresenta os resultados da citotoxicidade obtidos com o glaucolideo
A. Pela analise desta Figura, foi observada CLsy > 50% para glaucolideo A na concentragao
de 20 pg/mL, sendo essa substancia considerada atdxica quando comparada ao controle

positivo (DMSO 5%).

Figura 31 - Avaliagdo da citotoxicidade do glaucolideo A por meio do ensaio de viabilidade celular
utilizando linhagem de célula ndo tumoral RAW 264.7
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Efeito do glaucolideo A na viabilidade celular pelo ensaio MTT. As células RAW 264.7 foram
incubadas na presenca ou auséncia de glaucolideo A (0,5 a 20 pg/mL) durante 48 h. DMSO 5% e
DMSO 0,5% foram usados como controles positivo e do sistema solvente/diluente, nessa ordem. Os
dados sdo apresentados como médias + desvio padrdo.*p < 0,05 versus nenhuma célula tratada (NT).
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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56 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro DOS EXTRATOS DE
LAVAGEM FOLIAR (EL-Vp) E FLORAL (EF-Vp) DE Vernonia polyanthes, DAS
FRACOES OBTIDAS DESSES EXTRATOS E DO GLAUCOLIDEO A

A Tabela 9 apresenta os valores de CIM e CBM para EL-Vp, EF-Vp e
glaucolideo A. Conforme mostra esta Tabela, EL-Vp inibiu o crescimento de quatro das oito
cepas bacterianas testadas, sendo mais eficiente frente a S. aureus (ATCC® 25923) e S. aureus
(ATCC®™ 29213), com valores de CIM iguais a 625 e 1250 pg/mL, respectivamente. EF-Vp,
por sua vez, foi ativo frente a trés destas oito cepas avaliadas [S. aureus (ATCC® 25923)
(CIM = 1250 pg/mL), S. aureus (ATCC® 29213) (CIM = 5000 pg/mL) e P. aeruginosa
(ATCC®27853) (CIM = 5000 pg/mL)]. Ainda segundo esta Tabela, nio foi observada
atividade antibacteriana do glaucolideo A no gradiente de concentracdo testado (até 500
pg/mL). Porém, visto que o presente estudo também visou a investigacdo do efeito
combinatorio dessa substancia com cloranfenicol por meio do método de checkerboard,
elevou-se o gradiente testado e glaucolideo A mostrou-se ativo na concentragdo de 750
ng/mL frente & S. aureus (ATCC® 25923) e S. aureus (ATCC® 29213). Em relagdo a CBM,
foi possivel estabelecer os valores obtidos para EL-Vp e EF-Vp frente a S. aureus (ATCC®
25923) (CBM = 2500 pg/mL), S. aureus (ATCC® 29213) (CBM = 2500 pg/mL) e P.
aeruginosa (ATCC® 9027) (CBM = 5000 pg/mL), ¢ frente a S. aureus (ATCC® 25923)(CBM
= 5000 ug/mL) e P. aeruginosa (ATTC" 27853) (CBM = 5000 pg/mL), nessa ordem. Para as
demais cepas, os valores de CBM foram reportados como > 5000 pg/mL (Tabela 9). O efeito
antibacteriano de EL-Vp frente a S. aureus (ATCC® 25923) e S. aureus (ATCC® 29213) foi
classificado como bacteriostatico, € mostrou-se distinto entre as cepas de P. aeruginosa,
sendo bactericida para a (ATTC® 9027) e bacteriostatico para a (ATTC® 27853). Ainda, EF-
Vp apresentou efeito bacteriostatico frente a S. aureus (ATCC® 25923) e bactericida frente a

P. aeruginosa (ATTC® 27853).
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Tabela 9 - Valores da Concentragao Inibitoria Minima e da Concentragdo Bactericida Minima dos extratos de lavagem foliar e floral de Vernonia polyanthes,
do glaucolideo A, da ampicilina e do cloranfenicol frente as cepas de referéncia ATCC®

Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) (ug/mL) Concentragdo Bactericida Minima (CBM) (ug/mL)

Cepa de Referéncia ATCC"

Extrato / Substancia Pura / Antibidtico

Extrato / Substancia Pura

T

EL-Vp EF-Vp GA AMP~ CHL” EL-Vp EF-Vp GA
Staphylococcus aureus (ATCC" 259237 625 1250 750 <4 8 2500 5000 > 500
Staphylococcus aureus (ATCC® 29213™) 1250 5000 750 <4* 8° 2500 > 5000 > 500
Escherichia coli (ATCC"® 10536") >5000 >5000 >500 <4 <4 > 5000 > 5000 > 500
Escherichia coli (ATCC® 25922™) >5000 >5000 >500 @ <4¢ <4 > 5000 > 5000 > 500
Salmonella Choleraesuis (ATCC® 10708™)  >5000 >5000 > 500 <4 <4 > 5000 > 5000 > 500
Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311™) >5000 >5000 >500 <4 <4 > 5000 > 5000 > 500
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027™) 5000 >5000 >500 >500 64 5000 > 5000 > 500
Pseudomonas aeruginosa (ATTC® 27853™) 5000 5000 >500 > 500° 64° > 5000 5000 > 500

EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes; EF-Vp: extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes; GA: glaucolideo A; AMP: ampicilina; e

CHL: cloranfenicol.

"Ajuste do gradiente de concentragio para o glaucolideo A frente a S. aureus (ATCC® 25923) e S. aureus (ATCC® 29213) para determinar a CIM visando a
realizagio do método de checkerboard. " Os valores de CIM obtidos com AMP e CHL estdo de acordo com os intervalos de controle de qualidade reportados
para organismos nao fastidiosos pelo CLSI (2014), conforme documento M100-S24: (a) 0,5 a 2 ug/mL; (b) 2 a 16 ug/mL; (c) ndo reportado; (d) 2 a 8 pg/mL.

. L P ~ . ® ™
Esses valores classificam essas bactérias como sensiveis, com exce¢do de Pseudomonas aeruginosa (ATTC™ 27853 ).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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A Tabela 10 mostra os resultados de CIM e CBM de EL-Vp, EF-Vp e glaucolideo
A frente as cepas bacterianas clinicamente relevantes testadas. Pela analise desta Tabela,
observa-se que EL-Vp e EF-Vp foram ativos frente as cinco cepas MRSA (MRSA 1485279,
1605677, 1664534, 1688441 e 1830466), com valores de CIM entre 78 e 5000 pug/mL, e
incapazes de inibir o crescimento das trés cepas de Salmomella Enteritidis e das duas
Salmonella spp. no gradiente de concentragdo investigado. Com exce¢do da MRSA 1485279,
com valor de CIM igual a 375 pg/mL, o glaucolideo A foi inativo para as demais cepas de
rotina testadas no gradiente de concentracao proposto. Conforme também apresentado pela
Tabela 10, foi possivel estabelecer os valores de CBM para MRSA 1605677, MRSA 1664534
e MRSA 1830466 frente a ambos os extratos investigados. O efeito antibacteriano foi
classificado como bacteriostatico para as cepas MRSA testadas cujas CIM puderam ser
determinadas (Tabela 10). Em relacdo ao glaucolideo A, também foi observado efeito

bacteriostatico quando essa substancia foi testada frente a MRSA 1485279.



80

Tabela 10 - Valores da Concentragdo Inibitoria Minima e da Concentragdo Bactericida Minima dos extratos de lavagem foliar e floral de Vernonia polyanthes,
do glaucolideo A, da ampicilina e do cloranfenicol frente as cepas de rotina

Concentragao Inibitoéria Minima (CIM) (ug/mL) Concentragdo Bactericida Minima (CBM) (ug/mL)

Cepa de Rotina Extrato / Substancia Pura / Antilzi(')tico . Extrato / Substancia Pura
EL-Vp  EF-Vp GA AMP CHL EL-Vp EF-Vp GA
MRSA 1485279 1250 625 375 500 125 > 5000 > 5000 > 500
MRSA 1605677 156 78 > 500 125 8 1250 1250 > 500
MRSA 1664534 1250 2500 > 500 16 <4 2500 5000 > 500
MRSA 1688441 5000 5000 > 500 250 <4 > 5000 > 5000 > 500
MRSA 1830466 1250 2500 > 500 64 4 2500 5000 > 500
Salmonella Enteritidis 1406591 >5000 >5000 > 500 <4 <4 > 5000 > 5000 > 500
Salmonella Enteritidis 1418594 >5000 >5000 > 500 <4 <4 > 5000 > 5000 > 500
Salmonella Enteritidis 1428260 > 5000 >5000 > 500 <4 <4 > 5000 > 5000 > 500
Salmonella spp. 1266695 >5000 >5000 >500 <4 <4 > 5000 > 5000 > 500
Salmonella spp. 1507708 >5000 >5000 >500 >500 <4 > 5000 > 5000 > 500

EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes; EF-Vp: extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes; GA: glaucolideo A; AMP: ampicilina; e
CHL.: cloranfenicol.

"Por definigdo, cepas MRSA sio resistentes aos antibidticos beta-lactimicos tais como AMP. Em relagio & Salmonella, valores de CIM < 8 e > 32 pg/mL
foram interpretados conforme documento M100-S24, e classificaram as cepas testadas como sensiveis e resistentes, respectivamente. ~ Para cepas de
Staphylococcus spp., os valores de CIM obtidos com CHL também foram interpretados segundo este documento, a saber: CIM < 8 pg/mL = sensivel, CIM =
16 pg/mL = intermediario, e CIM > 32 pug/mL = resistente. Para as Salmonella testadas, por sua vez, CIM < 8 pg/mL classificaram essas cepas como sensiveis
a este antibidtico (CLSI, 2014).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Os resultados de CIM e CBM de EF-Vp, das fragdes EF-Vp F4, EF-Vp Fs ¢ EF-Vp F¢
e do glaucolideo A sdao mostrados pela Tabela 11. Pela analise desta Tabela observa-se que,
das 10 fragdes obtidas de EF-Vp, trés foram avaliadas. Essa selecao se baseou na solubilidade
destas fragdes no sistema solvente/diluente utilizado (DMSO/Tween 80), pois foi necessario
considerar a dificuldade de se estabelecer esse parametro nas condi¢des exigidas pelos
ensaios, € o curto espaco de tempo para fazé-lo (duragdo do Curso de Mestrado Académico).
EF-Vp, EF-Vp F4, EF-Vp Fs e glaucolideo A foram ativos frente as duas cepas de referéncia
ATCC® e uma de rotina testadas, com valores de CIM variando de 375 a 5000 pg/mL.
Conforme também apresentado pela Tabela 11, os valores de CBM foram reportados como >
5000 e > 500 pg/mL, para EF-Vp, EF-Vp F4, EF-Vp Fs, EF-Vp Fg e para glaucolideo A, nessa
ordem, visto que essa foi a maior concentragdo estabelecida para extrato e fragdes e para
substancia pura, respectivamente. O efeito antibacteriano foi classificado como bacteriostatico

para todas as amostras frente as cepas testadas.
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Tabela 11 - Valores da Concentragdo Inibitéria Minima e da Concentragdo Bactericida Minima do extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes, das
fracdes F,4, Fs e Fg desse extrato, do glaucolideo A, da ampicilina e do cloranfenicol frente as cepas de referéncia ATCC® e de rotina

Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) (ug/mL) Concentragao Bactericida Minima (CBM) (pg/mL)
Cepa Bacteriana Extrato / Fragdo / Substancia Pura / Antibiotico Extrato / Fragdo / Substancia Pura
EF-Vp EF-Vp EF-Vp  EF-Vp GA AMP CHL EF-Vp EF-Vp EF-Vp EF-Vp GA
Fy Fs Fe F, Fs F
Staphylococcus aureus (ATCC® 25923™) 1250 2500 5000 >5000 750 <4 8 5000 > 5000 > 5000 >5000  >500
Staphylococcus aureus (ATCC® 29213™) 5000 2500 2500 >5000 750 <4 8 > 5000 > 5000 > 5000 >5000  >500
MRSA 1485279 625 2500 5000 >5000 375 500 125 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 500

EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes; EF-Vp F,: fragdo nimero 4 do extrato de lavagem floral Vernonia polyanthes; EF-Vp Fs: fragdo
numero 5 do extrato de lavagem floral Vernonia polyanthes; EF-Vp F¢: fragdo nlimero 6 do extrato de lavagem floral Vernonia polyanthes; GA: glaucolideo

A; AMP: ampicilina; e CHL: cloranfenicol.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Os valores de CIM e CBM de EL-Vp e das fragdes EL-Vp F; a EL-Vp F; estdo
apresentados na Tabela 12. Pela analise desta Tabela, observa-se que as fragcdes de EL-Vp
foram ativas frente as duas cepas de referéncia ATCC® e uma de rotina testadas, com valores
de CIM variando de 312,5 a 2500 pg/mL, sendo que EL-Vp F; se mostrou a mais eficiente
entre as investigadas. Conforme também mostrado pela Tabela 12, com exce¢do da CBM de
F, [S. aureus (ATCC® 25923) (CBM = 5000 pg/mL), S. aureus (ATCC® 29213) (CBM =
2500 pg/mL) e MRSA 1485279 (CBM = 1250 ng/mL)], F3 [MRSA 1485279 (CBM = 2500
ug/mL)], Fs [S. aureus (ATCC® 25923) (CBM = 5000 pug/mL)] e Fq [S. aureus (ATCC®
29213) (CBM = 5000 pg/mL)], as demais fragdes revelaram valores > 5000 pg/mL. O efeito
antibacteriano foi classificado como bacteriostatico para todas as fragdes frente as cepas

testadas.



Tabela 12 - Valores da Concentragdo Inibitoria Minima e da Concentragdo Bactericida Minima do extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes ¢ das
fragdes F, a F desse extrato, da ampicilina e do cloranfenicol frente as cepas de referéncia ATCC® e de rotina

Concentracio Inibitéria Minima (CIM) (ng/mL)/ Concentracio Bactericida Minima (CBM) (ng/mL)

Fragdes de EL-Vp Antibiético

Cepa Bacteriana
EL-Vp EL-Vp F, EL-Vp F, EL-Vp F; EL-Vp F, EL-Vp F;s EL-Vp Fg EL-Vp F; AMP CHL

c(M (CBM CIM CBM CIM (BM CIM CBM (CIM CBM CIM (CBM (M CBM CIM CBM CIM CBM

84

Staphylococcus aureus
(ATCC® 25923™) 625 2500 625 >5000 625 >5000 312,5 >5000 312,5 5000 625 5000 625 >5000 1250 >5000 <4 8

Staphylococcus aureus 1,50 500 1250 >5000 625 >5000 3125 >5000 1250 2500 2500 >5000 1250 5000 2500 >5000 <4 8

(ATCC®29213™)

MRSA 1485279 1250 >5000 1250 >5000 1250 >5000 625 2500 625 1250 1250 >5000 625 >5000 1250 >5000 500 125

EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes; EL-Vp F, a F7: fragbes de EL-Vp; AMP: ampicilina; ¢ CHL: cloranfenicol.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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57 METODO DE CHECKERBOARD

Os valores das CIMs individuais de EL-Vp, EF-Vp, glaucolideo A e CHL frente a
S. aureus (ATCC® 25923), S. aureus (ATCC® 29213) ¢ MRSA 1485279, assim como as
CIMs de suas combinagdes, estdo apresentados na Tabela 13. Conforme mostra esta Tabela,
EF-Vp quando combinado com CHL demonstrou sinergismo parcial frente a S. aureus
(ATCC® 29213) e sem efeito frente as duas outras cepas bacterianas testadas. Ao serem

investigados, EL-Vp e glaucolideo A combinados com CHL revelaram antagonismo.
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Tabela 13 - Valores das Concentragdes Inibitorias Minimas individuais e combinadas dos extratos de lavagem foliar e floral de Vernonia polyanthes,
glaucolideo A e cloranfenicol frente a S. aureus (ATCC® 25923), S. aureus (ATCC® 29213) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) 1485279

Extrato / Substincia Pura / Concentracao Inibitoria Minima (ug/mL)

Cepa Bacteriana FICI Efeito Combinatoério
ANUDIOUCO Sozinho Combinado
EF-Vp 5000 1250 0,75 Sinergismo Parcial
Cloranfenicol 75 37,5
S. aureus EL-Vp 1250 5000 >4 Antagonismo
(ATCC" 29213) Cloranfenicol 75 18,75
Glaucolideo A 750 3000 >4 Antagonismo
Cloranfenicol 75 37,5
EF-Vp 1250 2500 2,25 Sem Efeito
Cloranfenicol 75 18,75
EL-Vp 625 2500 >4 Antagonismo
S. aureus
(ATCC" 25923) Cloranfenicol 75 37,5
Glaucolideo A 750 3000 >4 Antagonismo
Cloranfenicol 75 18,75
EF-Vp 625 78,125 2,13 Sem Efeito
Cloranfenicol 125 250
EL-Vp 1250 5000 >4 Antagonismo
MRSA 1485279 Cloranfenicol 125 125
Glaucolideo A ND* ND* ND* ND*
Cloranfenicol ND ND ND ND

EF-Vp: extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes; EL-Vp: extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes; FICI: do inglés, Fraction inhibitory concentration index;
ND#*: ndo determinado (Nao foi possivel estabelecer o efeito combinatorio do glaucolideo A sozinho ou combinado com o cloranfenicol frente 8 MRSA 1485279 pelo
consumo de todo o material purificado pelo nosso grupo de pesquisa e a impossibilidade de adquiri-lo comercialmente).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR,2017
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58 METODO DE TIME KILL

As Figuras 32, 33, 34, 35, 36 ¢ 37 mostram os resultados de EL-Vp e EF-Vp
frente a S. aureus (ATCC® 25923), S. aureus (ATCC® 29213) ¢ MRSA 1485279, nessa
ordem, obtidos pelo método de time kill durante um periodo de incubagdo de 24 h. Pela
andlise destas Figuras observa-se que, apesar das oscilagdes das curvas (esse ensaio investiga
a cinética bacteriana), o efeito antibidtico foi notado a partir de 6, 2 e 7 h para S. aureus
(ATCC® 25923), S. aureus (ATCC" 29213) e MRSA 1485279, respectivamente. Os perfis de
acdo de EL-Vp e EF-Vp foram mantidos durante todo o periodo de observagdao (24 h),
demonstrando visivel redu¢dao da taxa de multiplicacdo bacteriana na dependéncia da
concentracdo do extrato utilizada e da cepa bacteriana testada. Ainda, EF-Vp foi mais
eficiente, demonstrando efeito bactericida dependendo da concentragdo utilizada e da cepa

testada.

Figura 32 - Curva da cinética bacteriana de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) frente ao extrato
de lavagem foliar de Vernonia polyanthes (EL-Vp), ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL)
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A seta indica o inicio da acdo do extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes (EL-Vp) sobre a
cepa bacteriana testada tendo como base a comparagdo com a curva de crescimento dessa cepa a partir
da fase exponencial (controle de crescimento).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Figura 33 - Curva da cinética bacteriana de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) frente ao extrato
de lavagem floral de Vernonia polyanthes (EF-Vp), ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL)
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A seta indica o inicio da agdo do extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes (EF-Vp) sobre a
cepa bacteriana testada tendo como base a comparagao com a curva de crescimento dessa cepa a partir
da fase exponencial (controle de crescimento).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Figura 34 - Curva da cinética bacteriana de Staphylococcus aureus (ATCC® 29213) frente ao extrato
de lavagem foliar de Vernonia polyanthes (EL-Vp), ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL)
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A seta indica o inicio da acdo do extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes (EL-Vp) sobre a
cepa bacteriana testada tendo como base a comparagao com a curva de crescimento dessa cepa a partir
da fase exponencial (controle de crescimento).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Figura 35 - Curva da cinética bacteriana de Staphylococcus aureus (ATCC® 29213) frente ao extrato
de lavagem floral de Vernonia polyanthes (EF-Vp), ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL)
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A seta indica o inicio da acdo do extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes (EF-Vp) sobre a
cepa bacteriana testada tendo como base a comparagdo com a curva de crescimento dessa cepa a partir
da fase exponencial (controle de crescimento).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Figura 36 - Curva da cinética bacteriana de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
1485279 frente ao extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes (EL-Vp), ampicilina (AMP) e
cloranfenicol (CHL)
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A seta indica o inicio da acdo do extrato de lavagem foliar de Vernonia polyanthes (EL-Vp) sobre a
cepa bacteriana testada tendo como base a comparagao com a curva de crescimento dessa cepa a partir
da fase exponencial (controle de crescimento).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Figura 37 - Curva da cinética bacteriana de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
1485279 frente ao extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes (EF-Vp), ampicilina (AMP) e
cloranfenicol (CHL)
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A seta indica o inicio da agdo do extrato de lavagem floral de Vernonia polyanthes (EF-Vp) sobre a
cepa bacteriana testada tendo como base a comparagao com a curva de crescimento dessa cepa a partir
da fase exponencial (controle de crescimento).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

59 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR BACTERIANA

Em Microbiologia, utiliza-se a palavra crescimento em referéncia a um aumento
no numero de células em consequéncia da divisdo celular (MADIGAN et al., 2016). Assim, o
ensaio de viabilidade de células bacterianas foi realizado para avaliar a acdo de EL-Vp, EF-
Vp, AMP ou CHL sobre a determinacdo do nimero de Unidades Formadoras de Colonia por
mL (UFC/mL) [nimero de UFC capaz de sobreviver a exposi¢do a essas amostras apos 1 h
(fase lag, onde se observa pouca ou nenhuma divisdo celular)].

De acordo com as Figuras 38, 39 e 40, percebe-se que a exposi¢do a EL-Vp (0,5x
CIM, 1x CIM e 2x CIM) e EF-Vp (0,5x CIM, 1x CIM e 1,5x CIM) induziu a morte celular
bacteriana, demonstrando que as células tratadas de S. aureus foram incapazes de sobreviver
na presenca dessas amostras, sofrendo reducdo do numero de UFC/mL. Ainda, EF-Vp

mostrou-se mais eficiente que EL-Vp.
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Figura 38 - Resultado da viabilidade de Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) apés exposi¢io aos

extratos de lavagem foliar (EL-Vp) e floral (EF-Vp) de Vernonia polyanthes, ampicilina (AMP) e
cloranfenicol (CHL)
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UFC: Unidade Formadora de Col6nia. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo; os
experimentos foram realizados em triplicata; mesma letra indica que ndo ha diferenga significativa
apos analise de variancia seguida do teste de Comparacao Multiplo de Dunnett para p < 0,001.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Figura 39 - Resultado da viabilidade de Staphylococcus aureus (ATCC® 29213) apbs exposi¢io aos

extratos de lavagem foliar (EL-Vp) e floral (EF-Vp) de Vernonia polyanthes, ampicilina (AMP) e
cloranfenicol (CHL)
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UFC: Unidade Formadora de Colonia. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao; os
experimentos foram realizados em triplicata; mesma letra indica que ndo ha diferenca significativa

apos analise de variancia seguida do teste de Comparacdao Multiplo de Dunnett para p < 0,001.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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Figura 40 - Resultado da viabilidade de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

1485279 apds exposicdo aos extratos de lavagem foliar (EL-Vp) e floral (EF-Vp) de Vernonia
polyanthes, ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL)
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UFC: Unidade Formadora de Colonia. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao; os
experimentos foram realizados em triplicata; mesma letra indica que ndo ha diferenca significativa

apos analise de variancia seguida do teste de Comparagdo Multiplo de Dunnett para p < 0,001.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

510 TESTE DE EXTRAVASAMENTO DE SUBSTANCIAS ABSORVIDAS A 280 nm

O potencial dano da membrana celular bacteriana causado por EL-Vp (0,5x CIM, 1x
CIM e 2x CIM), EF-Vp (0,5x CIM, 1x CIM e 1,5x CIM), AMP ou CHL foi investigado por
meio do teste de extravasamento de substancias absorvidas a 280 nm.

As Figuras 41, 42 e 43 apresentam a relagdo relativa entre o material absorvido a 280
nm extravasado e células bacterianas tratadas e nao tratadas (controle de crescimento). Como
mostrado nestas Figuras, os resultados demonstram que houve uma expressiva liberagdo dos
contetdos absorvidos a 280 nm de S. aureus (ATCC® 25923), S. aureus (ATCC® 29213) e
MRSA 1485279 quando essas cepas foram tratadas com EL-Vp (0,5x CIM, 1x CIM e 2x
CIM) e EF-Vp (0,5x CIM, 1x CIM e 1,5x CIM), sendo que EF-Vp foi mais eficiente que EL-

Vp, atuando independente da concentracao usada.
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Figura 41 - Resultado do extravasamento de substincias absorvidas a 280 nm de Staphylococcus
aureus (ATCC® 25923) frente aos extratos de lavagem foliar (EL-Vp) e floral (EF-Vp) de Vernonia
polyanthes, ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Figura 42 - Resultado do extravasamento de substincias absorvidas a 280 nm de Staphylococcus
aureus (ATCC® 29213) frente aos extratos de lavagem foliar (EL-Vp) e floral (EF-Vp) de Vernonia
polyanthes, ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

Figura 43 - Resultado do extravasamento de substincias absorvidas a 280 nm de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) 1485279 frente aos extratos de lavagem foliar (EL-Vp) e floral
(EF-Vp) de Vernonia polyanthes, ampicilina (AMP) e cloranfenicol (CHL)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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6 DISCUSSAO

A extragdo ¢ um importante passo em qualquer estudo sobre plantas medicinais e
desempenha um papel significativo e crucial no seu resultado final e desfecho (AZMIR et al.,
2013). Assim, o método de extragdo a ser utilizado pode influenciar fortemente a composi¢ao
quimica do extrato obtido e, portanto, sua atividade biologica (ATANASOV et al., 2015).

Neste contexto, entre os varios métodos convencionais € nao convencionais
disponiveis, a extracdo de metabolitos secundarios por lavagem de tricomas glandulares com
solventes organicos reduz a complexidade do extrato obtido (TISSIER, 2012), sendo essa
técnica considerada uma opg¢do que favorece a extragdo de flavonoides, terpenos e LSTs
(APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2012; IGUAL et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2011).

Conforme descrito no item 4.2 [Obtencao dos extratos de lavagem foliar (EL-Vp)
e floral (EF-Vp) de Vernonia polyanthes| a pag. 43, estudos realizados por nosso grupo de
pesquisa que precederam a presente investigagdo, demonstraram que a prospec¢ao fitoquimica
do extrato etanolico das folhas de V. polyanthes bem como do extrato etandlico e das fragdes
hexanica, diclorometanica, em acetato de etila e butandlica dos caules dessa espécie vegetal,
indicou a presenca de taninos, flavonoides, cumarinas, terpenoides, esteroides, saponinas e
alcaloides (MINATELI et al., 2017; TEMPONI et al., 2012). Ainda, a caracterizagdo quimica
por CLAE-DAD dos extratos hexanico e em acetato de etila das folhas de V. polyanthes
(HEVP e EAEVP, respectivamente) revelou a presenga de flavonoides, permitindo a
identificacdo de luteolina ou 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4-cromen-ona e apigenina ou
5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona, e rutina ou 2-(3,4-dihidroxifenil)-
5,7-dihidroxi-3-[a-L-ramnopiranosil-(1—6)-f-D-glicopiranosiloxi]-4H-cromen-ona, em
HEVP e EAEVP, nessa ordem (RODRIGUES, et al., 2016). Finalmente, Santana (2015)
reportou a deteccdo de trés flavonoides e trés LSTs no extrato de lavagem foliar de V.
polyanthes, com a presen¢a majoritaria de glaucolideo A. Este arcabouco quimico, somado ao
fato de que entre os extratos e fracdes de folhas e caules de V. polyanthes previamente
investigados a fragdo diclorometanica revelou o efeito antibidtico mais eficiente e promissor,
fez com que o presente estudo fosse desenvolvido aplicando-se o método utilizado por
Santana (2015), tendo como principal objetivo o aprofundamento das pesquisas
microbiologicas.

Em 2005, Goli, Barzegar e Sahari (2005) descreveram que o rendimento do
extrato depende do solvente e do método de extracdo empregados. Em 2007, Hayouni e

colaboradores corroboraram esta descri¢do ao relatarem a variagao do rendimento do extrato
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bem como de suas atividades bioldgicas em funcdo dos diferentes métodos de ex