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Resumo

A resisténcia a antimicrobianos coloca em risco a eficacia da prevencdo e dos tratamentos
de infec¢Bes. A associacdao de compostos naturais com atividade antimicrobiana a esses
antibidticos é uma alternativa de aumentar o espectro de ac¢do, visando diminuir danos
adversos causados pelos compostos sintéticos. O objetivo deste trabalho foi determinar a
atividade antibacteriana de extratos e fracdes de espécies vegetais da familia Asteraceae e
avaliar a associacdo com antibidticos. Em parceria com o Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringd, foram obtidos extratos brutos e fragcGes das plantas
Pterocaulon alopecuroides (PA), Stevia leptophylla (SL), Vernonanthura cuneifolia (VC),
Vernonanthura discolor (VD) e Austroeupatorium inulaefolium (Al), que foram testadas para
quatro diferentes bactérias: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli e
Salmonella. na concentracdo de 10 mg/mL utilizando a metodologia de determinacdo da
Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) por microdiluicdo e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) por subcultivo em agar Mueller Hinton (MH). A CIM demonstrou potencial
antibacteriano contra as bactérias gram-positivas. Posteriormente, os microrganismos foram
submetidos ao teste de difusdo em disco nas placas de agar MH, utilizando ampicilina 10 pg
isoladamente e o extrato + ampicilina (10 puL+10 pg). Os halos de inibicdo induzidos por
fracdo acetato de etila de VC, SL e PA, extrato bruto de Al e fracdo hexano de PA
apresentaram aumento significativo para S. aureus e B. cereus. O extrato bruto e fracdo
acetato de etila de VC demonstraram sinergismo combinado com o antibidtico ampicilina no
teste por “checkerboard”, caracterizado por seus isobologramas e um FICI de 0,025 e 0,200,
respectivamente. Por fim foi realizado o teste de toxidade para os extratos com Artemia
salina, onde demonstraram letalidade de 100% na concentragdo de 2mg/mL, e o extrato de
PA na fracdo diclorometano n3o demonstrou letalidade na concentracdo de 1mg/mL, se
destacando dos demais que ndo apresentaram letalidade a partir de 0,5mg/mL. Desta forma,
observou-se que espécies vegetais da familia Asteraceae estudadas possuem atividade

antibacteriana, destacando-se P. alopecuroides.

Palavras-chave: microdiluicdo; Asteraceae; checkerboard; combinacdo; sinergismo.



Abstract

Antimicrobial resistance jeopardizes the effectiveness of preventing and treating infections.
The association of natural compounds with antimicrobial activity to these antibiotics is an
alternative to increase the spectrum of action, aiming to reduce adverse damage caused by
synthetic compounds. The objective of this work was to determine the antibacterial activity
of extracts and fractions of plant species of the Asteraceae family and to evaluate the
association with antibiotics. In partnership with the Chemistry Department of the State
University of Maringd, crude extracts and fractions of the plants Pterocaulon alopecuroides
(PA), Stevia leptophylla (SL), Vernonanthura cuneifolia (VC), Vernonanthura discolor (VD) and
Austroeupatorium inulaefolium (Al) were obtained., which were tested for four different
bacteria: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli and Salmonella. at a
concentration of 10 mg/mL using the methodology for determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) by microdilution and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) by
subculture in Mueller Hinton agar (MH). MIC demonstrated antibacterial potential against
gram-positive bacteria. Subsequently, the microorganisms were submitted to the disk
diffusion test on MH agar plates, using ampicillin 10 ug alone and the extract + ampicillin (10
pL+10 pg). The inhibition halos induced by the ethyl acetate fraction of VC, SL and PA, Al
crude extract and hexane fraction of PA showed a significant increase for S. aureus and B.
cereus. The crude extract and ethyl acetate fraction of VC demonstrated synergism
combined with the antibiotic ampicillin in the checkerboard test, characterized by its
isobolograms and a FICI of 0.025 and 0.200, respectively. Finally, the toxicity test was
performed for the extracts with Artemia salina, where they demonstrated lethality of 100%
at the concentration of 2mg/mL, and the extract of PA in the dichloromethane fraction did
not demonstrate lethality at the concentration of 1mg/mL, standing out from the others that
did not present lethality from 0.5mg/mL. Thus, it was observed that plant species of the

Asteraceae family studied have antibacterial activity, with emphasis on P. alopecuroides.

Keywords: microdilution; Asteraceae; checkboard; combination; synergism.
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos sdo as formas de vida mais abundantes na terra, e alguns deles
sdo potencialmente patogénicos. Plantas e animais evoluiram sistemas de defesa para
combater o ataque constante de microrganismos. Sendo assim, plantas possuem a
habilidade de sintetizar seus compostos. Os metabdlitos secunddrios sdo uma fonte de
compostos bioativos, e a busca por novos produtos derivados de plantas desperta o
interesse cientifico por eles. Extratos com atividade antibacteriana estabelecida é uma
estratégia que tem muito valor, ndo s6 para a comunidade académica, como para a saude da

populacdo (MOTA, 2018).

A atividade antimicrobiana de extratos de plantas se da por seu sistema de defesa
contra microrganismos, insetos e herbivoros, assim como estresses fisicos como luz
ultravioleta e calor. E aos outros compostos que ddo a planta odor, coloracdo ou sabor
(ENDO,2007). Neste contexto, sabe-se que flavonoides da familia Asteraceae tém
apresentado atividade farmacolégica em diversas pesquisas. Asteraceae é a maior familia de
plantas com flores, compreendendo cerca de 1100 géneros e mais de 20.000 espécies,

sendo que algumas destas, como a camomila (Matricaria recutita L.), foram relatadas

anteriormente como tendo aplicagdes medicinais (MOURA, 2021).

O Brasil possui uma biodiversidade excepcional, com uma das floras mais ricas do
mundo, atraindo paises de primeiro mundo na busca e utilizagdao dos recursos brasileiros na
criagdo de produtos de alto valor. O pais detém cerca de 20% da biodiversidade mundial,
com mais de 200 mil espécies de plantas, animais e microrganismos ja identificados,
podendo chegar a 1,8 milhdo de espécies (MALVEZZI, 2010), E de suma importancia o
conhecimento de aplicagbes desses recursos que a diversidade bioldgica brasileira
apresenta, para que o pais possa se tornar referéncia em fazer bom uso de seus recursos

naturais.

Uma das dificuldades na utilizacdo de plantas com atividade antimicrobiana pode
estar relacionada com a quantidade de cada principio ativo presente nos extratos, o uso de
técnicas e procedimentos diferentes para extracdo, bem como a época do ano em que o

material vegetal foi coletado (FERNANDES, 2011). Assim, é necessario que os extratos de



plantas com atividade antimicrobiana sejam bem descritos, incluindo: fonte e época de
coleta do material vegetal, forma de processamento, concentracdes adequadas de uso, para
que a procura do antimicrobiano ideal, ou seja, aquele que apresenta maior espectro de

acdo, menor toxicidade, menor custo e menor indicio de resisténcia bacteriana, seja mais

rapida e eficaz.

Neste mesmo contexto, importante levar em consideracdo as associa¢des
terapéuticas para tratamento de diversos tipos de doengas, por meio do uso de diferentes
compostos naturais associados a antibidticos sintéticos que podem ser eficazes no

tratamento de processos infecciosos, visando maior eficacia e menor toxidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o potencial antibacteriano e citotéxico de extratos e fragGes de espécies
vegetais da familia Asteraceae e avaliar os seus efeitos na associacdo dos extratos com um

antibidtico.

2.2 Objetivos especificos

v' Avaliar a atividade antibacteriana das plantas por meio da concentrac¢do inibitdria
minima dos extratos e fracoes.

v' Considerar os melhores resultados, e realizar o ensaio de difusdo para testar
combinac¢des das plantas com a ampicilina.

v/ Para os extratos com atividade sinérgica, realizar o método “checkerboard”’, para
testar concentragdes distintas de ampicilina e extrato.

v" Avaliar a citotoxidade dos extratos com melhor atividade com Artemia salina.
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3. JUSTIFICATIVA

A familia Asteraceae possui varias espécies utilizadas na medicina popular, tornando
importante verificar o potencial terapéutico de algumas delas, pois existem diferengcas nos
achados antimicrobianos descritos na literatura sobre extratos de plantas. Este fato pode
estar relacionado com a quantidade e diversidade de cada principio ativo presente nos
extratos (FERNANDES et al., 2011). Popularmente, estes materiais vegetais tém sido

chamados de “plantas bioativas”. Esta expressdo foi criada para denominar todas as plantas

que tém algum tipo de agao sobre outros seres vivos (BERNADI, 2016).

Substancias de origem natural atuam de forma sinérgica com farmacos utilizados
clinicamente, permitindo a redugao das doses necessdrias para produzir o efeito desejado e,
consequentemente, minimizar os efeitos adversos (CASANOVA; COSTA, 2017). O termo
“sinergismo” indica que extratos de plantas possuem compostos que interagem entre si
potencializando um efeito (WILLIAMSON, 2001). As plantas bioativas ou seus subprodutos
podem inibir, intensificar ou mesmo ndo interferir no efeito terapéutico dos medicamentos

convencionais.

E ainda, o interesse pela descoberta de extratos vegetais com diferentes atividades
bioldgicas, tem crescido muito nos ultimos anos. As informacdes de diversos meios levadas a
populacdo sobre a importancia da escolha adequada de alimentos para o cuidado da saude,
e 0 aumento da procura por alimentos com menos conservantes sintéticos e maior tempo
de duragdo, incentiva a busca por antimicrobianos (conservantes) de origem natural que
possam ser utilizados nos alimentos de forma individual ou combinados com outra

tecnologia (BARRQOS, et al., 2020).

Os produtos naturais, especialmente os de origem microbiana e de espécies vegetais
sao considerados fontes importantes para o desenvolvimento de novos antimicrobianos
(ALVES,2014). Assim, é de extrema importancia investigar a existéncia de intera¢cGes na
utilizacdo conjunta de plantas no tratamento de infec¢Ges e de interacles entre plantas e
antibidticos sintéticos avaliando o que essas intera¢cdes podem oferecer, estimulado a
realizacdo de pesquisas visando novas fontes para o desenvolvimento de farmacos

antimicrobianos.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Familia Asteraceae

Asteraceae esta entre as maiores familias de plantas e contém cerca de 1.600
géneros e 23.000 espécies. No Brasil, aproximadamente, 1600 géneros e 1.900 espécies, sdao
distribuidas em diferentes formagdes vegetacionais. Vista como a familia de maior
importancia entre as fanerdgamas, e representando dez por cento do total da flora de
angiospermas, encontradas e disseminadas por todos os continentes, com excec¢do da

Antdrtica, porém com representacdo mais ampla nas regides temperadas e semidridas dos

trépicos e subtropicais (BESSADA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2015; KOC et al., 2015).

Diversos estudos sobre padrdes biogeograficos de distribuicdo da flora relatam que a
familia estd entre as dez mais frequentes na cobertura arbustivo-herbdcea do Brasil extra-
amazonico (ROQUE e BAUTISTA, 2008). Devido ao grande numero de espécies e adaptacoes
a diferentes ambientes, elas também desempenham um papel proeminente na estrutura,
composicao e funcionamento de comunidades e ecossistemas facilitando o estabelecimento

de outras espécies ao promover a maturacdo dos solos.

Na flora brasileira, em particular, as Asteraceae encontram sua maior
representatividade nos estados de Minas Gerais, Goids e Bahia, onde se localizam
exatamente as dreas da ocorréncia da cobertura vegetal do tipo campo rupestre, campos
gerais e outras formas de cerrado, cobrindo uma parte considerdvel do mapa de biomas do
Brasil, observado na Figura 1. Nesses estados, as Asteraceae podem chegar a incluir-se entre
as cinco familias mais frequentes nos levantamentos de flora ja realizados (PEREIRA et al.,

2019).

No Cerrado, Asteraceae estd entre as familias com maior riqueza de espécies em
diversos levantamentos floristicos, a familia possui mecanismos muito eficientes para
realizar dispersdo anemocratica (dispersao pelo vento) ou zoocora (dispersao por animais),
apresentam estratégias de reproducdo sexuada e assexuada, possuem alta capacidade
adaptativa e sdo altamente favorecidas em eventos de sucessdo ecolégica (PEREIRA et al.,
2019). Estas sdo algumas caracteristicas fundamentais para o sucesso da preservagdo da

familia em todo o mundo, permitindo-lhe alcancar uma importante e vasta cobertura
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vegetal, aumentando o conteudo de matéria orgdnica no meio ambiente e ajudando na

retencdo e estabilidade dos solos.

Figura 1- (1) Mapa de biomas do Brasil, onde a regidao rosa representa o bioma cerrado. (2)
Mapa com a distribuicdo geografica das espécies da familia Asteraceae da Estacdo Ecolégica

do Panga, Uberlandia, Minas Gerais com distribuicao predominantemente nas regides
Sudeste e Sul do Brasil.

T

it 4
L)

Mata Atldntica

Pampa.
Pantansl

Sistema
S costeiro-warinno

IBGE, 2022.

Seu sucesso evolutivo pode ser atribuido em parte ao desenvolvimento de um
sistema quimico de defesa que inclui a produgdao combinada de compostos secundarios, do
tipo poliacetilenos e lactonas sesquiterpénicias. A familia Asteraceae é conhecida pelas
propriedades terapéuticas, cosméticas e aromaticas. J& é relatado na literatura o uso
medicinal dessa familia como anti-helmintico, anti-inflamatdrio, adstringente, colestérico,

antihemorragico, antimicrobiano, diurético, analgésico e antiespasmddico (ROQUE e

BAUTISTA, 2008).

4.2 Géneros e Espécies referentes a pesquisa

Na Figura 2, pode-se observar as espécies da familia Asteraceae que foram utilizadas no

trabalho.
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Figura 2 — Espécies da familia Asteraceae testadas no trabalho.

Ex Nerbart ortl Prirvpaltanl. 14

Gors lodoplols K4 Ay b
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*1- Austroeupatorium inulaefolium; 2-Stevia leptophylla; 3- Vernonanthura discolor; 4- Vernonanthura
cuneifdlia; 5- Pterocaulon alopecuroides.

Fonte: Flora e Funga do Brasil (2022).

4.2.1 Austroeupatorium inulaefolium

Austroeupatorium inulaefolium é uma erva daninha ambiental nativa da América do
Sul. Espécies de plantas neste género também tem sido utilizada por muitas décadas na
medicina popular como antibacteriano, e agentes antifungicos. Uma série de bioativos,
principalmente lactonas e sesquiterpénicas, foram relatados no extrato dessa espécie

Austroeupatorium (Bua et al., 2017).
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Austroeupatorium inulaefolium é um arbusto perene, desta espécie, suas partes
aéreas sdo tradicionalmente utilizadas. Pelos estudos etno farmacolégicos realizados,
constatou-se que esta planta é utilizada em alguns municipios do departamento de Caldas
na Coldombia para o tratamento de doengas da garganta. Também é utilizado como inseticida
no controle de ectoparasitas (carrapatos e piolhos) em animais, principalmente em bovinos,
na zona rural do departamento de Cauca (Coldombia), a planta é utilizada como repelente de
insetos, onde o chao dos quartos é coberto com folhagem para "repelir pulgas"”. No Brasil a
espécie é usada para aliviar a inflamagdo ocular. Também é usado como anticoncepcional e

abortivo (CARDENAS et al., 2013).

Extratos e d6leos essenciais obtidos da espécie tém mostrado sua atividade inseticida
e antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
incluindo na sua composicdo compostos semelhantes a flavonoides dessas espécies do
género Eupatorium (LUCENA et al., 2019). Outros relatos indicam a presenca de flavonas

como 5,6,3'- trihidroxi-7,4'-dimetoxiflavona e pedalitina nas espécies.

Pode-se concluir que essa planta pode ter efeitos antimicrobianos sobre bactérias,
virus e parasitas, além de sua atividade moduladora da inflamacdo, o que ajudaria sua

utilidade em processos inflamatdrios. Da mesma forma, sua atividade inseticida.

4.2.2 Pterocaulon alopecuroides

No estado do Rio Grande do Sul a espécie foi coletada e observada em todas as
regides fisiograficas, habitando, preferencialmente, campos sujos ou vassourais. Conforme
observacbes de campo e em material herborizado, a espécie é bastante varidvel em seu
padrdo de ramificacdo e na densidade das espigas, porém facilmente reconhecida por suas

folhas largas, obovais ou elipticas (LIMA e MATZENBACHER, 2008).

Varios paises vém estudando suas fontes bioativas, seus metabdlitos comuns incluem
flavondides e cumarinas. Plantas do género Pterocaulon sdo usadas na medicina tradicional
em diferentes zonas do mundo com atividades antibidticas, antivirais, citotdxicas e
antifungicas, as partes aéreas de Pterocaulon alopecuroides em estudos, foi relatado que o
isolamento e elucidagdo estrutural de trés novos flavonoides, bem como a atividade

antibacteriana e compostos isolados conhecidos (MEDEIROS-NEVES, 2018).
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4.2.3 Stevialeptophylla

S. leptophylla é uma erva nativa do Brasil, todavia ndo é endémica, sendo confirmada
sua presenca no sul do estado do Parana. E descrito como um arbusto baixo perene com
raizes extensas, caules quebradigos e folhas pequenas e elipticas. Sob algumas condig¢des

ambientais e situagdes de gestdo, comporta-se como anual ou uma mistura de plantas de

ambos os tipos (CNCFLORA, 2012).

Um estudo fitoquimico de Stevia leptphylla levou ao isolamento de uma substancia
pertencente a classe dos guaianolideos, comumente encontrados em espécies do género
Stevia. As fracOes de acetato de etila, butandlica e hidrometandlica apresentaram em
estudos atividade antioxidante e baixa toxicidade, sendo que estas foram selecionadas para
avaliacdo em ensaios antivirais. Varios produtos naturais foram isolados de S. rebaudiana,
outra espécie do mesmo género, sendo os mais conhecidos os esteviol e seus glicosideos,
esteviosideo, rebaudiosideo A e B, esteviolbiosideo, diidroisosteviol, rubusosideo e
dulcosideo A. Nutrientes em Stevia incluem d4gua (80-85%), proteina, fibra,
monossacarideos, lipidios, dleos essenciais, vitamina C, b-caroteno, vitamina B2, vitamina
B1. Inclui compostos antioxidantes como apigenina, quercetina, isoquercitrina, luteolina,
mioceno, caempferol, acido clorogénico e acido caféico. Além disso, inclui minerais como

cobalto, magnésio, ferro, potassio e fdsforo (RUIZ-RUIZ et al., 2015).

Stevia tem sido usada para varios fins em todo o mundo; as tribos Guarani usavam
S. rebaudiana, como adocante em infusdes de ervas. O Jap3o foi o primeiro pais da Asia a
comercializar glicosideos de esteviol na industria de alimentos e medicamentos. Desde
entdo, o cultivo se expandiu para a China, Maldsia, Cingapura, Coreia do Sul, Taiwan e

Tailandia (BERNADI; et al., 2016).

Os glicosideos de esteviol também tém sido usados para substituir a sacarose, para o
tratamento de diabetes mellitus, obesidade, hipertensdo e carie. Estudos tém sugerido que
glicosideos de esteviol exibem beneficios terapéuticos com anti-hiperglicémico, anti-
hipertensivo, anti-inflamatério, efeitos antitumorais, antidiarreicos, diuréticos e
imunomoduladores. As folhas de Stevia tém propriedades funcionais e sensoriais superiores

as de muitos outros adocgantes (FREDERICO et al., 1996).
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4.2.4 Vernonanthura cuneifolia

Vernonanthura cuneifolia € uma espécie de ocorréncia no Paraguai e no Brasil, nos
estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goids, Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa
Catarina e no Distrito Federal. V. cuneifolia pode ser reconhecida pela folha em forma de

cunha (SOSA et al., 2019).

A literatura comtempla poucos estudos quimicos sobre a espécie V. cuneifolia,
porém, produtos naturais de V. nebularum, uma espécie de mesmo género pode
desempenhar um papel importante na defesa de insetos, principalmente quando aplicados
em mistura, sugerindo que um efeito sinérgico estaria envolvido nos res ultados observados.
Porém, mais estudos s3ao necessarios para encontrar a concentragdo mais eficaz para

melhorar essa atividade (PORTILLO et al., 2005).

O extrato etandlico de V. nudiflora, outra espécie, apresentou potente atividade
antiproliferativa contra linhagens tumorais de leucemia, evidenciando potencial terapéutico
promissor. Investigacdo fitoquimica prévia desta espécie revelou a presenca de triterpenos,
esterdides, flavondides e principalmente lactonas sesquiterpénicas das classes glaucolideo,
hirsutinolideo e cadinanolideo. As lactonas sesquiterpénicas ainda sdo uma classe
importante de metabdlitos secundarios, fornecendo novas pistas terapéuticas,
principalmente para o desenvolvimento de agentes anti-inflamatdrios e anticancer (RAMOS

et al., 2019).

4.2.5 Vernonanthura discolor

A espécie floresce de setembro a novembro. As sementes sao dispersas logo a seguir,
quando as flores adquirem um tom marrom sendo uma espécie nativa da floresta mista e é
tipica de vegetacdo secundaria, comum em clareiras e florestas jovens. E uma planta
pioneira, de rapido crescimento e tolerante a baixas temperaturas, considerada uma opcao
de plantios mistos em areas de preservacdo permanente para preparar o meio ambiente

para o desenvolvimento das espécies climaticas (GRZYBOWSKI et al., 2019).

Seu nome popular é vassourdo preto. Até o momento, estudos fitoquimicos

relacionados a espécie sdo mais dificeis de se encontrar (ADENESKY-FILHO et al., 2017).
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4.3 Plantas como fonte de substancias bioativas

O homem utiliza os recursos da natureza para proporcionar o seu bem-estar e
aumentar sua qualidade de vida (LUNA, 2006). As plantas sdo fontes de medicamentos para
o tratamento de inumeras enfermidades para os humanos a milhGes de anos, o
conhecimento sobre plantas bioativas simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de
muitas comunidades e grupos étnicos, Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até
mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas bioativas sdo comercializadas em feiras

livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais.

As observacOes populares sobre o uso e a eficacia de plantas contribuem de forma
relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes
quimicos conhecidos. Dessa forma, usudrios de plantas bioativas de todo o mundo, mantém
em pratica o consumo de fitoterapicos, tornando vélidas informacGes terapéuticas que
foram sendo acumuladas durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura
medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas
multidisciplinares, que juntas enriqguecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte

medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

Em termos académicos cientificos, as plantas tém sido chamadas de “Plantas
bioativas”. Esta expressao foi criada para denominar todas as plantas que tem algum tipo de

acdo sobre outros seres vivos, e que este efeito pode apresentar-se tanto pela sua presenca

em um ambiente, quanto pelo uso direto de substancias delas extraidas (BERNADI, 2016).

Embora existam inUmeras estratégias e metodologias disponiveis para que se possa
sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica de produtos naturais representa uma
dessas alternativas de sucesso, historicamente privilegiada. Plantas sdo fontes importantes
de substancias biologicamente ativas, sendo que a maioria dos farmacos em uso clinico ou
sdo de origem natural ou foram desenvolvidas por sintese quimica planejada a partir de
produtos naturais (BARREIRO e BOLZANI, 2009). S3o inumeros os exemplos de
medicamentos que foram desenvolvidos, direta ou indiretamente de fontes naturais,
especialmente de plantas, a morfina (LUNA, 2006), conhecida mundialmente, é derivada de

Opio, substancia extraida da Papoula, que é uma flor da familia das Papaveracea, abundante
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no hemisfério norte, entre outras como: pilocarpina, digitdlicos, curares, quinina, artemisina,

atropina, escopolamina e o crimolin.

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos sintéticos disponiveis, 25%
sdo copias das estruturas de plantas bioativas. Exemplos mais recentes de farmacos de
origem vegetal incluem a galantamina (1), a artemisinina (2) e o taxol (3), utilizados no
tratamento de doenca de Alzheimer, maldria e cancer, respectivamente (Figura 3). A maioria
da vegetacdao do nosso planeta ainda é desconhecida sob o ponto de vista cientifico, onde
entre 250 - 500 mil espécies estimadas, somente cerca de 5% foram estudadas, desta forma
as plantas constituem ainda uma fonte importante para a descoberta de novas substancias

biologicamente ativas (LUNA, 2006).

Figura 3- Exemplos de farmacos derivados de plantas medicinais

(1) Galantamina (2) Artemisinina (3) Taxol
Fonte: CASANOVA, 2017.

4.4 Atividade antibacteriana de espécies vegetais

As plantas sintetizam uma enorme variedade de metabdlitos que sdo geralmente
classificados em dois grupos de acordo com as suas fun¢des. Os metabdlitos primarios que
sao essenciais ao crescimento e desenvolvimento da planta, e os metabdlitos secundarios

que sdo extremamente diversos e varidveis, desempenhando o papel de garantir a

sobrevivéncia da planta em seu habitat natural (MIRANDA et al., 2013).

Espécies vegetais tem suas propriedades antibacterianas investigadas, contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, permitindo detectar seu potencial farmacolégico,
esses estudos sdo de grande importancia devido ao crescente problema de resisténcia de
bactérias aos antimicrobianos em uso no terapéutico. As plantas contém inumeros

constituintes e seus extratos, quando testados podem apresentar efeitos sinérgicos entre os
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diferentes principios ativos devido a presenca de compostos de classes ou estruturas

diferentes contribuindo para a mesma atividade.

Na literatura, trabalhos estudam que para a atividade antibacteriana de extratos
vegetais é importante a selecdo de bioensaios para a deteccdo do efeito especifico. Foram
verificados que os extratos etandlicos apresentam maior atividade e um espectro muito mais

amplo de acdo em relagdo aos extratos aquosos (MACIEL et al., 2002)

Dentre as substancias do metabolismo secundario relacionados a defesa quimica,
estdo os alcaloides, saponinas, flavanoides e os terpenos que sdao chamados de inseticidas
naturais e esta classe integra os limonoides, limoneno e o mirceno, os quais desempenham
um papel de protecdo as plantas contra os insetos. Os terpenos sdo formados por unidades
basicas de pirofosfato de isopentenila ou isopreno ativo, originando os tritepenos e os
sesquiterpenos. Através da formacdo de pirofosfato de geranil geral, componente basico da
clorofila, por isso é uma molécula essencial de todas as espécies de plantas, esquematizado
na Figura 4. J4 foram citados na literatura como substancias dotadas de acbes bactericidas

(MIRANDA et al., 2013).
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Figura 4- Biosintese de terpenoides.
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Tem sido demonstrado que os terpenos sao ativos contra diversos microrganismos
e seu mecanismo de acdo provavel envolve a ruptura da membrana celular por compostos
lipofilicos, na Figura 5 é possivel observar os terpenoides produzidos pelos metabdlitos

secundarios das plantas.
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Figura 5 — Terpenoides produzidos pelo metabolismo secundario das plantas.
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Além disso os compostos fendlicos, sendo os flavonoides e taninos também se
encontram classificados como um grande grupo de pigmentos vegetais de ampla distribuicdo

na natureza que protegem as plantas contra infec¢Bes bacterianas.

A habilidade dos flavonoides em formar complexos com proteinas sollveis
extracelulares e com a parede celular e o carater lipofilico pode ser responsdvel pela ruptura
da membrana celular dos microrganismos, assim como os terpenos, na Figura 6 as estruturas

guimicas dos flavonoides mostram o conjunto de estruturas que ele pode formar.
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Figura 6 — Estrutura quimica dos flavonoides.
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No entanto, tal evidéncia deve ser objeto de novas pesquisas que possam verificar se
a atividade das plantas depende de um unico principio ativo ou do conjunto de varias
substancias, podendo ser justificado uma agao sinérgica entre os metabdlitos encontrados

(MACIEL et al., 2002).

4.5 Bactérias

A bactéria Staphylococcus aureus foi uma das primeiras a ser monitorada nos estudos
com a descoberta dos antibidticos, porém, em consequéncia da sua enorme capacidade de
adaptacdo e resisténcia, € uma das espécies de grande importancia no quadro das infec¢Ges
hospitalares e comunitdrias (SANTOS et al., 2008). Como membro da familia dos cocos gram-
positivos e componente da microbiota humana, o S. aureus pode causar uma variedade de
doencas, das mais leves (como furinculos e espinhas) as mais graves (como meningite,

chogue toxico, e septicemia) (SANTOS et al., 2008).

Esse microrganismo pode ser encontrado no ambiente de circulagdo dos seres
humanos, estando presente em diversas partes do corpo. Caso as barreiras naturais, isto é,
pele e mucosas, estejam comprometidas por trauma ou cirurgia, o S. aqureus pode se alojar

no tecido e provocar uma lesdo local (SANTANA, 2006). Staphylococcus sdo capazes de
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produzir infeccOes alimentares devido a producdo de exotoxinas durante o crescimento em
alimentos contaminados (HENNEKINNE et al., 2012). Na identificacdo de uma intoxicacdo
alimentar por estafilococos, é confirmado pela identificacdo de contagens superior a 10° UFC

g de S. aureus, a partir de restos de alimentos ou pela detec¢do de EE (enterotoxinas

estafilocAcicas) remanescentes nos alimentos (SANTANA, 2006).

Bacillus cereus é uma importante espécie bacteriana, pertence ao género Bacillus
identificado como grandes bastonetes Gram-positivos, anaerdbios facultativos, moveis,
fortemente beta-hemoliticos, possuem a capacidade de formar esporos em circunstancias
desfavoraveis e amplamente distribuidos na natureza (MOSTAFA et al., 2022). E encontrado
no solo e em varios alimentos, causa sintomas de intoxicagdao alimentar em humanos e tem
um grande nivel de contaminag¢dao de produtos carneos e lacteos. A contaminagdo por B.
cereus depende da producdo de varias enzimas exégenas como hemolisinas, fosfolipases,
proteases e da capacidade de formar biofilmes, além da presenca de genes codificadores de
toxinas que desempenham um papel importante na sua patogenicidade (MOSTAFA et al.,

2022).

Indmeras toxinas produzidas por B. cereus causam problemas de saude aos
consumidores em decorréncia de sua capacidade de estragar os alimentos e causar doengas
(OWUSU-KWARTENG et al., 2017), essas enterotoxinas agem no epitélio, células do intestino
delgado danificando sua membrana plasmatica e causa diarreia como resultado dessas
proteinas destrutivas dos tecidos. Dores abdominais e diarreia sdo sintomas de intoxicagdo
alimentar por B. cereus que aparecem entre 8 e 16 horas apds o consumo de alimentos

contaminados e desaparecem geralmente dentro de 12 a 24 horas.

Por outro lado, foram definidos casos mais graves com necessidade de internagao;
endocardite; meningite, além de casos fatais (LOGAN, 2006). Os surtos alimentares de B.
cereus sdao geralmente benignos e resolvidos naturalmente, porém, pode causar

hospitalizagdo de pessoas imunossuprimidas ou até mesmo a morte (MOSTAFA et al., 2022).

Escherichia coli é a espécie tipo do género Escherichia, que contém principalmente
bacilos gram-negativos méveis dentro da familia Enterobacteriaceae e da tribo Escherichia, é

uma bactéria anaerdbica facultativa predominante da flora humana (NATARO e KAPER,



25

1998). O organismo é tipicamente colonizado no trato gastrointestinal infantil dentro de

algumas horas de vida e, posteriormente, E. coli e o hospedeiro obtém beneficios mutuos.

Geralmente permanece inofensivamente no intestino, no entanto, o hospedeiro
debilitado ou imunossuprimido, ou quando as barreiras gastrointestinais sdo violadas,
mesmo cepas normais de E. coli, isso quer dizer ndo patogénicas; podem causar infeccdo

(DRASAR et al., 1974).

E. coli que causam infecg¢ao intestinal em homens e animais, sendo denominadas
de E. coli diarreiogénicas que sao diferenciadas pela presenca de fatores de viruléncia como
adesinas fimbriais e afimbriais, toxinas e invasinas, e classificadas em: E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC) ou E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC), E.

coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente difusa (DAEC).

InvestigacOes sobre epidemias tém implicado alimentos e dgua contaminados como
os veiculos mais comuns para a infeccdo por E.coli. isso ndo é inesperado, assim, a
contaminacao fecal de fontes de agua e alimentos é a principal razdo para a alta incidéncia

de infec¢do por E. coli em todo o mundo em desenvolvimento (NATARO e KAPER, 1998).

Salmonella emergiu como um grande problema avicola e de salude publica no Brasil a
partir de 1993, O sucesso da avicultura brasileira nas cadeias agroalimentares tem alguns
efeitos negativos a saude, como: o uso de ovos de matrizes com Salmonella, ovos de cama
sujos ou ovos com casca de ma qualidade e imprdprios para eclosdo; aumento do uso de
antibidticos para tratar a infeccdo por Salmonella em aves em todas as fases de producao,
desde pintos de incubacdo até frangos de corte, a fim de reduzir as perdas e ocultar a

infeccdo (SILVA e DUARTE, 2002).

Transmitida ao homem através de alimentos crus de origem animal, Salmonella é
uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa, ndo fermentadora de lactose,
pertencente a familia das Enterobacteriaceae (AFSHARI, 2018). Encontra-se amplamente

distribuida no ambiente, mas o trato intestinal dos animais é o principal habitat da bactéria.

A contaminagdo por Salmonella ocorre através do consumo de alimentos

contaminados como ovo, leite e carne de aves. A multirresisténcia por Salmonella é
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conhecida como um grande problema de saude publica em todo o mundo e hd um aumento

do uso de antibidticos em ambientes humanos e animais (AFSHARI, 2018).

4.5 Associacao de extratos naturais

Estudos vém sendo desenvolvidos e direcionados a descoberta de novos agentes
antimicrobianos provenientes de extratos vegetais e outros produtos naturais, na tentativa
de descobrir compostos com atividade comparada a dos tradicionalmente utilizados, porém,
com menor toxicidade, mais eficazes contra a resisténcia de micro-organismos patogénicos e

sem comprometer a agao antibacteriana (ENDO, 2007).

Essas interacOes sdao descritas como aditivas, indiferentes, antagbnicas ou sinérgicas,
que representa respectivamente quando a combinacdo é igual a soma dos resultados de
cada substancia separadamente; quando o resultado da combinac¢do nao difere do resultado
obtido com a substancia mais efetiva sozinha; quando o resultado da combinag¢do é menor
gue a resposta aditiva; quando o resultado da combinacdo é maior que a resposta aditiva,

explica o efeito observado na combinagdo de substancias resultando em maior atividade do

gue a esperada para cada substancia individualmente, ou seja, um aumento no efeito.

Substancias de origem natural podem atuar de forma sinérgica com farmacos j3
utilizados clinicamente, permitindo a redugao das doses necessarias para produzir o efeito
desejado e, consequentemente, minimizando os efeitos adversos. Para os testes
antimicrobianos se utiliza métodos de microdiluicdo em caldo para determinacdo de
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), onde cada poco contém uma combinacdo Unica de
concentracdes diferentes das drogas testadas (ENDO, 2007). Combinac¢Ges duplas ou triplas
comecam com testes in vitro que demonstram interagdes positivas com inibicdo do
crescimento do microrganismo de interesse, é utilizado método de difusdo em agar para
testar combinacGes com outra substancia (MARCHETTI et al., 2000). Outro método utilizado
para avaliar a combinac¢do é o “checkerboard” (SCOTT et al., 1995; MARCHETTI et al., 2000),
uma amplificacdo do método de microdiluicdo em caldo, onde se determina o valor de
inibicdo do crescimento dos microrganismos na presenca de diferentes combinacdes das

drogas em relacdo ao controle somente com microrganismos (ENDO, 2007).
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Pallaniapan e Holey (2010) investigaram o efeito de antimicrobianos naturais
(eugenol, timol, cravo e cinemaldeido) em combinacdo com antibidticos (ampicilina,
penicilina, tetracilina, eritromicina e bacitracina) contra isolados resistentes de Salmonella
Typhimurium, E. coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. Na concentragdo
inibitdria minima dos antimicrobianos combinados foi observado uma diminuicdo entre 12%
e 25%.

A baicaleina da Scutellaria baicalensis Georgi, uma das ervas mais usadas na China,

tornou os isolados de S. aureus, multirresistentes, vulneraveis a ciprofloxacina, de acordo

com Chanet al. (2011).

Os efeitos sinérgicos sdo oinicio da compreensdo da atuagdao na maioria dos extratos
vegetais sobre sistemas bioldgicos. Composi¢cdes quimicas complexas dos extratos
favorecem a atuacdo conjunta sobre multiplos alvos celulares e moleculares, conduzindo a
inumeros efeitos biolégicos. Podendo ser observados tanto entre componentes de extratos
vegetais quanto entre produtos naturais e farmacos sintéticos, podem ser explorados no
desenvolvimento de medicamentos e/ou estratégias terapéuticas mais seguras e eficazes
para o tratamento de patologias, sobretudo aquelas de cardter multifatorial (CASANOVA e

COSTA, 2017).
4.6 Ensaio de toxidade com Artemia salina

A Artemia salina é um micro crustaceo, invertebrado de habitats aquaticos salgados e
marinhos. E empregado em estudos de toxicidade de laboratério e outros procedimentos de
calculo de dosagem letal (AYO et al., 2007). Artemia salina passa por varios estagios em seu

ciclode vida, incluindo nauplios, metanduplios, pré-adultos e adultos, ilustrado na Figura 7.

Os ovos de A. salina sao comercializados em lojas de animais a um baixo custo e
permanecem vidveis por anos se armazenados em condi¢Oes ideais. Quando colocados em
agua marinha, os ovos eclodem dentro de 48h e geram um grande numero de larvas (fase
nduplio) para o uso experimental, o que confere vantagens a esse tipo de ensaio biolégico
além de poder ser utilizado como bioindicador e biomonitor da qualidade da agua (HARADA,

2009).
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Figura 7- Ciclo de vida da Artemia salina
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Segundo McLaughlin e Rogers (1998), a letalidade in vivo de um uUnico organismo
zoolégico pode ser empregada como uma ferramenta pratica para avaliacdo e

fracionamento na descoberta e monitoramento de compostos naturais bioativos.

Sua aplicacdo na avaliacdo de extratos vegetais, de acordo com Pimenta et al. (2003)
é considerado um teste eficaz, rapido e acessivel que requer apenas uma pequena
quantidade de amostra, sendo uma indica¢ao do bioensaio de letalidade em A. salina. Como
método de triagem de potenciais produtos quimicos para testes especializados e mais caros,
como o bioensaio anticancerigeno, foram descobertos trabalhos baseados em resultados

positivos em testes com A. salina.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao dos extratos e fragdes das plantas

Os extratos brutos e fracdes das plantas Pterocaulon alopecuroides, Stevia
leptophylla, Vernonanthura cuneifolia, Vernonanthura discolor e Austroeupatorium
inulaefolium foram fornecidos pelo Departamento de Quimica - Grupo de Sintese e Produtos
Naturais (GSPN) da Universidade Estadual de Maringa. Na Tabela 1 é possivel verificar todas

as plantas com seus extratos brutos, fracdes e abreviacdes utilizadas.

Tabela 1- Rela¢do de extratos brutos e fragdes de plantas da familia

Asteraceae.
Planta Codigo Amostra
PA-EB Extrato Bruto
PA-FHX Fracdo hexanica
Pterocaulaon alopecuroides PA-FDC Fracdo diclorometano
PA-FAC Fracdo acetato de etila
PA-FHM Fracdo hidrometandlica
SL-FHX Fragdo hexanica
SL-FCHCL; Fragdo cloroférmica
Stevia leptophylla SL-FAC Fracdo acetato de etila
SL-FBUOH Fragdo butandlica
SL-FHM Fracdo hidrometandlica
VC-EB Extrato Bruto
VC-FHX Fragdo hexanica
Vernonanthura cuneifolia VC-FDC Fracdo diclorometano
VC-FAC Fragdo acetato de etila
VC-FHM Fragdo hidrometandlica
VDI-EB Extrato Bruto
VDI-FHX Fragdo hexanica
Vernonanthura discolor VD-FDC Fracdo diclorometano
VDI-FAC Fragdo acetato de etila
VDI-FHM Fragdo hidrometandlica
Al-EB Extrato Bruto
Al-FHX Fragdo hexanica
Austroeupatorium inulaefolium Al-FDC Fragdo diclorometano
Al-FAC Fracdo acetato de etila
Al-FHM Fracdo hidrometandlica

Fonte: Autoria Propria (2021).

As plantas foram coletadas na regido de Campos Gerais no municipio de Ponta
Grossa, Parana. As plantas foram identificadas e as exsicatas sao encontradas depositadas

no herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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5.2 Preparo dos extratos e fragoes

Para o preparo dos extratos brutos, foi utilizado o método de maceragdo exaustiva,
adicionando etanol ao material vegetal (partes aéreas — folhas e caules) seco e moido. Apds
24 h, a solugao foi filtrada e o solvente organico evaporado com auxilio de um evaporador

rotativo.

O solvente (etanol) recuperado é novamente adicionado no frasco de extracdo. Este
processo foi repetido de 4 a 5 vezes, para se obter a maxima extracdo, dos constituintes
quimicos da planta. Para o processo de fracionamento, uma parte de cada extrato bruto, é
dissolvida em uma mistura de MeOH/H20 1:1 (v/v), e em seguida, submetidos a particdo
com solventes organicos em gradiente crescente de polaridade (n-hexano, diclorometano ou

cloroférmio, acetato de etila e butanol (o butanol ndo se aplica a todas as plantas).

Apds a remocgdo dos solventes em um evaporador rotativo é obtida as fragGes

hexanica, diclorometano ou cloroférmio, acetato de etila, butanol e fracdo remanescente

hidrometandlica referente a cada espécie.

5.3 Solugdes dos extratos e fragOes das plantas para avalicao da atividade antibacteriana

Com os extratos previamente secos. As solugcGes dos extratos ou fracdes foram
preparadas na concentra¢gdo de 10 mg/mL, utilizando 10% de dimetilsuféxido (DMSO) e
completando com caldo Mueller Hinton (MH), foi pesado 10 + 0,01 mg do extrato em
microtubos de centrifugacdo e adicionado 100 uL de DMSO para solubilizar e agitar em
vortex, em seguida foi colocado 900 pL de caldo MH e homogeneizado novamente em

vortex.

5.4 Preparo dosindculos

Foram utilizadas as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC25923) e
Bacillus cereus (INCQ5-00003) e as gram-negativas Escherichia coli (ATCC25922) e Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (ATCC13076). Para ativacdo, sdo inoculadas em
caldo MH e incubadas a 35 2C por 24 horas, as bactérias foram padronizadas em salina 0,9 %
com escala 0,5 Mc Farland. Apenas para o teste CIM e “checkerboard” foram diluidas (1: 20)

em caldo MH.
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5.5 Concentracao inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)

Os testes foram preparados de acordo com o padrdao M7-11 aprovado pelo NCCLS.

5.5.1 Teste CIM

Para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) - maior diluicdo do
extrato que inibe o crescimento dos microrganismos. Nas microplacas de 96 pocos, foi
adicionado 100 pL de caldo MH em cada pogo, e apenas na primeira linha é colocado 100 pL
das solugdes diluidas dos extratos ou fragcdes. Em seguida foi realizado as dilui¢des seriadas
(1:2) até a linha G. Por ultimo adicionou-se 10 pL da suspensdo bacteriana em cada poco. Os
ultimos pocos de cada coluna foram utilizados como controle do crescimento microbiano. O

conteudo das microplacas foi homogeneizado e as incubadas em estufa a 35 2C por 24 hrs.

Esquematizado na Figura 8.

Figura 8 — Representacdo ilustrativa da disposi¢cdo das amostras de extratos/fraces

das plantas em microplaca de 96 pocos.

—— 000000000000

)
@

Extrato/Fragédo

f
Conlr{_:rle de Lo | Dilu!céo
Crescimento Seriada

1:2

Fonte: autoria propria (2022).
5.5.2 Teste CBM

Apods o periodo de incubacdao da microplaca, o contelddo dos pogcos sem crescimento
visivel foram subcultivados em dgar MH, ilustrado na Figura 9, e incubados em estufa 35 2C
por 24 h para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM - menor
concentracdo que ndo apresenta crescimento apds semeadura). Apds este procedimento, na

microplaca adiciono-se 10 yL nos poc¢os, uma solucdo de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio
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(CTT) a 0,5 % em agua, e incubado por 3 horas em estufa a 35 2C. O CTT é utilizado para a
deteccdo do crescimento microbiano, pois quando ha desenvolvimento de coloracdo rosa,
indica atividade microbiana. Isso ocorre, porque o sistema de elétrons dos microrganismos
reduz o cloreto de tetrazdlio em formazan, o qual tem cor rosa, indicando que as bactérias
vidveis sdo capazes de metabolizar e reduzir esse corante. Este procedimento é feito para

confirmar os valores da Concentragdo Inibitéria Minima.

Figura 9- Esquema de Subcultivo em agar

Fonte: autoria propria (2022).

5.6 Controledo CIM e CBM

Os controles sdo realizados da mesma forma, com o DMSO na mesma quantidade
usada nas diluicdes dos extratos (10 %) e como controle positivo foi utilizada uma solucdo de

Ampicilina na concentragdo de 1,0 mg/mL para todas as bactérias. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

5.7 Teste de difusdo em agar para testar as combinagoes

Na verificacdo da atividade antibacteriana sozinha ou em combinacdo com a
ampicilina, o indculo padronizado foi aplicado sobre a superficie da dgar MH com swabs de
algodao. Em seguida foram preparadas 2 placas, uma para cada triplicata de discos, sendo:
uma para ampicilina 10 pg, o disco controle, e outra para combina¢ao 10 pug de ampicilina

+10 plL do extrato/fracdo, foram aplicados sobre a placa, representado na Figura 10. Os
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testes foram realizados para as quatro bactérias. Apds incubacdo a 37 °C durante 24h, os

diametros dos halos de inibicdo foram medidos (NCCLS, M2-13, 2018).

Figura 10 — Representacao ilustrativa da disposicdo do teste de combinacdo em agar.

Placa Controle Placa de combinagéo
- 10 miero g e 10 micro g de
ampicilina +

N gdeampicilina 2=~

o .

: 10 micro L de
\% extrato/fragdo

e 7 s b, ﬁ/

Fonte: autoria propria (2022).

5.8 “Checkerboard”

Com os resultados obtidos nos ensaios de difusdo em agar, os extratos/fracdo que
obtiveram melhor atividade foram submetidos ao “checkerboard”. Na placa de 96 pogos foi
colocado 100 pL de meio MH em todos os pogos. Exceto no poco 12 A, recebeu 200 uL de
extrato/fracdo. Os demais pogos da coluna 12, recebem 100 uL de extrato/fracdo, e em
seguida foi realizada uma diluicdo seriada até a coluna 2. Depois, os pocos da linha A devem
receber 100 pL de ampicilina, e por fim se realiza a diluicdo seriada até a linha G, a linha H e
a coluna 1 sdo os controles dos extratos/fracdo e da ampicilina, por ultimo foi colocado 5 pL
do inoculo em cada pogo, esquematizado na Figura 11. Foi deixado em incubagdo a 37 °C

durante 48h.

Em seguida foram feitos os isobologramas para avaliar a curva dos efeitos
combinatdrios, e os valores do indice de concentragdo inibitéria fracionada (FICI) foram
calculados de acordo com a equacdo (1), onde A e B referem-se as diferentes substancias

testadas.

CIMs em combinacio N CIMs em combinacio
CIM.1solado CIMs 1solado

FICI=FIC, + FICy =
(1)
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Figura 11 - Representacdo ilustrativa de como deve ser realizado o checkerboard.
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Fonte: autoria propria (2022).

5.9 Teste de toxidade com Artemia salina

O teste de toxidade foi realizado de acordo com a metodologia de Meyer (1982), com
Artemia salina. Foi preparada uma solugdo salina de 3g de sal por litro de dgua mineral e foi
separado 200 mL dessa mesma solucdo para ser usada posteriormente. O ambiente de
cultivo foi preparado dentro da estufa a 282C sob luz e areacdo constante, depois foi

adicionado 0,2 g de cistos de Artemia, o sistema foi mantido por 48 horas.

No microtubo foi adicionado 0,01 g de extrato, 40 uL de DMSO e 960 uL de salina
(mesma usada no cultivo das salinas) para a concentracdo de 10 mg/mL, dessa diluicdo
foram preparada as diluicbes de 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, o controle
negativo foi preparado na mesma concentracdo de DMSO. Por fim foram inseridos 10
nauplios em cada microtubo das triplicatas, ilustrado na Figura 12, e mantido sob iluminacdo

por 24 horas, apds esse tempo foi contado o nimero de larvas vivas e mortas.

Figura 12 — Representacao ilustrativa do cultivo das Artemias e esquema das concentra¢des
testadas

Teste de toxidade
Cultivo das artemias salina 10mg/mL

o Apos o
'--\ ! ——— - cultivo
P ) com 0s
XRE_

| L —_— l] ‘ Nauplios 2mg/mL 1mg/mL 0.5mg/mL 025mg/ml

24hrs

Fonte: autoria propria (2022).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A familia Asteraceae possui varias espécies utilizadas na medicina popular, tornando
importante verificar o potencial terapéutico de algumas dessas espécies, pois existe
diferencas nos achados antimicrobianos descrito na literatura sobre extratos de plantas, o
que pode estar relacionado com a quantidade de cada principio ativo presente nos extratos,
o uso de técnicas e procedimentos diferentes para extracdo, bem como a época do ano em
que foi feita a colheita do material vegetal (FERNANDES,2011). No trabalho de Aligiannis et
al. (2001), é considerado CIM até 0,5 mg/mL forte, de 0,6 e 1,5 mg/mL é moderada e acima
de 1,6 mg/mL é fraca. No presente estudo, nos testes para determinacdo da CIM, as
melhores atividades antimicrobianas encontradas foram para PA-FAC, SL-FAC e PA-FHM
contra S. aureus e VC-FHM contra S. enteritidis, na concentracdo de 0,04 mg/mL. Na
concentra¢do de 0,62 mg/mL, as fracdes VC-FDC, SL-FAC e PA-FDC apresentaram atividade
inibitéria contra o B. cereus, o que é uma concentracdo moderada (Tabela 1).

Para os testes de determina¢cdo da CBM a menor concentracdo foi de 1,25 mg/mL

para PA-EB conta o S. aureus (Tabela 1).
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Tabela 1- Resultados dos testes Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM) de extratos e fragcdes de plantas da familia Asteraceae.

S. aureus B. cereus E. coli Salmonella
Extratos Média CIM/CBM (mg/mL)

VC-EB 1,25/5,0 5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
VC-FHX >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
VC-FDC 0,62/5,0 0,62/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
VC-FAC 1,25/>5,0 2,5/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
VC-FHM 2,5/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 0,04/>5,0
VDI-EB >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0

VDI-FHX >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
VD-FDC >5,0/>5,0 5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
VDI-FAC >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
VDI-FHM >5,0/>5,0 5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
SL-FHX >5,0/>5,0 5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
SL-FCHCL3 >5,0/>5,0 2,5/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
SL-FAC 0,62/2,5 0,62/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
SL-FBUOH >5,0/>5,0 5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
SL-FHM >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0

Al-EB 0,62/>5,0 2,5/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
Al-FHX 5,0/>5,0 2,5/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
Al-FDC 1,25/5,0 5,0/>5,0 5,0/>5,0 >5,0/>5,0
Al-FAC 5,0/>5,0 2,5/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
Al-FHM >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0

PA-EB 0,62/1,25 1,25/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
PA-FHX >5,0/>5,0 1,25/2,5 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
PA-FDC >5,0/>5,0 0,62/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
PA-FAC 0,04/5,0 1,25/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0
PA-FHM 0,04/2,5 >5,0/>5,0 5,0/>5,0 5,0/>5,0

Ampicilina 0,001/0,001 0,062/0,125 0,004/0,004 0,001/0,002

Fonte: Autoria Prépria, (2021).

Observou-se para os demais extratos e fracdes que a atividade antimicrobiana foi
maior contra as bactérias gram-positivas, sugerindo que a susceptibilidade esteja
relacionada as caracteristicas da parede celular destes microrganismos. As gram-positivas
possuem a parede celular composta de polissacarideos acidicos (acido teicdico) e
peptidoglicano com abundancia de poros, que promove a adesdao de algumas moléculas

estranhas que acabam entrando na célula (KONG, 2010).
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Ainda foi observado que o controle de DMSO ndo apresentou atividade na inibicao
dos microrganismos na concentracdo utilizada para dissolver os extratos e a ampicilina foi

eficiente como droga antimicrobiana.

Com base nesses resultados foi aplicado o teste de difusdo em agar para avaliar as
diferentes interacdes nas combinac¢bes antimicrobianas possibilitando testar os efeitos dos
compostos dos extratos com a ampicilina e observar possivel efeito sinérgico. Foi observado
no teste (Tabela 2), considerando, o calculo de quantas vezes houve um aumento da zona de

inibicdo, utilizando a formula: C=B2 -A2 /A2, onde A é a ampicilina e B é extrato + ampicilina.

Tabela 2- Resultados dos testes de combinag¢do com difusdo em agartestados com discosem
triplicata com os extratos que apresentaram melhoratividade no teste CIM.

Médiado diametro dos halos de inibi¢do (cm)

Ampicilina (10 pg) / Extrato + Ampicilina (10 pul+10 pg)

Extratos S.aureus B. cereus Salmonella
VC-EB 4,20/4,20 - -
VC-FDC 4,36/4,36 0,90/0,82 -
VC-FAC 3,20/3,60 - -
VC-FHM - - 2,61/2,62
SL-FAC 3,77/4,25 0,88/0,90 -
Al-EB 3,89/3,92 - -
Al-FDC 4,18/3,90 - -
PA-EB 4,28/4,15 1,29/1,51 -
PA-FHX - 1,28/1,35 -
PA-FDC - 1,20/0,81 -
PA-FAC 4,26/3,93 0,87/1,38 -
PA-FHM 4,39/4,15 - -

*Resultados (-) ndo foram avaliados.
Fonte: Autoria prépria, (2022).

A combinagdo do antibidtico ampicilina e a PA-FAC contra o B. cereus, apresentou
uma zona de inibicdo 1,4 vezes maior do que o disco da ampicilina isolado. Ainda para o
mesmo patdgeno, a combinacdo de PA-EB obteve o halo 0,4 vezes maior que a ampicilina e
o extrato PA-FDC demonstrou um efeito contrario, diminuindo o halo de inibicao 0,5 vezes.
Para o S. aureus, as combinagdes de VC-FAC e SL-FAC aumentaram 0,3 vezes a zona de
inibicdo e AI-FDC, PA-FAC e PA-FHM diminuiram 0,1 vezes seus halos. A Figura 13 mostra

placas testadas em combinagodes.
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Figura 13 — Placas apds 24 horas testadas contra B. cereus (1 e 2), Salmonella (3), S. aureus
(4) com discos de ampicilina para o controle comparativo a esquerda, e discos em
combinacdo de ampicilina+extrato a direita.

Fonte: Autoria propria (2022).

Resultados antagbnicos ocorrem quando os as combinagdes sdo menores que as
respostas da substancia isoladamente, um exemplo é a placa de PA-FDC mostrado na Figura
13 (2). J& os extratos que apresentaram sinergismo, possuem os diametros dos halos
maiores na combinacdo de acordo com a Figura 13 (1) e (4). Foi considerada atividade
indiferente, quando ndo houve diferenca entre a ampicilina e a sua combina¢dao com o

extrato observada na Figura 13 (3).

Potenciacdo é o termo para essa interagdo vantajosa que melhorou a eficacia de um
composto bioativo. Quando medidos e quantificados experimentalmente, efeitos sinérgicos
e aditivos podem ser observados. A juncdao de compostos bioativos com antibidticos que
apresenta essa potencia¢do sinérgica acontece pelo bloqueio de um ou mais alvos do

processo metabdlico (GHENOV, 2014).

O estudo das interacGes entre moléculas é realizado ao longo dos anos. Testes in
vitro que demonstram interacdes efetivas que impedem o crescimento dos microrganismos -
alvo sdao frequentemente o primeiro passo na aplicacdo clinica de combina¢des de agentes
inibitdrios para medicamentos antibacterianos. Os estudos voltados para essa forma de
terapia baseiam-se na estabilidade, nas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas
e nos mecanismos de acdo, que combinam medicamentos com alvos de acdo

complementares, espectro de acao e estabilidade. Uma ampla gama de eficacia, maior
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poténcia do que qualquer um dos medicamentos isoladamente, maior seguranca e
tolerabilidade e uma diminuicdo no nimero de organismos resistentes sdo apenas algumas

das vantagens potenciais (MUKHERIJEE et al., 2005).

Considerando estes resultados, o método “checkerboard’” foi realizado, onde cada
poco contém uma combinacdo Unica de concentracbes diferentes da droga testada, na
presenca de diferentes concentracdes dos extratos. Os isobologramas apresentados na
Figura 14, representa a determinagdao das combinag¢des antimicrobianas para PA-EB e PA-
FAC contra B. cereus, onde podemos observar para os graficos uma interferéncia sinérgica
em sua interacdo com o antibidtico, caracterizada pela curva que se move para origem
formando uma linha cbéncava. Existem vantagens potencialmente significativas associadas a
essa interacdo apresentada, como por exemplo: redugao de efeitos indesejaveis, aumento
na estabilidade ou biodisponibilidade dos agentes livres, e tratamentos terapéuticos

adequados com efeitos de doses relativamente pequenas, quando comparado com um

medicamento sintético.

Uma matriz bidimensional de concentracdes seriadas de compostos de teste é usada
como base para o cdlculo de uma concentracdo inibitéria fracionada indice (FICI) para
demonstrar que combinacbes pareadas de agentes podem exercer efeitos inibitérios que
sdo mais do que a soma de seus efeitos isolados.

Figura 14- Isobologramas representando combina¢des do “checkerboard” entre
ampicilina e extratos de PA-EB e PA-FAC contra B.cereus.
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Fonte: Autoria propria, (2022).
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A CIM da ampicilina testada sozinha para B. cereus, foi de 0,0625 mg/ml, e reduziu
para 0,015625 mg/mL na presenga de 0,0003047 mg/mL de extrato PA-EB, reduzido também
para 0,0078125 mg/mL de ampicilina, quando combinado com 0,0097656 mg/mL de PA-FAC.
As plantas contém uma grande diversidade de metabdlitos secundarios e essa diversidade
pressupGe uma alta probabilidade de interagdes. Por meio de estudos de sinergia, é possivel

provar a validade desta afirmacdo (BIAVATTI, 2009).

Conforme Odds (2003), FICI<0,5 é considerado sinergismo, FICI>4 antagonismos e
para valores entre 0,5 e 4 pode-se considerar que nao ha interacdo. Para PA-EB, extrato que
apresentou curva de sinergismo no isobolograma, a concentracao fracionaria inibitdria é de

FICI=0,025, e para PA-FAC uma FICI=0,20; também apresentando sinergismo nas

combinagdes.

O interesse pela descoberta de extratos vegetais com diferentes atividades
bioldgicas, tem crescido muito nos ultimos anos. Neste contexto, plantas que apresentam
atividade antimicrobiana sdo de grande interesse devido ao fato de muitos microrganismos
apresentarem resisténcia, ndo somente aos antibidticos ja pré-estabelecidos, como também

aos de ultima geracdo, causando sérios problemas de saude publica (PRATES, 2001).

O teste de toxidade demonstrou letalidade no controle negativo com o DMSO na
concentracdo de 10 %, portanto os testes com Artemia salina foram repetidos na
concentracao de 4 %, onde a triplicata resultou em todos os minis crustdceos vivos. Esta
concentracdao também apresentou uma boa diluicdo dos extratos. Os resultados da toxidade

sdo apresentados na Tabela 3, onde se encontra cada triplicata do teste.

O resultado se deu pela contagem de vivos e mortos em um periodo de 24 horas.
Todos os extratos testados demonstraram letalidade de 100% na concentragdo de 2mg/mL.
O extrato de PA na fragdo diclorometano ndo demonstrou letalidade na concentragdo de 1
mg/mL, se destacando dos demais, que ndo apresentaram letalidade apenas a partir de 0,5

mg/mL.
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Tabela 3 - Resultados do teste de Toxidade com Artemia salina.

2mg/mL 1mg/mL 0,5mg/mL 0,25mg/mL
Extratos

Média DP Média DP Média DP Média DP
PA-FDC 10M 0 10v 0 10V 0 10v 0
PA-FHM 10M 0 10M 0 10V 0 10v 0
VC-FAC 10M 0 10M 0 10M 0 5,333V/4,667M 0,577V/0,577M
Al-FDC 10M 0 10M 0 10v 0 10V 0
VC-EB 10M 0 10M 0 10M 0 5V/5M oM/o0M
PA-EB 10M 0 10M 0 10v 0 10V 0
PA-FAC 10M 0 10M 0 10M 0 10M 0

*V=vivos, M=mortos.
Fonte: Autoria propria, (2022).

O ensaio de A. salina pode ser usado no monitoramento do fracionamento de
extratos, de acordo com Meyer et al. (1982), a letalidade a este microcrustaceo pode ser
utilizada como um teste preliminar rdpido e simples para o isolamento de produtos naturais.
Mevyer e seus colaboradores estabeleceram uma relagdo entre o grau de toxicidade e a dose
letal média, DL50, apresentada por extratos de plantas sobre larvas de Artemia salina. Desde

entdo, considera-se que quando sdo verificados valores acima de 1000 ug mL-1, estas sdo

consideradas atdxicas e quando menor que 1000 pug mL™? s3o consideradas toxicas.

As concentragdes dos extratos testados apresentaram atividade ja em baixas

concentracdes o que levou ao teste de toxicidade concentragdes que a maioria se intitula

atdxicas, PA-FAC demonstrou letalidade de 100% em todas as concentracoes testadas.

De acordo com a literatura, o ensaio de toxidade em Artemia salina estd sendo
utilizado em vdrias outras atividades biolégicas confirmando assim a sua sensibilidade e
versatilidade em estudos de toxicidade, sendo um teste inicial eficiente para direcionar

futuras pesquisas.

Mesmo apresentando toxidade na fracdo PA-FAC, a planta Pterocaulon alopecuroides
apresenta atividades antibacterianas e bactericida nas outras combinacdes testadas contra
S. aureus e B. cereus, Dentre os compostos encontrados nas espécies do género Pterocaulon,
ha relatos de isolamento de monoterpenos, sesquiterpenos, flavondides, poliacetilenos
(VILEGAS et al., 1995), acido caféico, acido clorogénico, acido isoclorogénico e acido 3,4-

dicafeoilquinico (DEBENEDETTI et al., 1999). A ampla maioria dos trabalhos se refere ao
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isolamento de cumarinas. A Figura 15 apresenta as estruturas das cumarinas que ja foram

encontradas para as espécies deste género.

Figura 15- Estruturas das cumarinas citadas para o género Pterocaulon aloopecuroides

*1: 7-(2,3-diidroxi-3-metilbutiloxi)-6- metoxicumarina; 2: 7-(2,3-diidroxi-3- metilbutiloxi)-5-hidroxi-6- metoxicumarina
Fonte: Stein, 2005.
As cumarinas localizam-se em grande maioria na superficie de folhas e caules, onde
poderiam estar atuando como fitoalexinas, protegendo a planta especialmente do ataque de
microrganismos. Dentre os constituintes quimicos presentes nas espécies de Pterocaulon, as

cumarinas parecem ser os compostos majoritarios encontrados para o género.

A composicdao quimica complexa dos extratos favorece a atua¢dao conjunta sobre
multiplos alvos celulares e moleculares, conduzindo a efeitos bioldgicos mensuraveis. Esses
efeitos, que podem ser observados tanto entre componentes de extratos vegetais quanto
entre produtos naturais e farmacos sintéticos, podem ser explorados no desenvolvimento de
medicamentos e/ou estratégias terapéuticas mais seguras e eficazes para o tratamento de

patologias, sobretudo aquelas de carater multifatorial.

Substancias de origem natural podem atuar de forma sinérgica com farmacos ja
utilizados clinicamente, permitindo a reducdo das doses necessdrias para produzir o efeito
desejado e, consequentemente, minimizando os efeitos adversos (CASTRO, 2010). Os efeitos
sinérgicos sdo a base para a compreensao da atuacdo da maioria dos extratos vegetais sobre

sistemas biolégicos.

Entretanto, para que tais efeitos sejam compreendidos, é necessario que métodos de
estudos apropriados sejam empregados, dessa forma, esse trabalho pode destacar possiveis
conexdes entre aditivos naturais e sintéticos, abrindo caminho para seu potencial uso no

futuro.
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7. CONCLUSAO

Nos experimentos reproduzidos em repeti¢cdes, a proximidade dos resultados para as
triplicatas das amostras dos extratos testados assegura que o método realizado foi capaz de
extrair os compostos que apresentam a atividade antibacteriana nas amostras. Para a
maioria dos extratos brutos e fracbes, as bactérias gram-positivas se mostraram mais
suscetiveis aos compostos presentes. Os melhores resultados do teste de determinacao da
CIM encontrados foram para PA-FAC e PA-FHM contra S. aqureus e VC-FHM contra
Salmonella. Na determinacdo da CBM, PA-EB apresentou a atividade que se destacou contra

S. aureus.

Pterocaulon alopecuroides se destacou entre as demais em sua forma bruta e nas
diferentes fracdes por apresentar baixas concentrac¢des inibitdrias. No teste de combinacao
destacou-se PA-FAC e PA-EB com zonas de inibicao respectivamente de 1,4 e 0,4 vezes maior
gue o controle, apresentaram sinergismo quando combinado com o antibiético ampicilina
representado pelas suas curvas nos isobologramas e seu valor de FICI de 0,20 e 0,025
respectivamente, avaliado no “Checkerboard” quando as concentracdes da ampicilina é
diminuida e apresentou mais ou mesmo efeito antibacteriano em combinacdo com os
extratos. Essa potenciacdo do sinergismo pode ser vantajosa em futuras aplicacdes de

extratos de plantas da familia Asteraceae.

Com destaque novamente a PA na sua fracdo diclorometano, que ndo apresentou
letalidade dos minis crustaceos a partir de 1 mg/mL, configurado como método de triagem

de potenciais produtos quimicos para testes futuros na aplicagao dos extratos.

Assim, plantas da familia Asteraceae devem ser melhor exploradas, pela significativa

acdo antimicrobiana que podem apresentar. Considerando a possibilidade de suas

combinag¢des com antibidticos e aplicagdao em produtos.
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