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Resumo

As doencgas infecciosas tém um papel marcante na histéria da humanidade,
pois a descoberta dos primeiros antimicrobianos revolucionou o tratamento das
infec¢6es diminuindo seus indices de mortalidade. Porém, concomitantemente com a
aplicacao clinica das primeiras geragoes de antimicrobianos, a resisténcia microbiana
surgiu. A selecdo de cepas resistentes se deve principalmente a utilizagao
indiscriminada dos agentes antimicrobianos, a capacidade dos micro-organismos de
adquirirem e disseminarem a resisténcia e a capacidade dos seres humanos de
transmitir micro-organismos. As propriedades farmacolégicas das plantas tém sido
reconhecidas empiricamente durante séculos, plantas com propriedades medicinais
sdo, desde a antiguidade, utilizados no tratamento de diversas doengas. O interesse
por esses metabdlitos se deve principalmente a capacidade de produzir compostos
biologicamente ativos que podem servir de modelos para a sintese de novos
farmacos. Além da atividade antimicrobiana de metabdlitos extraidos de plantas, um
novo conceito na utilizagdo desses produtos vem sendo estudado, a associagao com
antimicrobianos sintéticos. O produto natural pode agir tendo como alvo o
mecanismo de resisténcia microbiana ou agir de forma sinérgica com o
antimicrobiano, através de mecanismo ainda ndo caracterizado. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e sinérgica de duas espécies de plantas
da familia Rutaceae: Zanthoxylum tingoassuiba e Dictyoloma vandellianum. Os
metabolitos naturais foram produzidos através da hidro destilagdo, no caso do dleo
essencial, maceracao a frio, para os extratos metandlico, hexanico, diclorometanico e
particdo para os extratos aquoso e acetato de etila. A atividade antimicrobiana foi
avaliada pelas técnicas da difusao em disco, difucido em poco, macrodiluicao em agar
e microdiluicao em caldo, descritas pelo CLSI. Enquanto o sinergismo foi avaliado
através da associacao dos extratos aos discos de antibiético, na técnica da difusao
em disco, e através da associagdo do 6leo essencial, em concentragoes subinibitdrias
(2 e Ya da CIM) a solucdo antibiética na técnica da microdiluigaio em caldo. Os
resultados mostraram que o 6leo essencial de Z. tingoassuiba e 08 dos 15 extratos
testados apresentaram atividade antibacteriana frente a isolados de Staphylococcus
aureus multirresistentes; que o o6leo potencializou a ag¢ao das fluoroquinolonas
diminuindo os valores de CIM em no minimo 02 vezes; que alguns extratos de Z
tingoassuiba (metanodlico e hexanico das folhas, hexdnico e metanodlico do caule) e o
extrato diclorometénico da D. vandellianum potencializou a agado das fluoroquinolonas
aumentando os halos de inibicdo de crescimento bacteriano e que, apesar de nao ter
sido observada atividade antifingica, os metabodlitos de D. vandellianum
potencializaram a a¢ao do fluconazol frente a isolados de Candida resistentes.
Portanto, foi possivel concluir que metabolitos extraidos das espécies em estudo
possuem potencial antimicrobiano e sinérgico.

Palavras-chave: Rutaceae, Zanthoxylum tingoassuiba, Dictyoloma vandellianum,
resisténcia antimicrobiana, atividade antimicrobiana, sinergismo.



Abstract

Infectious diseases have a remarkable role in the history of humanity, since the
discovery of the first antimicrobial revolutionized the treatment of infections by
decreasing their mortality rates. However, concurrently with the clinical application of
the first generation of antibiotics, antimicrobial resistance has emerged. The selection
of resistant strains is mainly due to indiscriminate use of antimicrobial agents, the
ability of microorganisms to acquire and spread resistance and the ability of humans
to transmit microorganisms. The pharmacological properties of plants have been
known empirically for centuries, the plants with medicinal properties are since ancient
times, used in treating of various diseases. Interest in these metabolites is mainly due
to the ability to produce biologically active compounds that can serve as models for
synthesizing new drugs. Besides the antimicrobial activity of metabolites from plants,
a new concept in the use of these products is being studied, the association with
synthetic antimicrobial. The natural product may act to the target, the mechanism of
microbial resistance or act synergistically with the antimicrobial agent through
mechanism not yet characterized. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial activity and synergy of two plant species of the family Rutaceae:
Zanthoxylum tingoassuiba and Dictyoloma vandellianum. The natural metabolites
were produced through the hydro distillation in the case of essential oil, cold
maceration for the methanol, hexane and dichloromethane extract, and partition for
the aqueous and ethyl acetate estract. Antimicrobial activity was evaluated by the
techniques disc diffusion, diffusion in well, macrodilution in agar and microdilution in
broth, described by CLSI. While synergism was evaluated by combining the extracts
of the antibiotic disks in the disk diffusion technique, and through association of the
essential oil at concentrations subinibitory (Y2 and ": of the MIC) of antibiotic solution
in broth microdilution technique. The results show that the essential oil of Z
Tingoassuiba and 08 of the 15 extracts showed antibacterial activity against
multidrug-resistant Staphylococcus aureus, that oil enhanced the action of
fluoroquinolones decreased MIC values in at least 02 times, that some extracts of Z.
tingoassuiba (hexane and methanol extracts of leaves, hexane and methanol of stem)
and dichloromethane extract of D. vandellianum potentiated the action of
fluoroquinolones increased the inhibition of bacterial growth and, although not
observed antifungal activity, the metabolites of D. vandellianum potentiated the action
against fluconazole-resistant Candida isolates. Therefore, we concluded that
metabolites extracted from the species under study have potential antimicrobial and
synergistic.

Keywords: Rutaceae, Zanthoxylum tingoassuiba, Dictyoloma vandellianum,
antimicrobial resistance, antimicrobial activity, synergism
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1.0 Introducao

Doencgas infecciosas representam uma das principais causas de morte no
mundo com predominancia em regides tropicais. Nos paises em desenvolvimento, o
tratamento de tais doencas é dificil ndo sé devido a ocorréncia de micro-organismos
resistentes, mas também por causa da baixa renda da populagdo, que reduz
drasticamente a acessibilidade a medicamentos adequados (KUETE et al, 2011).

As infec¢cdes microbianas tem papel marcante na histéria da humanidade e,
de forma crescente, acumula evidéncias de que as intervengdes humanas,
associadas ao potencial de mudancgas na estrutura genética dos micro-organismos,
tém atuado sinergicamente no sentido de gerar variantes bacterianas de maior
patogenicidade ou dotadas de resisténcia aos antibidticos disponiveis (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008)

Frequentemente citado como patdbgeno em infeccbes hospitalares,
Staphylococcus aureus € um dos mais importantes agentes etiologicos de infecgdes
humanas no século XXI. Isso se deve a sua viruléncia intrinseca, sua capacidade de
causar infec¢des diversificadas (endocardites, pneumonia, meningites bacterianas e
infecgbes purulentas) e a facilidade de adaptacédo as diferentes condicbes
ambientais (LOWY, 2003; GIBBONS, 2004). Sdo bactérias distribuidas na natureza
como microbiota normal de pele e mucosa de individuos saudaveis, que com o
aparecimento de lesdes penetram no organismo (COUTINHO et al, 2009; MATIAS et
al, 2010). Seu arsenal de fatores de viruléncia, como capsula polissacaridica,
peptideoglicano, acido teicodicos, proteina A, toxinas, permite contornar as defesas
do hospedeiro e se estabelecer no organismo humano causando infec¢des graves
(TANG e STRATTON, 2010).

Antes da descoberta dos antibiéticos a mortalidade de pacientes com
infecgdes causadas por S. aureus ultrapassava 80% (LOWY, 2003). Com a
introdugéo da penicilina, no inicio dos anos 40, o progndstico de pacientes com
infecgdo estafilococica melhorou, diminuindo a mortalidade e aumentando a
qualidade de vida dos individuos infectados, ja que o tempo de tratamento foi
reduzido. No entanto, com o surgimento e disseminag¢do de cepas resistentes a
utilizacdo desse antibidtico se tornou limitada. As penicilinas semissintéticas
(meticilina e a oxacilina) foram entdo introduzidas na tentativa de solucionar o

problema. Mas, pouco tempo depois surgiram os primeiros isolados de S. aureus



meticilina resistentes (MRSA) (REMONATTO et al, 2007; ANDRADE, 2008).
Inicialmente, os MRSAs estavam associados restritamente a infecgdes nosocomiais,
entretanto, novas cepas surgiram em meio a comunidade, tornando a prevaléncia
dos MRSAs adquiridos na comunidade (CA-MRSA) cada vez maior (ZETOLA et al,
2005).

Enzimas denominadas beta-lactamases s&o produzidas por bactérias e
responsaveis pela resisténcia a penicilina, pois hidrolisam o anel beta-lactamico da
estrutura quimica do antibidtico, inativando-o (TRABULSI, ALTERTHUM, 2008;
SILVA, 2009). Ja a resisténcia a meticilina esta relacionada a produgdo de uma
proteina de parede celular, chamada PBP (proteina ligadora de penicilina). Os beta-
lactdmicos se ligam a essa proteina e impede a formagao da parede celular, o que
resulta na lise bacteriana. Os MRSAs produzem uma PBP modificada, denominada
PBP2a, codificada pelo gene mec A, funcional para a célula bacteriana, porém com
baixa afinidade pelo antimicrobiano permitindo a sobrevivéncia do estafilococo a
exposicdo a altas concentracdes desses agentes (SOUSA et al, 2005;
REMONATTO et al, 2007).

Em 1980, fluoroquinolonas foram inicialmente introduzidas para o tratamento
das infecgdes causadas por bactérias Gram negativas (LOWY, 2003). No entanto,
devido ao seu amplo espectro de acgéo, toxidade minima sobre eucariotos, facil
penetracdo na maioria das células bacterianas e boas propriedades
farmacocinéticas, esses antibioticos passaram a ser usados para tratar infec¢des
causadas por pneumococos e estafilococos. As fluoroquinolonas foram
consideradas agentes uteis no tratamento de infeccbes causadas por cepas
multirresistentes de S. aureus, porém logo apos a sua introdugdo em uso clinico, alto
nivel de resisténcia entre esses micro-organismos foi relatado (KAATZ e SEO, 1995;
BLONDEAU, 1999).

Os mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas mais importantes e mais
freqientemente citados sao alteragédo no sitio de agao desses antimicrobianos, pela
DNA girase, através de mutacdes no gene Gyr A, e resisténcia mediada por
transporte ativo da droga para fora da bactéria e proteinas de efluxo (LOWY, 2003).

Cepas MRSA sao resistentes a todos os antibiéticos beta-lactamicos o que
inclui as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos e representa um grande
desafio no estabelecimento do tratamento. Entres os antibidticos mais antigos

utilizados para o tratamento de MRSA estao a clindamicina e ciprofloxacina, porém,



no Brasil menos de 5% das cepas MRSA séo sensiveis a esses antibidticos. O
tratamento hospitalar de cepas MRSA geralmente é procedido com antibidticos
potentes como vancomicina, linezulida e teicoplamida. No entanto, como alguns
hospitais ja apresentam casos de MRSA resistente também a vancomicina, a
linezulida passa a ser a principal opcéo terapéutica (GIBBONS, 2005; MAHBOUBI e
BIDGOLI 2009).

Dentre as infec¢des hospitalares, as oportunistas sdo aquelas causadas por
agentes, muitas vezes presente no ambiente, mas incapazes de provocar doencga
caso o sistema imunologico do hospedeiro esteja intacto. Dentro do grupo dos
agentes etioldgicos destas infecgbes, as leveduras dos géneros Candida spp. e
Cryptococcus spp. sdo as mais frequentemente capazes de causar infecgdes em
pacientes imuncomprometidos (LACAZ et al, 2002).

Candida spp. podem fazer parte da microbiota da pele e mucosas do ser
humano desde o seu nascimento. Apds a colonizac¢do, passam a causar infecgoes
superficiais, em pessoas saudaveis, e sisttmicas em pacientes imunodeprimidos,
como os individuos portadores de leucemia, linfoma, Diabetes mellitus e sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), devido, principalmente, as alteracdes nos
mecanismos de defesa, quebra das barreiras anatdémicas e mudangas na microbiota
normal do hospedeiro (NUNES, 2009).

A candidemia tem manifestac¢des clinicas diversas e inespecificas, sendo a
febre a mais comum. A principal forma de contaminacdo é enddgena, onde o
paciente €& colonizado e com a baixa do sistema imunoldgico a infec¢cado se
manifesta; entretanto pode ter origem exdgena, principalmente em pacientes
expostos a multiplos procedimentos invasivos como uso de cateter venoso central,
nutricdo parenteral e pelas maos colonizadas dos profissionais que prestam
atendimento ao paciente (FRANCA et al, 2008). No Brasil, as principais espécies
causadoras de candidemia sdo Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida
tropicalis; ja nos Estados Unidos da América (EUA) é crescente o numero de casos
de infeccbes por espécies ndo-albicans e esse fato tem estado associado a
utilizacéo indiscriminada do fluconazol (HINRICHSEN et al, 2008). As infecgbes
fungicas séo tratadas com antimicrobianos do tipo azélicos (cetoconazol, econozal,
sulconazol, miconazol, clotrimazol e feuconazol), alilaminas (naftina, terbinafina),
hidroxipiridona, morfolina, compostos de selenium e anfotericina B lipossémica
(PFALLER et al, 2010).



Ja4 o género Cryptococcus, engloba 38 espécies sendo apenas duas
envolvidas como patébgeno humano: C. neoformans e C.gattii (LEITE, 2010). As
doencas causadas por esses patdgenos eram pouco comuns antes da epidemia da
SIDA, porém surgiu como uma importante causa de morte em pessoas infectadas
pelo virus tanto em paises desenvolvidos como nos em desenvolvimento
(CABANES, 2008). A criptococose é uma doenca infecciosa fungica que atinge n&o
somente 0 homem, mas também animais domésticos, principalmente os gatos e
caes, e animais silvestres. Este patdgeno oportunista é encontrado em frutas, pele
de animais, mucosa oro nasal de pessoas saudaveis e, principalmente, no solo rico
em excretas de aves (DE QUEIROZ et al, 2008).

Sé&o conhecidos cinco sorotipos (A, B, C, D e AD) que se distribuem entre as
duas espécies da seguinte forma: C. gattii (sorotipos B e C), C. neoformans
variedade neoformans (sorotipos D), C. neoformans variedade grubii (sorotipo A) e
um hibrido AD, os quais diferem em aspectos bioquimicos, ecolbgicos, antigénicos e
genéticos (KWON-CHUNG e VARMA, 2006; DE QUEIROZ et al, 2008). Os trés
principais fatores de viruléncia que conferem patogenicidade ao Cryptococcus sao:
capacidade do organismo de crescer a 37°C, de combater o dano oxidativo
conferido pelo hospedeiro através da producdo de melanina e desenvolvimento de
capsula polissacaridica de grande porte (LESTER et al, 2011). A infecgdo ocorre
geralmente pela inalagcdo de esporos da levedura presentes no ambiente, levando a
infeccao primaria do sistema respiratério (DE QUEIROZ et al, 2008).

A infeccéo do sistema nervoso central, a meningite criptococcica, € a principal
manifestacéo clinica do processo infeccioso por Cryptococcus e o arsenal de drogas
antifungicas utilizado no tratamento da mesma é restrito e atualmente se baseia na
utilizacdo de anfotericina B em associacdo com a 5-flucitosina, seguido de
manuteng¢do com o fluconazol. No entanto a disponibilidade de antifungicos para
tratamento de infec¢des fungicas é pequena e ineficiente, além dessas drogas
serem de alto custo e apresentarem grande toxicidade (LEITE, 2010). Portanto, de
uma maneira geral, estas infeccbes sédo de dificil tratamento e a aquisicdo de
resisténcia frente a acao de antifungicos tem sido relatada (LIMA et al, 2006; CRUZ
et al, 2007).

Dentre os mecanismos de resisténcia utilizados pelos fungos tem-se a

superprodugao de enzimas, implementac¢des de vias metabdlicas alternativas e a



producéo de proteinas de bomba de efluxo que expulsam o medicamento da célula
fungica (PINA-VAZ et al, 2005; LEITE, 2010).

A resisténcia microbiana surge quase concomitantemente com a aplicacao
clinica das primeiras geragbes de antimicrobianos. Inicialmente o fenbmeno da
resisténcia ndo parecia ser um problema preocupante, pois era temporariamente
resolvido com a introducdo de novos agentes e alteragcdes estruturais nos
compostos ja existentes que aumentavam o espectro de acdo da droga. O aumento
do arsenal de antibidticos e antifungicos, cada vez mais potentes, associados a sua
utilizacdo indiscriminada, a capacidade microbiana de adquirir e disseminar
resisténcia e a capacidade de seres humanos transmitirem micro-organismos, tem
selecionado cepas microbianas cada vez mais resistentes. Esse fato tem levado
mais rapidamente pacientes hospitalizados a oObito, além de aumentar
significativamente os custos com relagéo ao tratamento da infecgdo (COUTINHO et
al, 2009; MATIAS et al, 2010)

A resisténcia microbiana as drogas pode ser classificada como intrinseca ou
adquirida. A intrinseca faz parte da heranga genética do micro-organismo, das
caracteristicas naturais e fenotipicas e ndo apresenta qualquer risco a terapéutica,
pois é previsivel, basta conhecer o agente etiolégico da infeccdo e os mecanismos
de acao dos farmacos disponiveis clinicamente. Ja a resisténcia adquirida ocorre em
uma espécie bacteriana anteriormente sensivel a droga em questdo, manifestada na
célula bacteriana e ausente em suas células genitoras. Essa nova propriedade é
resultado de alteragdes estruturais ou bioquimicas da célula bacteriana, determinada
por alteracbes genéticas cromossdmicas ou extra-cromossdmicas (plasmidios)
podendo levar ao aparecimento de um exemplar muito resistente, que normalmente
nao perde viabilidade e patogenicidade (GOLD e MOELLERING,1996).

A aquisicao de resisténcia pode ser originaria de uma mutagdo ou da
transferéncia de material genético. A mutacdo € um fendmeno espontaneo,
resultado de um erro na replicagdo do DNA, normalmente envolvendo delecgéo,
substituicdo ou adicdo de um ou mais pares de bases, levando a alteragdes na
composigcao de aminoacidos de determinados peptideos. Ja a resisténcia transferivel
ocorre quando um dado micro-organismo recebe material genético de outro,
passando a expressar a caracteristica contida no gene recentemente adquirido
(TAVARES, 2000)



Varios sdo os mecanismos através dos quais 0s micro-organismos se tornam
resistentes as drogas (Figura 01). Um exemplo € a produgcdo de enzimas
inativadoras com capacidade de promover alteragbes estruturais na molécula da
droga tornando-a inativa, como as beta-lactamases. Outro mecanismo conhecido é a
alteracdo da permeabilidade da membrana bacteriana. Muitos antibidticos
conseguem penetrar em bactérias através de canais protéicos presentes em sua
membrana. Através desses canais, as drogas conseguem atingir seu receptor na
parede celular e exercer sua agédo bactericida. Como mecanismo de defesa, as
bactérias, através de geracdes, passaram a sintetizar esse canal em menor
quantidade ou deixaram de produzi-los impedindo a entrada da droga na célula
(HEMAISWARYA et al, 2008).

ALTERACAO DE | MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE
ATM ¢ ATM
@AM
ATM ' BOMBA DE EFLUXO)
bacteriana = -

membrana

bacteriana
——— genes de

resisténcia

ATM = antimicrobiano DNA bacteriano | ALTERAGAO DO SITIO DE ACAO|

Figura 01 - Mecanismo de resisténcia bacteriana
Fonte: http://www.damedpel.com/CDD/40Ano/CGA/Antimicrobianos%20MS%20-
%202008/opas web/modulo3/image/geral.qgif

Outro mecanismo de resisténcia cada vez mais relatado € o fenbmeno da
bomba de efluxo descrito em muitos organismos, incluindo bactérias, fungos e
protozoarios; além de células tumorais de mamifero. Sao proteinas de membrana
capazes de expulsar o farmaco de dentro para fora da célula microbiana exportando

uma grande variedade de drogas, resultando em uma redugdo na concentracéo



intracelular e, portanto, reducdo da sensibilidade. A droga nao atinge concentracdes
intracelulares suficientes para promover sua agéo, pois quase instantaneamente é
bombeada para fora da bactéria. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
e Escherichia coli sdo micro-organismos que utilizam estes transportadores, como
parte de sua estratégia de resisténcia (GIBBONS et al, 2003b; SANGWAN et al,
2008).

Existe ainda o mecanismo de resisténcia baseado na alteracéo do sitio de
acao da droga, como ja foi relatado anteriormente para a penicilina. Mutagao
cromossOmica pode alterar bioquimicamente o receptor, impedindo a interacéo
farmaco-receptor. As Proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) sdo enzimas
envolvidas na sintese da parede celular bacteriana e servem como alvo para agao
de drogas beta-lactamicas. Sua inibicdo por essas drogas determina a formacgao de
uma parede celular fragil que ndo suporta a diferengca osmética, levando a lise
celular bacteriana. S. aureus resistente a meticilina (MRSA) é exemplo de micro-
organismo que se torna insensivel a agdo de B-lactamicos através de alteragdes nas
PBPs, diminuindo a afinidade da droga pelas enzimas (HEMAISWARYA et al, 2008).

Todos esses mecanismos de expressao de resisténcia sao cada vez mais
freqlentes em inUmeros micro-organismos, alguns deles expressando mais de uma
forma de resisténcia. Com o desenvolvimento progressivo da resisténcia aos
antimicrobianos, as propriedades biologicas dos produtos vegetais vém sendo
estudadas em busca de novos alvos com agao antimicrobiana (ARYA et al, 2010).

As propriedades farmacoldgicas das plantas tém sido reconhecidas
empiricamente durante séculos, mas foram cientificamente confirmadas apenas nas
ultimas décadas. Filtrados, infusbes, macerados, sucos e extratos de plantas com
propriedades medicinais séo utilizados no tratamento de diversas doencgas, desde a
antiguidade (COUTINHO et al., 2008). O interesse por esses metabdlitos extraidos
de plantas se deve, principalmente, a capacidade de produgdo de compostos
biologicamente ativos que podem servir de modelos para a sintese de novos
farmacos e por possuirem propriedades terapéuticas utilizadas como tratamento
alternativo no cuidado de saude tradicional (GIBBONS, 2005).

O Brasil, detentor da maior floresta equatorial e tropical umida do planeta,
possui uma grande diversidade genética vegetal ainda pouco explorada. Dados
revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial

medicinal (PINTO et al, 2002). Essa grande diversidade genética vegetal que



representa aproximadamente um tergo da flora mundial € promissora em compostos
com potencial bioativo (YUNES et al, 2001). Essa riqueza necessita ser mais
explorada, pois compostos potencialmente uteis podem ser perdidos, deixando de
serem descobertos, devido a extingdo de algumas espécies (PATINO e CUCA,
2011).

A Organizacdo Mundial de Saude, desde 1977, incentiva estudos que avaliem
cientificamente os beneficios e riscos do uso tradicional de plantas como
medicamentos. Sao necessarias evidéncias laboratoriais e clinicas a respeito da
eficacia dessas plantas medicinais utilizadas tradicionalmente pela populagéo
(LOGUERCIO et al, 2005).

Metabolitos secundarios, produzidos por algumas espécies de plantas, sao
alvos de mais interesse, pois agem como substancias de defesa contra micro-
organismos patogénicos, insetos e animais herbivoros. Possuem composi¢cao
quimica variada com presenca de terpendides, alcaldides e cumarinas, que
apresentam, com freqiéncia, atividade antimicrobiana (RESCHKE et al, 2007).

Além da atividade antimicrobiana de metabdlitos extraidos de plantas, um
novo conceito na utilizagdo desses produtos vem sendo estudado, a associagao com
antimicrobianos sintéticos (COUTINHO et al, 2009; MATIAS et al, 2010). O produto
natural pode agir tendo como alvo o mecanismo de resisténcia microbiana e serem
considerados como moduladores de resiténcia (Figura 02) ou agir de forma sinérgica
com o antimicrobiano, através de mecanismo ainda n&o caracterizado (GIBBONS,
2005).

O conceito de utilizagdo de um composto que inibe a resisténcia de um micro-
organismo e que pode ser usado em associagdo com antimicrobiano convencional ja
€ bem aceito clinicamente, como por exemplo, na combinagdo dos antibidticos
amoxicilina (um beta-lactdmico) com acido clavulanico (um inibidor microbiano de
beta-lactamases). A eficacia da acdo antibacteriana € aumentada, pois o inibidor
estabiliza a amoxicilina, impedindo a degradacéo pelas enzimas beta-lactamases
produzidas pela bactéria como um mecanismo de defesa e sobrevivéncia do micro-
organismo (GIBBONS, 2004; SANGWAN et al, 2008).
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Figura 02- Estratégias bacterianas para antagonizar efeitos dos antibiéticos
e compostos inibidores de resistencia: (A*) modificadores de receptor dos
antibioticos; (B*) inibidores enzimaticos; (C*), compostos que aumentam a
permeabilidade da membrana e (D*) inibidores de bombas de efluxo.

Fonte: (WAGNER e ULRICH-MERZENICH, 2009)

Varias plantas e substancias extraidas das mesmas, quando associadas aos
antimicrobianos possuem atividade moduladora de resisténcia ou agédo sinérgica
sobre os micro-organismos. Extratos da Camellia sinernsis ja foram descritos devido
seu efeito sinérgico com meticilina inibindo a resisténcia em cepas MRSA. Segundo
Yam e colaboradores (1998) componentes da planta tem a propriedade de inibir a
sintese de PBP2 além de inibir a liberacdo de beta-lactamases, esses compostos
sdo considerados inibidores enzimaticos (Figura 02- B). A reserpina, alcal6ide
isolado da Rauwolfia serpentina  (Apocynaceae), apresenta atividade
potencializadora da ac¢do de alguns antibiéticos como tetraciclina, norfloxacina e
ciprofloxacina em cepas multiresistentes (MDR) que possuem bomba de efluxo
como mecanismo de resisténcia (GIBBONS e UDO, 2000) (Figura 02- D).

Outros alcaléides semelhantes a reserpina, e que possuem a mesma
propriedade, sdo geralmente isolados de espécies das familias Rutaceae,
Ranunculaceae e Menispermaceae (GIBBONS, 2005). Agindo também como
modificadores de resisténcia, os compostos isolados do 6leo essencial da Thymus
vulgaris facilitam a penetracdo do antibiético aumentando a permeabilidade da
membrana de bactérias Gram negativas (WAGNER e ULRICH-MERZENICH, 2009)
(figura 02- C). Outro exemplo é a associagao natural do alcaléide berberina com o
“5’methoxyhydnocarpin” (5-MHC). Berberina extraido das espécies Hydrastis

canadensis e Echinacea species possui atividade antibacteriana excelente, porém é



facilmente bombeado para fora da célula bacteriana através do mecanismo de
resisténcia de bomba de efluxo; entretanto, as espécies de plantas produzem além
de berberina e o0 5-MHC um inibidor de bomba de efluxo que quando associado
potencializa a agéo da berberina (BALL et al, 2006).

Incluida na ordem Rutales, a familia Rutaceae € composta por arvores e
arbustos que apresentam géneros com importancia econémica como exemplo Citrus
com frutos comestiveis, Flindersia com sua madeira utilizada comercialmente na
producdo de brinquedos e como lenha, Boronia com seus Oleos aromaticos. A
familia € composta por aproximadamente 150 géneros e 1600 espécies, distribuidas
em regides tropicais e temperadas do mundo, sendo mais abundante na América
tropical, sul da Africa e Australia. No Brasil, existem cerca de 190 espécies que
apresentam propriedades bioldgicas, sendo considerada como fonte de alcaldides,
cumarinas, flavonoides e limondides que apresentam atividade antibacteriana e
antifungica (SEVERINO et al, 2009; PAVITHRA, et al., 2009; DURAIPANDIYAN e
IGNACIMUTHU, 2009).

Pertencente a familia Rutaceae, o género Zanthoxylum compreende cerca de
550 espécies, distribuidas mundialmente, especialmente em regides tropicais e
subtropicais. Diversas atividades biologicas e uso medicinal sdo descritas para
partes aéreas e subterraneas deste grupo como: atividade antidiarréica para Z
rhetsa (RAHMAN, 2002), leishmanicida de Z. chiloperone (FERREIRA et al, 2002),
inibidora da monoamina oxidase de Z. schinifolium (JO et al, 2002) e antimicrobiana
de Z. rhoifolium (DE ABREU, 2003), Z. clava-herculis (GIBBONS et al, 2003a), Z
chiloperone (THOUVENEL et al, 2003), Z. xanthoxyloides (DIEGUEZ-HURTADO et
al, 2003), Z. leprieurii (TATSADJIEU et al, 2003) e Z. chalybeum (OLILA et al, 2001).
Porém, os estudos com oOleo essenciais e sua atividade antimicrobiana foram
observados em: Z. datum (JAIN e KAR, 1971); Z. xanthoxyloides (NGASSOUM et al,
2003) e Z. rhoifolium (GONZAGA et al, 2003). Patind e Cuca (2011) acreditam que
Zanthoxylum spp. tém grande importancia etnobotanica e bioldégica sendo uma fonte
promissora de alcaldides com interessantes propriedades antimicrobianas.

A espécie Z. tingoassuiba A. St. Hil. de sinonimias Zanthoxylum articulatum
Engl., Xanthoxylum tingoassuiba ou Fagara tingoassuiba Hoene & popularmente
conhecida como casca preciosa, tinguaciba-da-restinga, limdo bravo, laranjeira-do-
mato, mamica-de-porca ou limaozinho. Encontrada com ampla distribuicdo nos

estados da Bahia, Maranhdo, Amazonas, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de



Janeiro, Goias e Sao Paulo, hoje, é extinta em muitos desses estados. Foi descrita
na Farmacopéia Brasileira, 1° edigdo, em 1926, dentre as 710 espécies de plantas
com atividade farmacolégica. E utilizada popularmente devido a sua acdo
antiespasmddica, relaxante muscular, anti-agregacdo plaquetaria, diurética,
antiparasitaria, antifungica além de antinflamatéria para infecgbes de garganta (DA
SILVA et al, 2008).

Estudos fitoquimicos e antibacteriano do 6leo essencial dessa espécie foram
realizados por Detoni e colaboradores (2009) e o estudo fitoquimico dos frutos e
caule descrito por Da Silva e colaboradores (2008), ambos colaboradores do nosso
grupo. O 6leo apresentou como componentes maijoritarios antranilato de metila e
alfa-bisabolol e atividade antimicrobiana frente a cepas bacterianas padrdoes de
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli e Salmonela cholera-
suis e para fungos dermatofitos como Trichophyton mentagrophyes, Epidermophyton
floccosum e Microsporum gypseum. Ja o estudo fitoquimico dos frutos e caule
descreve a presenca de triterpeno lupeol, lignana sesamina além dos alcaldides
benzofenantridinico, que apresentam diversas atividades biolégicas, inclusive anti-
viral; alcaléide quaternario cloreto de 1-hidroxi-2,9,10-trimetoxi—N, N—-dimetilaporfina,
tembamida e o alcal6ide aporfinico com efeito bloqueador neuromuscular (DA SILVA
et al, 2008).

Dictyoloma spp. Juss., outro género da familia Rutaceae, € composto apenas
de duas espécies a D. vandellianum Adr. Juss. (Syn. D. incanescens DC), que
ocorre no Brasil, e a D. peruvianum com distribuicdo no Peru e Bolivia.
Popularmente conhecida como Tingui Preto, D. vandellianum é uma espécie arbbrea
com altura variando de 4,0 a 7,0m, com tronco de 20 a 30 cm de didmetro. A
madeira é indicada para a fabricagéo de forros, brinquedos e usada frequentemente
como lenha ou carvao. Por ser uma arvore de pequeno porte pode ser empregada
no paisagismo e na arborizagao de ruas. Além disso, é considerada planta de rapido
crescimento podendo ser indicada para plantios mistos destinados a recomposi¢cao
de areas degradadas e de preservacao permanente (DA SILVA e PAOLI, 2006)

Mesmo tendo sido pouco estudada, a espécie € conhecida por conter
alcaloides, cromonas prenilados e limondides, compostos importantes para a
classificacao sistematica do género na familia Rutaceae (SARTOR et al, 2003).

Alcaloides com atividade anti Leishmania com acgéo seletiva sobre o parasita
foi descrita por LAVAUD e colaboradores (1995).



2.0 Justificativa e objetivos

Dictyoloma vandellianum e Zanthoxylum tingoassuiba foram selecionadas
para esse estudo, por serem espécies nativas do estado da Bahia e conhecimentos
gerados irdo contribuir para a caracterizacao da flora regional e de sua potencial
atividade antimicrobiana e sinérgica, além de dar continuidade a trabalhos
desenvolvidos pelo grupo que mostram a capacidade de alguns metabdlitos
extraidos dessas plantas de inibir micro-organismos.

A bactéria Staphylococcus aureus é frequentemente citada como patégeno
em infecgbes adquiridas em hospital e possuem grande capacidade em adquirir
resisténcia, ja mostrando alguns isolados resistentes a praticamente todos os
agentes antimicrobianos da pratica clinica. Resultados anteriores de atividade
antibacteriana positiva de alguns metabdlitos das plantas frente a S. aureus
estimularam o0 wuso desse micro-organismo como modelo na busca do
esclarecimento da atividade moduladora da resisténcia. Para ampliar o estudo,
leveduras dos géneros Candida spp. e Cryptococcus ssp. foram escolhidas por
serem os fungos mais frequentemente envolvidos como patégenos em infecgdes
humanas, além da coleg¢ao de cultura do Laboratério de pesquisa em microbiologia
clinica (LPMC) possuir um grande numero de isolados clinicos armazenados.

Portanto, o objetivo geral desse estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e
sinérgica de metabdlitos extraidos das espécies Z.tingoassuiba e D. vandellianum
(Rutaceae), na busca por novas substancias que possam ser utilizadas como

antimicrobianos ou em associa¢gdes com aqueles existentes no mercado.

E como objetivos especificos foram tracados os seguintes itens:

1. Determinar a atividade anti estafilococica de metabdlitos extraidos das folhas,
caule e casca de raiz de Z.tingoassuiba e das folhas, inflorescéncia, caule e
raiz de D. vandellianum;

2. Avaliar a acédo sinérgica dos metabdlitos das espécies de planta Z.
tingoassuiba e D. vandellianum com as fluoroquinolonas, norfloxacina e

ciprofloxacina frente a isolados de S. aureus multirresistentes;



3. Determinar a atividade antifungica dos extratos e fragbes provenientes das
folhas e inflorescéncias da espécie D. vandellianum frente a isolados do
género Candida e Cryptococcus;

4. Avaliar a acao sinérgica dos extratos e fragbes provenientes das folhas e
inflorescéncias da espécie D. vandellianum com o fluconazol frente a isolados

clinicos de Candida spp. e Cryptococcus spp.



3.0 Material e Métodos

3.1 Reagentes e equipamentos

Os solventes utilizados foram de grau analitico das marcas MERCK, GRUPO
QUIMICA, QUIMEX, SYNTH, CRQ e QHEMIS.

Para triturar o material vegetal estudado foi utilizado moinho THOMAS WILY
LABORATORY MILL-MODEL 4.

A hidro destilacao foi realizada em aparelho do tipo Clevenger.

As rotaevaporacbes dos solventes contidos em extratos e fragbes foram
realizadas sob pressdo reduzida utilizando evaporadores rotativos da marca
FISATOM.

Nas separagdes cromatograficas em coluna foram usadas silica gel 60 (70-
230 mesh/ 0,063-0,200 mm/ 40-63 um) das marcas Merck e Vetec.

3.2 Coleta e identificacdo do material vegetal

A coleta da D. vandellianum foi realizada no dia 02 de maio de 2009 na
Chapada Diamantina - Bahia e a de Z. tinguassuiba foi coletada no dia 12 de agosto
de 2009 no distrito de Jaiba municipio de Feira de Santana- Bahia. As folhas foram
armazenadas em geladeira até o momento da extragcédo e o caule , casca de raiz e
raiz a temperatura ambiente.

As espécies foram encaminhadas para o Herbario Alexandre Leal Costa
(ALCB) do Instituto de Biologia da Universidade de Federal da Bahia onde foram
identificadas pela Prof? Dr? e curadora Maria Lenise Silva Guedes. Suas exsicatas
encontram-se catalogadas no herbario ALCB, sob os numeros 88005 para a espécie
Z. tinguassuiba (Figura 03) e sob o numero 88951 para a D. vandellianum (Figura
04).

Folhas, caule e casca de raiz de Z. tinguassuiba e folhas, inflorescéncia,

caule e raiz de D. vandellianum foram os 6rgaos estudados.



Figura 03 - Exsicata de Zanthoxylum tingoassuiba. Depositada no
Herbario ALCB, sob o numero 88005.



Figura 04 - Exsicata de Dictyoloma vandellianum. Depositada no
Herbario ALCB, sob o numero 88951.



3.3 Obtencao de metabdlitos

As extracdes dos produtos naturais utilizados nesse estudo foram realizadas
no Laboratorio de Pesquisa em Matérias Médicas (LAPEMM) localizado na
Faculdade de Farmacia da UFBA.

3.3.1 Zanthoxylum tingoassuiba

3.3.1.1 Obtencao do dleo essencial

Para a obtencdo do 6leo essencial, aproximadamente 1311,0g das folhas
frescas foram submetidas ao processo de hidrodestilacdo durante 4 horas, em

aparelho do tipo Clevenger a temperatura de 40°C.

3.3.1.2 Obtencao dos extratos

3.3.1.2.1 Extratos das folhas

Apdbs o processo de hidro destilacao, as folhas remanescentes e a agua do
decocto foram separadas por filtragdo. As folhas foram submetidas ao processo de
maceracéao a frio com trés extracdes sucessivas com metanol, tendo como tempo de
contato uma semana por extragdo. Apos filtracao do solvente extrator, o filtrado foi
concentrado sob pressdo reduzida em rota evaporador e seco em capela e
dessecador a vacuo até atingir massa constante. O extrato gerado foi o Metandlico 1
das folhas. A agua do decocto foi particionada com o solvente acetato de etila
gerando duas fases, a organica que deu origem ao extrato acetato de etila apos
concentrado sob pressdo reduzida em rotaevaporador e secagem em capela e
dissecador até atingir massa constante; e a fase inorganica, apés seco em estufa a
temperatura de 80°C, originou o extrato aquoso.

Aproximadamente 716,79 das folhas verdes de Z. tingoassuiba foram
submetidas a trés extragbes sucessivas com o solvente hexano e posteriormente
outras trés com metanol, com tempo de contato de uma semana por extragao,

originando os extratos hexanico e metandlico 2 respectivamente, apds processo de



concentragdo em rotaevaporador e de secagem em dissecador até obter massa

constante (Figura 05).
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Figura 05- Fluxograma de Extragcao das folhas de Z. tingoassuiba.

1- Hidro destilacéo; 2- Maceragdo com Hexano (3x); 3- Maceragdo com Metanol (3x); 4-
Filtracdo simples; 5- Evaporacao sob baixa presséo; 5- Evaporagéo sob baixa pressao, 6-

Particao com Acetato de Etila e 7- Evaporacéo em estufa a 80 °C.

3.3.1.2.2 Extratos do caule

Apbs seco a temperatura ambiente, o caule foi triturado e obteve-se uma
massa de 931,7g. O material moido foi submetido a trés extragbes sucessivas com
hexano e posteriormente, outras trés extragcbes com metanol, com tempo de contato
de uma semana por extracao, originando os extratos hexanico e metandlico do caule
apo6s processo de concentragdo em rotaevaporador e de secagem em dissecador

até obter massa constante (Figura 06).
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Figura 06- Fluxograma de Extragao do caule de Z. tingoassuiba.
1- Maceragéo com Hexano (3x); 2- Maceragéo com Metanol (3x); 3- Filtragdo simples; e 4 -

Evaporacéo sob baixa pressao.
3.3.1.2.3 Extratos da casca da raiz

A raiz seca, teve a parte cortical (casca) separada da parte medular. A casca
da raiz foi triturada, obtendo-se uma massa de 217,7g. O material moido foi
submetido a trés extragdes sucessivas com diclorometano e posteriormente, outras
trés extragcbes com metanol, com tempo de contato de uma semana por extragao,
originando os extratos diclorometanico e metandlico da casca de raiz,
respectivamente, apos processo de concentragdo em rota evaporador e de secagem

em dissecador até obter massa constante (Figura 07).
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Figura 07 - Fluxograma de Extracao da casca de raiz da Z. tingoassuiba.

1- Maceragéo com Diclorometano (3x); 2- Maceragdo com Metanol (3x); 3- Filtracao

simples e 4 - Evaporacao sob baixa presséo.

3.3.2 Dictyoloma vandellianum

Os extratos da espécie D. vandellianum foram produzidos por alunos de
iniciagéo cientifica do LAPEMM da UFBA sobre a orientagdo do Prof°. Dr° Eudes da

Silva Velozo. Os extratos que foram cedidos para o estudo estdo apresentados no
Quadro 01.

Material Vegetal Extrato

Raiz Extrato Metandlico
Inflorescéncia Extrato Metanodlico
Extrato Hexanico

Caule
Extrato Metandlico

Extrato Diclorometanico
Folha

Extrato Metandlico

Quadro 01- Extratos da espécie D.vandellianum cedidos para estudo




3.3.2.1 Fracionamento de extratos de D. vandellianum

3.3.2.1.1 Extrato metanolico das folhas

Aproximadamente 106,0g do extrato metandlico das folhas foram submetidos
a cromatografia em coluna rapida com o objetivo de fracionar o extrato com
solventes de diferentes polaridades. Foi utilizado silica gel em uma proporcao
extrato/silica de 1:5 ap6s maceragdo em gral até a formagdo de uma mistura
homogénea. Os solventes utilizados como fases moveis foram o diclorometano,
acetona, cloroférmio e metanol na proporcdo de 95:5 e metanol. Para auxiliar na
sucgédo dos solventes foi utilizada uma bomba de baixa pressao. Apos o processo de
concentragcdo em rotaevaporador e secagem em dissecador até obter massa
constante foram originados quatro fragbes: a diclorometanica, a acetbnica, a

cloroférmio: metanol 95:5 e a metandlica (Figura 08).

Extrato metandlico das folhas
de D.vandellianum (106,0g)
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Figura 08 - Fluxograma de fracionamento do extrato metandlico das folhas
da D. vandellianum. 1- Cromatografia rapida; 2- Extragdo com Diclorometano; 3-
Extragdo com Cloroformio: MeOH 95:5; 4- Extracao com Acetona; 5- Extragdo com Metanol

e 6- Evaporacéo sob baixa pressao



3.3.2.1.2 Extrato metandlico da inflorescéncia

Aproximadamente 63,0g do extrato metandlico da inflorescéncia foram
fracionados através do método de particdo liquido-liquido, com agua e diferentes
solventes extratores. O extrato foi inicialmente diluido em agua destilada e
posteriormente filtrado obtendo-se a fragdo aquosa e o residuo. A fracao aquosa foi
particionada, em funil de separagao, inicialmente com o solvente cloroférmio seguido
do acetato de etila e butanol. As fragbes resultantes desse processo foram a
cloroformica, acetato de etila, butanolica, que foram originadas ap6s concentracéo
em rotaevaporador e secagem em dissecador até a obtencdo de massa constante
(Figura 09).

Extrato metanolico das inflorescéncias
de D.vandellianum (63,0g)
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Figura 09 - Fluxograma de fracionamento do extrato metandlico da

inflorescéncia da D. vandellianum. 1- Solubilizacdo do extrato em agua destilada; 2-
Fitracao; 3- Particdo com o solvente cloroférmio; 4- Particdo com o solvente acetato de etila;

5- Particdo com o solvente butanol; 6- Evaporacéo sob baixa pressao.



3.4 Ensaios microbianos

Os ensaios microbianos foram realizados no Laborat6rio de Pesquisa em
Microbiologia Clinica (LPMC) da Faculdade de Farmacia da UFBA.

3.4.1 Micro-organismos

Um total de onze cepas de Staphylococcus aureus foi utilizado no estudo, oito
isolados clinicos hospitalares e trés cepas padrédo da “American Type Culture
Collection” (ATCC) de numeragdes 25923, 33591 e 43300. As bactérias foram
armazenadas e conservadas na Colecdo de Cultura do LPMC da Faculdade de
Farmacia da UFBA, congeladas em freezer na temperatura de -20°C, em Caldo
Mueller-Hinton (CMH — ACUMEDIA) acrescido de 20% de glicerol (SYNTH), e em
geladeira por repiques freqientes em agar de soja e ftripticaseina (TSA -
ACUMEDIA). No momento do uso, as bactérias foram subcultivadas em TSA e
incubadas a 35°C por 24 horas.

Também foram utilizados oito isolados clinicos hospitalares de leveduras do
género Cryptococcus sp., nove de Candida sp. e uma cepa padrao ATCC de C.
parapsilosis sob numero 22019 que também estavam conservadas em freezer na
temperatura de -20°C, em Caldo Sabouraud Dextrose (CSD— ACUMEDIA) acrescido
de 20% de glicerol e glicerol puro e, em geladeira, por repiques sucessivos em Agar
Sabouraud Dextrose (ASD — ACUMEDIA). No momento do uso, os fungos foram
subcultivados em ASD e incubados a 35°C por 24 a 48 horas.

3.4.2 Determinacao do perfil de susceptibilidade antibacteriana
3.4.2.1 Difusao de disco
Foram realizados ensaios utilizando as bactérias em estudo de acordo com o
protocolo M02-A10 do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2009)

para discos disponiveis no comércio e com o0 mesmo protocolo adaptado para

produtos naturais.



a) Discos
Comerciais - foram utilizados discos de antibiéticos disponiveis no comércio
(Amoxicilina (30pg), Ampicilina (10upg), Oxacilina (1pg), Clindamicina (2ug),
Eritromicina (15ug), Ciprofloxacina (5ug), Levofloxacina (5ug) e Ofloxacina (5ug) —
(SENCIFAR)
De produtos naturais — discos de papel de filtro estéreis, de seis milimetros
(mm) de didametro, foram impregnados com 10uL da solugédo do extrato dissolvido
em Dimetilsulféxido (DMSO - FMAIA) na concentragao de 300ug/uL.

b) Preparo de inéculo bacteriano
Os isolados foram semeados em agar Mueller-Hinton (AMH — ACUMEDIA) e
incubados a 35°C por 18 a 24 horas. Ap6s o periodo de incubacédo, colbnias de
morfologias semelhantes foram suspensas em soluc¢ao salina (0,85%) estéril, cuja
turvagao foi ajustada a escala padréo de turbidez 0,5 Mc Farland (1,5 x 108 UFC/mL)
e, em seguida, com auxilio de swab estéril, a suspensao foi semeada na superficie
de uma placa de petri contendo AMH, com espessura de quatro milimetros (mm), em

trés direcoes.

c) Aplicacao de discos

Apds seco o indculo, os discos foram assepticamente distribuidos nas placas
as quais foram incubadas a 35°C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo, os
halos de inibicdo de crescimento bacteriano ao redor dos discos foram medidos em
mm de didmetro e os resultados foram interpretados: para os discos comerciais de
acordo com critérios sugeridos pelo protocolo do CLSI e para os discos preparados
com metabdlitos naturais foram considerados com atividade antimicrobiana positiva
o extrato ou fracdo que apresentou formagédo de halo de inibicdo de crescimento

microbiano igual ou superior a nove mm de diametro.

d) Controle de experimento
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e para controle de
qualidade e reprodutibilidade foi utilizada a cepa padrdao ATCC Staphylococcus
aureus 25923 frente ao cloranfenicol (10pg — SENSIFAR) e como controle negativo

foi utilizado disco de papel de filtro impregnado com 10uL do solvente DMSO.



3.4.2.2 Difusdao em pogo

Para determinagdo da atividade antibacteriana do o6leo essencial de Z.
tingoassuiba a técnica utilizada foi a de difusdo em pogo, segundo Araujo (2003).

Em uma placa de Petri estéril de 90 mm de didmetro, foram distribuidos
aproximadamente 8 mL de agar bacteriolégico (ACUMEDIA) a 1% (Figura 10A),
obtendo uma fina camada de agar na base da placa. Em seguida, 1 mL de
suspensao bacteriana (item 3.4.2.1.b) foi homogeneizada a 13 mL de AMH fundido a
45°C e entdo dispersos sobre a placa contendo a fina camada de agar solidificado,
contendo ponteiras estéreis de 100uL voltadas com suas pontas para cima (Figura
10B). Apos solidificagcdo, as ponteiras foram removidas e os pogcos de 6 mm de
didmetro foram formados (Figura 10C). A atividade antibacteriana foi testada
adicionando 30uL do éleo no pogo e o experimento realizado em triplicata. O
controle de qualidade e reprodutibilidade foi realizado utilizando a cepa padrao
ATCC Staphylococcus aureus 25923 frente a 30uL de solucdo etandlica de
cloranfenicol (1ug/uL) e controle negativo com 30uL de etanol. As placas foram
incubadas a 35°C por 24 horas e, ap6s o periodo de incubac&o, os halos de inibigdo
de crescimento bacteriano ao redor dos pog¢os foram medidos em mm de didmetro e
atividade antibacteriana foi considerada positiva quando o halo foi igual ou superior a

9 mm.

Figura 10 — Esquema da Metodologia da difusdo em pogo. (A) Distribuigdo do
agar bacteriolégico a 1% sob a superficie da placa de Petri; (B) Distribuicdo do “pour
plate” feito com o meio de cultura e a suspenséo bacteriana, com ponteiras estéreis com

as pontas voltadas para cima; (C) Remogéao das ponteiras e formagédo dos pogos.



3.4.3 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

3.4.3.1 Microdiluicao em caldo

A CIM foi determinada, de acordo com o descrito no protocolo M07- A08 (CLSI,
2009), para avaliar o perfil de susceptibilidade dos isolados frente a ciprofloxacina e
a norfloxacina e, de acordo com adaptagédo do mesmo protocolo, para determinar a
CIM do brometo de etidio e dos metabdlitos naturais quando os mesmos
apresentaram atividade antibacteriana positiva nas técnicas de difusdo. Como
controle dos experimentos, foi utilizado cloranfenicol (SIGMA) frente a cepa padrao
ATCC do S. aureus 25923.

a) Preparo de solugodes

De Metabdlitos:

Os extratos foram dissolvidos em DMSO numa concentragdo de 800 mg/mL, a
qual foi diluida a 1:10 em solu¢do de DMSO:CMH (1:10), com consecutiva diluigéo a
1:10 em CMH chegando a concentracado de 8 mg/mL (solugéo teste), para atingir a
concentracéo final dos extratos nos pogos da placa teste na faixa de 4 a 0,03 pg/mL.

Para o oleo essencial, foi feita uma mistura de 6leo, Tween (SYNTH) e CMH na
proporcao de 8, 17 e 75%, respectivamente, para atingir a concentragéo final nos
pocos da placa teste na faixa de 4 a 0,03%.

Antibiéticos - Os antibi6ticos utilizados nos testes foram inicialmente diluidos
para a obtengdo de solugdes na concentracdo de 5120ug/mL. Para isso, o
cloranfenicol foi solubilizado em etanol a 95%, ciprofloxacina em agua e norfloxacina
em metade do volume de uma solugao de hidroxido de sodio (NaOH) a 0,1 mol/L e
posteriormente na outra metade do volume de agua. Essa concentracdo foi entao
diluida 1:10 em agua, para todos os antibiéticos, chegando a concentracéo de 512
Mg/mL e posteriormente 1:4 em agua obtendo-se a solugdo de concentracdo de
128ug/mL, para atingir a concentracao final nos pocos da placa teste na faixa de 64
a 0,5 yg/mL

Brometo de Etidio- 10 pL da solugcdo estoque de brometo de etidio na
concentragédo de 10mg/mL foram diluidos em agua resultando em uma solugéo de
concentragdo 128ug/mL, para atingir a concentracao final nos pog¢os da placa teste

na faixa de 64 a 0,5ug/mL.



b) Preparo da suspensdo bacteriana
A suspensédo bacteriana foi preparada de acordo com o item 3.4.2.1.b e, em
seguida, duas diluicbes consecutivas de 1:10 foram realizadas em CMH de forma a

atingir um concentragao celular de 1,5 X 10° UFC/mL.

c) Técnica
O desenvolvimento do experimento foi realizado em placa de micro diluicao
de 96 pogos com fundo em formato de “U”, invertida verticalmente (Esquema 01).
Assepticamente e com auxilio de uma pipeta automatica multicanal, foram
distribuidos 50uL de CMH nos pocgos da coluna B até a coluna H e, em seguida,
50uL da solugéo de cada metabdlito (solugéo teste) ou solugao de antibidtico ou de
Brometo de Etidio foram colocados no primeiro e segundo pocos de duas fileiras
consecutivas para realizacdo do experimento em duplicata (fileiras 01 e 02,
metabdlito 01; fileiras 03 e 04, metabdlito 02; e assim sucessivamente até ao final da
placa). Apés homogeneizagéo dos produtos nos pogos da coluna B, foi feita diluigcdo
1:2 transferindo 50uL da mistura para os pogos da coluna C. Em seguida, diluigbes
seriadas e sucessivas foram feitas transferindo sempre 50uL da mistura dos pogos
de uma coluna para a seguinte até os pogos da coluna H, desprezando os 50uL
restantes desses ultimos pog¢os. Em todos os pogos foram adicionados 50 pyL da
suspensao bacteriana e, entdo, as placas foram incubadas a 35°C por 18-24 horas.
Apds o periodo de incubacgdo, 15uL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC -
NUCLEAR) a 0,5% foram adicionados a todos os pogos da placa e a presenca de
crescimento bacteriano visivel foi observada através de coloragéo vermelha. A CIM
foi definida como a menor concentragdo do metabdlito em que se observou 100% de

inibicdo do crescimento bacteriano.

d) Controle do experimento

Como controles do experimento foram procedidos controles de esterilidade do
CMH (100pL do meio de cultura em um pocgo vazio) e dos extratos (50uL da solugéo
teste dos extratos com 50uL do CMH); controles do crescimento bacteriano no caldo
(50uL da suspensao bacteriana com 50uL do CMH) e nos diluentes dos metabdlitos
(10pL de Tween e 10uL DMSO com 40uL do CMH e 50 pL da suspenséao
bacteriana) e, por fim, controle de atividade antibacteriana feito com cloranfenicol
frente a cepa ATCC do S. aureus 25923 .
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Esquema 01 — Placa de micro diluigao de 96 pogos.

3.4.3.2 Macrodiluicdo em Agar

A CIM foi determinada de acordo com o descrito no protocolo M07- A08
(CLSI, 2009), adaptado para produtos naturais quando os mesmos apresentaram
atividade antibacteriana nas técnicas de difusdo em disco, porém apresentaram

dificuldade de dissolugao no CMH.

a) Preparo de solugdes dos metabdlitos
Os extratos foram dissolvidos em DMSO numa concentragéo de 18mg/mL, em
seguida diluicbes seriadas 1:2 em DMSO foram realizadas chegando a faixa
concentracédo de 18 a 1,41mg/mL (solugbes teste), para atingir a concentracéao final

dos extratos nas placas na faixa de 3,91 a 1,96mg/mL.

b) Preparo de suspensao bacteriana
Suspensbes das bactérias, feitas como descrito no item 3.4.2.1.b, foram
diluidas de 1:10 em CMH, chegando a uma concentracdo celular de 1 X 10’
UFC/mL.



c) Técnica

Assepticamente, 100uL de cada diluigdo do extrato foram associados a 4,5mL
de AMH fundidos a 45°C e, apdés homogeneizagdo, a mistura foi transferida para
placas de Petri, com 60 mm de didmetro, permitindo a formag¢ado de uma camada de
agar de aproximadamente 4 mm de espessura. ApoOs solidificacdo, foram
depositados 2uL da suspensdo bacteriana sob a superficie do meio e as placas
permaneceram a temperatura ambiente até que o indculo fosse totalmente absorvido
pelo agar, sem exceder 30 min. Em seguida, as placas foram invertidas e incubadas
a 35°C por 16 a 20 horas. A CIM foi definida como a menor concentragdo do
metabdlito nas placas em que se observou inibicdo do crescimento bacteriano no
local da inoculagéo, sem formag&o de col6nia na superficie do meio de cultura. O

experimento foi realizado em duplicata para cada diluicao testada.

d) Controle do experimento
Como controles do experimento foram procedidos: controle do crescimento
bacteriano inoculando 2uL da suspenséo bacteriana em placas contendo apenas o
meio de cultura; controle de diluente dos extratos, associando 100uL DMSO a 4,5mL
de AMH, pois essa concentracdo de DMSO nado deve interferir no crescimento
bacteriano, e o controle da atividade antibacteriana feito com cloranfenicol frente a
cepa ATCC do S. aureus 25923, nas concentragdes estabelecidas pelo CLSI, na

faixa de concentracdo de 64 a 0,5ug/mL.

3.4.4 Determinacao do perfil de susceptibilidade antifingica

3.4.4.1 Difusao em disco

O perfil de susceptibilidade antifungica foi determinado de acordo com o descrito

no protocolo M44- A2 (CLSI, 2009), adaptado para produtos naturais

a) Discos
Comercial - foi utilizado disco do antifungico fluconazol (25ug - CECON)
De produtos naturais — discos de papel foram preparados de acordo com o
item 3.4.2.1.a. com extrato e fragbes provenientes da folha e inflorescéncia de D.

vandellianum.



b) Preparo de inéculo fungico
Colbnias de morfologias semelhantes, de um crescimento de 24 horas para
Candida e de 48 horas para Cryptococcus em ASD a 35°C, foram suspensas em
solucdo salina estéril, e a turvagao foi ajustada a escala padrao de turbidez 0,5 Mc
Farland (1,5 x 10° UFC/mL) e em seguida, com auxilio de swab estéril, a suspensao
foi semeada na superficie de AMH acrescido de 0,5 pg/mL de azul de metileno e

2,0% de glicose, com espessura de quatro mm, em trés diregdes.

c) Aplicacao de discos

Apds seco o indculo, os discos foram assepticamente distribuidos nas placas
as quais foram incubadas a 35°C por 24 ou 48 horas. Apo6s o periodo de incubacéo,
os halos de inibicdo de crescimento fungico ao redor dos discos foram medidos em
mm de didmetro e os resultados interpretados: para os discos comerciais de acordo
com critérios sugeridos pelo protocolo do CLSI e para os discos preparados com
metabdlitos foi considerado com atividade antifungica positiva o extrato ou fragéo
que apresentou formacgédo de halo de inibicdo de crescimento microbiano igual ou

superior a nove mm de diametro.

d) Controle de experimento
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e para controle de
qualidade e reprodutibilidade foi utilizado o fluconazol frente a cepa padrao ATCC de
C. parapsilosis 22019 e como controle negativo foi utilizado discos de papel de filtro

impregnados com 10uL do solvente DMSO.

3.4.5 Avaliacao da interferéncia dos metabdlitos na atividade

antimicrobiana
3.4.5.1 Através da difusao em disco

A interferéncia dos extratos de Z.tingoassuiba e de D.vandelianum na
atividade antibacteriana foi avaliada como descrito no item 3.4.2.1. associando 10uL
da solugdo do extrato (300ug/pL) aos discos de ciprofloxacina e norfloxacina;

enquanto a interferéncia dos extratos e fracbes de D.vandelianum na atividade



antifungica foi avaliada como descrito no item 3.4.4.1. associando 10uL da solucao
do extrato (300ug/pL) ao disco do antifungico fluconazol.

Halos de inibicdo de crescimento microbiano ao redor dos discos foram
medidos em mm de didmetro e a analise da interferéncia dos extratos foi feita
comparando os resultados dos halos dos discos dos antimicrobianos com e sem

associagcdo com os metabdlitos.

3.4.5.2 Através da técnica de microdiluicao em caldo

A avaliagdo da interferéncia do 6leo essencial de Z.tingoassuiba na atividade
antibacteriana foi avaliada como descrito no item 3.4.3.1. associando o metabdlito
em concentragdes sub inibitérias (1/2CIM, 1/4CIM) aos antibibticos ciprofloxacina e
norfloxacina.

O experimento foi realizado em placa de microdiluicdo de 96 pogos com fundo
em formato de “U”, invertida verticalmente (Esquema 01). Assepticamente, com
auxilio de uma pipeta multicanal, foram distribuidos 25uL de CMH nos pocgos da
coluna B até a coluna H e, em seguida, 25uL da solu¢do do antibittico (3.4.3.1.a)
foram colocados no primeiro e segundo poc¢os de todas as fileiras. Apds
homogeneizagcdo do antibiético nos pog¢os da coluna B, foi feita diluigdo 1:2
transferindo 25uL da mistura para os pocos da coluna C. Em seguida, diluicbes
seriadas e sucessivas foram feitas transferindo sempre 25uL da mistura dos pogos
de uma coluna para a seguinte até os pogos da coluna H, desprezando os 25uL
restantes desses ultimos pogos. Em todos os pogos de duas fileiras consecutivas,
para caracterizar duplicata do experimento, foram adicionados 25uL da solugcéo do
Oleo essencial em concentragdes inibitorias minima (CIM) e sub inibitérias (1/2CIM,
1/4CIM) determinadas anteriormente como descrito no item 3.4.3.1. Em todos os
pocos foram adicionados 50uL da suspensao bacteriana produzida como descrito no
item 3.4.2.1.b e, entdo, as placas foram incubadas a 35°C por 18-24 horas. Apds o
periodo de incubagéo, 15uL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC - NUCLEAR) a
0,5% foram adicionados a todos os pogos da placa e a presenga de crescimento
bacteriano visivel foi observada através de coloragao vermelha.

A interferéncia do metabodlito foi determinada ap6s comparacao dos valores de
CIM das fluoroquinolonas com e sem adi¢cdo dos metabdlitos naturais e os controles

do experimento foram os mesmos descrito no item 3.4.3.1.d.



3.4.6 Indugao de resisténcia a fluoroquinolonas em cepas de S.aureus

A inducéo da resisténcia a fluoroquinolonas foi realizada com adaptagdes da
técnica descrita por Kaatz e Seo (1995) em isolados de S. aureus sensiveis a
fluoroquinolonas. Placas de AMH contendo ciprofloxacina em concentragdes duas,
trés e quatro vezes maiores que o valor da CIM, determinadas como descrita no item
3.4.3.1, foram produzidas e 500uL de suspensao bacteriana, ajustada a escala
padrao de turbidez 4,0 McFarland (12 x 10® UFC/mL) foi assepticamente distribuida
sob a superficie das mesmas, com o auxilio da alga de Drigalsk, e, em seguida,
incubadas a 35°C por 48h. No caso de observagdo de crescimento bacteriano, o
procedimento foi repetido em AMH contendo concentragbes maiores de
ciprofloxacina, até obtencao de cepas resistentes com CIM maior ou igual a 4pg/mL
(faixa de resisténcia adotada pelo CLSI), as quais foram expostas ao crescimento
em AMH acrescido com brometo de etidio na concentragdo 2,5 vezes maior que o
valor da CIM.

3.4.7 Analise estatistica

Os experimentos de difusdo em disco e em pogo foram realizados em triplicata,
desses resultados a média e o desvio padrdao foram calculados. Foram aceitos
apenas os valores de desvio padréo de zero ou proximos a zero. Nessas situacdes
as medidas de halo de inibigdo da triplicata eram iguais ou variaram muito pouco.

Caso contrario o experimento foi repetido.



4.0 Resultados

4.1 Resultados fitoquimicos

4.1.1 Extracao de metabdlitos de Z. tingoassuiba

Apds extracao dos metabdlitos naturais da espécie Z. tingoassuiba, foram
calculados os rendimentos de todos os extratos com base nos valores de massas
das diferentes partes (aéreas e subterrdneas) da planta e das massas resultantes
dos processos de extragdo. Os resultados sdo apresentados no Quadro 02 que
mostra melhores rendimentos para os extratos provenientes da casca de raiz, sendo
o extrato metandlico (Z8) o de maior rendimento, 34%.

O extrato acetato de etila (Z3), resultante da rota-evaporacgéo da fase orgéanica do
processo de particdo do decocto da hidrodestilagdo, foi o extrato de menor

rendimento, 0,4%.

Material Extrato Massa Rendimento
vegetal Total (g)
Metanodlico 1 55,0 4 2%
Folha* o
1311,0g Aquoso 109,0 8,3%
Acetato de Etila 5,2 0,4%
Metanoélico 2 47,3 6,6%
Folhae 716,79
Hexanico 10,4 1,4%
Hexanico 7,5 0,8%
Caule 931,79
Metanodlico 53,8 5,8%
Casca de Metandlico 73,9 34,0%
Raiz 217,79 Diclorometanico 18,1 8,3%

* Folhas que passaram primeiramente por processo de hidrodestilagcao para a extragao
do 6leo essencial, *Folhas frescas

Quadro 02- Rendimento dos extratos de Z. tingoassuiba baseados
nos valores de massa




4.1.2 Fracionamento de extratos de D. vandellianum

Testes microbioldgicos preliminares guiaram a escolha dos extratos a serem
fracionados. Foram escolhidos os extratos metanolicos das folhas e das
inflorescéncias da D. vandellianum. Os resultados de massa total das fracdes

obtidas no processo de fracionamento e seus rendimentos sdo apresentados nos
Quadros 03 e 04.

Extrato Solvente Extrator Massa Rendimento
CH.CI, 0,32g 0,3%
Metandlico das
folhas CHCI3; : MeOH 95:5 0,879 0,8%
Acetona 35,439 33,4%
106 g
MeOH 43,799 41,3%

Quadro 03 - Rendimento das fragcées do extrato metandlico das folhas de
D. vandelianum

Extrato Solvente Extrator Massa (g) Rendimento
Metanélico da CHCl; 5,74 9,1%
inflorescéncia AcOet 11.20 17.8%

63 g ButOH 8,22 13,0%

Quadro 04 - Rendimento das fragcées do extrato metandlico da
inflorescéncia de D. vandelianum

A fragdo de maior rendimento do extrato metandlico das folhas foi a fragdo
mais polar, a metandlica com 41,3% de rendimento, ja a de menor rendimento foi a
mais apolar extraida com o diclorometano tendo o rendimento de 0,3%.

No fracionamento extrato metandlico da inflorescéncia a fracdo com maior

rendimento foi a acetato de etila enquanto a de menor rendimento foi a cloroformica.



4.2 Ensaios microbianos

4.2.1 Selecao de cepas para o estudo

A determinacgédo do perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos hospitalares
e cepas ATCCs foi feita com o objetivo de selecionar S.aureus resistentes aos
antimicrobianos utilizados na clinica. Dos oito isolados clinicos, seis (01 a 06) foram
selecionados para os testes de atividade e sinergismo com os metabdlitos naturais
por apresentarem resisténcia a todas as classes de antibidticos testados e destes,
apenas trés (1, 2 e 3) apresentaram sensibilidade a levofloxacina e dois (1 € 2) a
ofloxacina, porém todos foram resistentes a ciprofloxacina, o que descaracteriza

sensibilidade as fluoroquinolonas (Quadro 05).

Staphylococcus aureus

Antibioticos ATCC Isolados Clinicos

25923 33591 43300 01 02 03 04 05 06 07 08

Amoxicilina S R R R R R R R R R
Ampicilina S R R R R R R R R R R
Oxacilina S R R R R R R R R R R
Clindamicina S R R R R R R R R R S
Eritromicina S R R R R R R R R R S
Ciprofloxacina S S S R R R R R R § 8
Levofloxacina S S S S S S R R R § S
Ofloxacina S S S S S R R R R S S

(R) cepas resistente; (S) cepas sensivel

Quadro 05 - Perfil de susceptibilidade das cepas de S.aureus

Os isolados clinicos 07 e 08 e as cepas ATCC 33591 e 43300 apresentaram
sensibilidade frente a ciprofloxacina, levofloxacina e ofloxacina e foram selecionados
para a realizagdo do experimento de indugcédo de resisténcia as fluoroquinolonas.
Apo6s a indugao, individuos selecionados foram nomeados como cepas induzidas 07,
08, 09 e 10, as quais foram provenientes das cepas ATCC 33591, ATCC 43300,



isolado clinico 07 e isolado clinico 08, respectivamente. A Tabela 01 apresenta o
perfil de susceptibilidade com as CIM das cepas de S. aureus antes e apds a
inducédo de resisténcia, frente a ciprofloxacina e norfloxacina, caracterizando
mudanca do perfil de sensivel para resistente nas quatros cepas testadas frente a
ambos antibidticos. Essa alteracdo foi caracterizada pelo aumento da CIM de no
minimo 16 vezes quando a ciprofloxacina foi testada e de no minimo duas vezes
para a norfloxacina. De acordo com o CLSI, isolados sé&o resistente a ciprofloxacina
quando o valor da CIM é superior ou igual a 4ug/mL e para a norfloxacina quando
superior ou igual a 16ug/mL. Essas cepas induzidas foram também selecionadas

para os testes de atividade e sinergismo com os metabadlitos naturais.

Tabela 01 - Perfil de susceptibilidade de S. aureus antes e apés indugao de
resisténcia frente a fluoroquinolonas

Ciprofloxacina Norfloxacina
S. aureus . .
induzidos Antes Depois Antes Depois
CIM . CIM , CIM , CIM ,
(ug/mL) Perfil (ug/mL) Perfil (ug/mL) Perfil (ug/mL) Perfil
07 1 S 32 R 4 S 64 R
08 <0,5 S 16 R <0,5 S 64 R
09 <0,5 S 8 R 4 S 64 R
10 <0,5 S 8 R 16 S 32 R

(R) cepas resistente; (S) cepas sensivel

4.2.2 Atividade antibacteriana dos metabdlitos naturais

4.2.2.1 Difusao em disco e em po¢o

O controle negativo ndo apresentou atividade antibacteriana mostrando que o
diluente dos extratos (DMSO) nao interferiu na atividade dos metabdlitos testados;
enquanto o controle positivo do experimento realizado com a cepa padrao ATCC S.
aureus 25923 frente ao cloranfenicol apresentou um halo de inibigdo de crescimento
dentro da zona preconizada pelo CLSI que é de 19 a 26 mm de diametro.

Os valores de desvio padrao que medem a variabilidade dos dados

mostraram significancia estatistica ja que a maioria dos valores foram zero (os halos



da triplicata foram iguais) ou 0,58 (um valor variou em 1mm dos outros dois valores

de halos da triplicata).

Zanthoxylum tingoassuiba

Com relagdo aos metabdlitos extraidos das folhas da planta, os extratos
metandlicos e 0 hexanico ndo apresentaram atividade antibacteriana frente as cepas
de S.aureus testadas (Figura 11). A Tabela 02 mostra que tanto o 6leo essencial
(Figura 12) quanto o extrato de acetato de etila revelaram atividade antibacteriana
frente a todas as cepas testadas, sendo que o 6leo apresentou halos de inibicdo de
crescimento bacteriano com didmetros maiores, variando de 12,3 a 20,0mm, em
comparacao aos halos apresentados para a atividade do extrato de acetato de etila,
que variaram de 9,0 a 15,3mm. A Tabela 02 ainda mostra que dois isolados clinicos
e a cepa ATCC nao foram susceptiveis ao extrato aquoso e que a variagdo dos

halos de inibicdo dos demais isolados foi da ordem de 10,3 a 19,0mm.

Tabela 02 - Média dos halos de inibicdo de crescimento
bacteriano dos metabdlitos das folhas de Z. tingoassuiba, em
milimetros de diametros.

Extrato Acetato

Oleo essencial Extrato aquoso

S. aureus de Etila
X c X c X c
ATCC25923 13,0 0 10,3 0,58 - 0
Isolado 01 14,0 0 14,3 0,58 10,3 0,58
Isolado 02 13,0 0 13,3 0,58 - 0
Isolado 03 18,0 0 9,0 0 10,3 0,58
Isolado 04 20,0 0 12,0 0 10,3 0,58
Isolado 05 12,7 0,58 11,3 0,58 - 0
Isolado 06 15,0 0 12,0 0 15,3 0,58
Induzida 07 12,3 0,58 15,3 0,58 17,7 1,15
Induzida 08 17,0 0 15,3 0,58 19,0 0

Induzida 09 19,0 0 9,0 0 13,3 0,58
Induzida 10 17,7 0,58 12,7 0,58 17,3 0,58

(o) desvio padréo; ( x ) média aritmética dos halos; (-) sem atividade
antibacteriana



Figura 11 - Atividade antibacteriana de extratos de Z. tingoassuiba, através do
teste de difusdo em disco frente ao isolado clinico de S.aureus. Auséncia de
halo de inibicdo de crescimento bacteriano para os extratos (1) metandlico e (2)
hexanico; presencga de halo de inibicdo de crescimento bacteriano para o extrato (3)
acetato de etila, em média de 13mm; (C+) controle positivo com disco de
cloranfenicol (10ug), com halo de inibicdo de crescimento bacteriano de 26mm; (C-)

controle negativo do experimento com 10 ul de dimetilsulfoxido.

Figura 12 - Atividade antibacteriana do 6leo de Z. tingoassuiba, através do
teste de difusdo em poco frente a cepa de S.aureus induzida 07. Presenca de
halo de inibicdo de crescimento bacteriano para o 6leo essencial (1), em média de

12,3mm; (C+) controle positivo com 30uL de cloranfenicol (1ug/pL), com halo de

inibicdo de crescimento bacteriano de 9 mm ; (C-) controle negativo do experimento

com 30 pul de etanol.



Como pode ser observado na Tabela 03, dos metabdlitos obtidos da casca da
raiz, os extratos diclorometéanico e o metandlico apresentaram atividade
antibacteriana frente a todas as cepas testadas, sendo a faixa de tamanho de halo
de inibicdo de crescimento bacteriano do diclorometanico de 11,0 a 20,3mm e a do
metandlico de 15,0 a 23,3mm. No entanto, quando metabdlitos do caule da planta
foram analisados o extrato metandlico mostrou atividade apenas frente a dois
isolados clinicos e a duas cepas induzidas, sendo a menor média de halo de 9,3mm
e a maior de 15,7mm, enquanto o hexanico ndo apresentou nenhuma atividade

antibacteriana.

Tabela 03 - Média dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano
dos metabdlitos da casca da raiz e do caule de Z. tingoassuiba, em
milimetros de diametros.

Diclorometanico Metandlico da Metandlico do
S. aureus da casca de raiz casca da raiz caule
X c X c X c
ATCC 25923 20,3 0,58 21,0 0 - 0
Isolado 01 15,3 0,58 19,7 0,58 - 0
Isolado 02 18,3 0,58 19,7 0,58 - 0
Isolado 03 19,7 0,58 23,3 0,58 - 0
Isolado 04 14,0 0 19,0 0 9,3 0,58
Isolado 05 13,3 0,58 22,0 0 - 0
Isolado 06 14,7 0,58 15,0 0 10,7 1,15
Induzida 07 12,0 0 20,0 0 13,3 0,58
Induzida 08 11,7 0,58 17,3 0,58 15,7 0,58
Induzida 09 15,7 0,58 20,0 0 - 0
Induzida 10 11,0 0 16,7 0,58 - 0

(o) desvio padrao; ( x ) média aritmética dos halos; (-) sem atividade antibacteriana



Dictyoloma vandellianum

Trés metabdlitos dessa planta ndo apresentaram atividade antibacteriana
frente as cepas de S.aureus testadas: o extrato metandlico da raiz, o hexanico do
caule e o diclorometanico das folhas. A Tabela 04 traz os resultados de atividade
positiva para metabdlitos de D. vandellianum frente a todas as cepas testadas, onde
€ possivel observar a faixa de 13,0 a 23,0 mm de didmetro de halo de inibicao de
crescimento bacteriano para o extrato metandlico do caule; uma variacédo de 14,3 a
22,7 mm para o extrato metanolico da inflorescéncia e de 12,0 a 22,7 mm para o

extrato metanoélico de folha.

Tabela 04 - Média dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano
dos metabodlitos de D. vandelianum, em milimetros de diametros.

Metandlico Metandlico da Metandlico das
S.aureus do caule inflorescéncia folhas

X c X c X G

ATCC 25923 130 O 15,7 0,58 17,0 0
Isolado 01 13,0 O 16,3 0,58 18,3 0,58
Isolado 02 13,0 O 16,0 0 17,7 0,58
Isolado 03 150 O 19,0 0 21,7 0,58

Isolado 04 13,0 O 19,7 0,58 12,0 0
Isolado 05 13,7 0,58 14,3 0,58 15,7 0,58
Isolado 06 230 O 20,7 0,58 22,7 0,58
Induzida 07 19,3 0,58 22,3 0,58 17,7 0,58
Induzida 08 21,7 1,15 22,7 0,58 18,3 0,58
Induzida 09 16,0 O 19,7 0,58 17,3 0,58

Induzida 10 17,3 0,58 15,7 0,58 15,0 0

(o) desvio padréao; ( x ) média aritmética dos halos



4.2.2.2 Determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM)

As CIM foram determinadas para os metabdlitos que apresentaram atividade
antibacteriana positiva através das técnicas de difusdo. Nos controles de esterilidade
do meio de cultura e dos extratos ndo foi observado nenhum crescimento
bacteriano, enquanto que no controle do crescimento bacteriano € no controle dos
diluentes dos metabdlitos (Tween e DMSO) foi observado crescimento total da
bactéria, mostrando que as cepas estavam viaveis para a realizagcéo dos testes e
que os diluentes néao interferiram na atividade dos metabdlitos testados. O controle
de atividade antibacteriana feito com a cepa padrao ATCC S. aureus 25923 frente
ao cloranfenicol apresentou CIM dentro da faixa de leitura estabelecidas pelo CLSI ,
de 8 a 32ug/mL.

Nao sdo apresentados os valores dos desvios padrées, pois o experimento foi
realizado em duplicata e a CIM determinada apenas quando os valores de CIM das

duas duplicatas foram iguais, caso contrario o experimento foi repetido.

Zanthoxylum tingoassuiba

Os valores das CIMs mostram que os extratos que apresentaram melhor
atividade frente as cepas testadas foram os extraidos da casca da raiz, o
diclorometéanico apresentando CIM que variaram de 0,06 a 0,24mg/mL e o acetato
de etila um valor de CIM de 0,98mg/mL para nove das onze cepas testadas. Os
isolados 03 e 06 apresentaram menores valores de CIM com os extratos que foram
produzidos com solventes apolares como os diclorometanico da casca de raiz e
acetato de etila das folhas. Os valores de CIM do éleo essencial variaram de 0,06 a
0,50%, sendo o isolado 02 o mais susceptivel a esse metabdlito por apresentar o
menor valor de CIM (Tabela 05).

O extrato metanolico do caule e o aquoso das folhas apresentam valores de
CIM maiores que a maior concentragcédo testada que foi de 4mg/mL para todas as

cepas testadas (dados nao tabelados) (Figura 13).



Tabela 05 - Concentragao inibitéria minima (CIM) de metabdlitos de
Z. tingoassuiba

Extrato Extrato Extrato )

metanolico diclorometanico acetato de Oleo

S. aureus da casca da da casca de etila das essencial

raiz raiz folhas
mg/mL %

ATCC 25923 0,13 0,06 0,98 0,13
Isolado 01 0,25 0,12 0,98 0,25
Isolado 02 0,25 0,12 0,98 0,06
Isolado 03 0,25 0,06 0,49 0,50
Isolado 04 0,5 0,12 0,98 0,13
Isolado 05 0,25 0,24 0,98 0,13
Isolado 06 0,5 0,06 0,24 0,50
Induzida 07 0,25 0,24 0,98 0,25
Induzida 08 0,5 0,24 0,98 0,25
Induzida 09 0,50 0,24 0,98 0,13
Induzida 10 0,50 0,12 0,98 0,25

Metanolico caule Metandlico casca raiz  Aquoso folha
mg/mL

0,03
¥ 0,06

' 0,12

= 025

Figura 13 - Concentragao Inibitéria Minima de extratos de Z.
tingoassuiba, através da técnica da micro diluigao para S. aureus
cepa induzida 08. Extrato metandlico do caule e aquoso das folhas
apresentando CIM >4mg/mL e o extrato metandlico da casca da raiz com
CIM de 0,5mg/mL.



D. vandellianum

Os valores de CIM, apresentados na Tabela 06, sdo semelhantes para os
extratos testados e variam de 1 a 2mg/mL. O extrato metandlico do caule
apresentou CIM de 2mg/mL para todas as cepas testadas e o metandlico da
inflorescéncia CIM iguais ou inferiores as apresentadas pelo extrato metanélico das

folhas para cada cepa testada (Figura 14).

Tabela 06 - Concentragao inibitéria minima (CIM) de metabdlitos de
extratos da D.vandelianum, em mg/mL.

S. aureus Metandlico do Metandlico Metandlico da

caule das folhas inflorescéncia
ATCC 25923 2,00 2,00 2,00
Isolado 01 2,00 1,00 1,00
Isolado 02 2,00 2,00 2,00
Isolado 03 2,00 1,00 1,00
Isolado 04 2,00 2,00 1,00
Isolado 05 2,00 2,00 1,00
Isolado 06 2,00 1,00 1,00
Induzida 07 2,00 2,00 1,00
Induzida 08 2,00 2,00 1,00
Induzida 09 2,00 2,00 2,00

Induzida 10 2,00 2,00 2,00




Metandlico caule Metandlico folhas Metandlico inflorescéncia

mg/mL
0.03
' 0.06

1 0.12
% 0.5
0.5
1.0
2.0

4.0

Figura 14 - Concentragao Inibitéria Minima de extratos de D.
vandellianum, através da técnica da micro diluicao para S. aureus
cepa induzida 08. Extratos metandlicos do caule e das folhas
apresentando CIM de 2mg/mL e o extrato metandlico da inflorescéncia

com CIM de 1mg/mL.

4.2.3 Interferéncia de metabodlitos naturais na atividade de

fluoroquinolonas S.aureus

4.2.3.1 Do 6leo essencial de Z. tingoassuiba

As Tabelas 07 e 08 mostram que a associagdo do Oleo essencial em
concentragdes subinibitorias (2 e ¥4 da CIM apresentada na Tabela 05) com as
fluoroquinolonas produiziu efeito que diminuiu os valores de CIM dos antibiéticos em
no minimo duas vezes em todas as cepas testadas.

Na Tabela 07 é possivel observar que a associagdo do 6leo com a
ciprofloxacina foi mais eficiente quando 2 da CIM do éleo foi testada em
comparacao com % da CIM que somente diminui o valor de CIM de quatro cepas em
apenas duas vezes e seis cepas nao apresentaram diminui¢do de valor. Com 2 da
CIM, todas as cepas testadas apresentaram diminuigdo no valor de CIM apoés
associagdo em pelo menos duas vezes (Figura 15), havendo alteracao de perfil do
isolado 03 e das cepas induzidas 08 e 10, de resistente para sensivel.



Tabela 07 - Efeito da associagao do éleo essencial de Z.
tingoassuiba a ciprofloxacina na atividade antibacteriana, em

mg/mL.
S. aureus x  perfil +% CIMy  perfil + % CIMo  perfil
Isolado 01 32 R 8 (4) R 16 (2)* R
Isolado 02 32 R 4 (8)* R 16 (2)* R
Isolado 03 8 R <1 (>8)* S 8 R
Isolado 04 64 R 32 (2)* R 64 R
Isolado 05 32 R 16 (2)* R 32 R
Isolado 06 64 R 16 (4)* R 64 R
Induzida 07 32 R 4 (8)* R 16 (2)* R
Induzida 08 16 R 2 (8) S 8 (2)* R
Induzida 09 8 R 4 (2) R 8 R
Induzida 10 8 R 2 (4) S 8 R

(*) CIM sem associacgéo; (+) CIM com associacgao; (CIMp) concentragio inibitoria
minima do 6leo essencial da Tabela 05; (*) nimero de vezes de diminuigdo da CIM
apos associagado. (S) cepa sensivel; (R) cepa resistente.

pg/mL
0.5

Figura 15 — Efeito da associagdo do 6leo essencial de Z.
tingoassuiba (Zoleo) e ciprofloxacina (CIP) na atividade
antibacteriana. CIM de 0,25% para o ZTO; CIM de 32ug/mL para
CIP; CIM de 4ug/mL e 16xg/mL para CIP+ 2 e % da CIM do dleo,
respectivamente. S. aureus induzido 07.



A associagao do 6leo com a norfloxacina (Tabela 08), de maneira semelhante
da associagéo com a ciprofloxacina, foi mais eficiente quando %2 da CIM do 6leo foi
testada em comparagdo com Y42 da CIM sendo capaz de apenas diminuir o valor da
CIM na razao de duas vezes em nove cepas € apenas uma cepa nao mostrou efeito
na associagao (Figura 16). A associagdo com %2 da CIM foi eficiente em todas as
cepas testadas chegando a interferir na razéo de diminuicéo de 32 vezes no isolado
03 que alterou seu perfil de resistente para sensivel, juntamente com o isolado 01 e

as cepas induzidas 08 e 10.

Tabela 08: Efeito da associacado do 6leo essencial de Z. tingoassuiba a
norfloxacina na atividade antibacteriana, em (mg/mL).

S. aureus * perfil +%CIMg  perfil + % CIMg  perfil
Isolado 01 64 R 8 (8)* S 32 (2)* R
Isolado 02 128 R 16 (8)* R 64(2)* R
Isolado 03 32 R <1(>32)* S 16 (2)* R
Isolado 04 128 R 64 (2)* R >64 R
Isolado 05 64 R 16 (4)* R 32 (2)* R
Isolado 06 128 R 32 (4)* R 64 (2)* R
Induzida 07 64 R 16 (4)* R 32 (2)* R
Induzida 08 64 R 8 (8)* S 32 (2)* R
Induzida 09 64 R 16 (4)* R 32 (2)* R
Induzida 10 32 R 8 (4)* S 16 (2)* R

(*) CIM sem associacéo; (+) CIM com associagao; (CIMp) concentragéo inibitoria minima do
6leo essencial apresentada na Tabela 05; (*) nUmero de vezes de diminuicdo da CIM apos
associacgdo. (S) cepa sensivel; (R) cepa resistente
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Figura 16 — Efeito da associagao do 6leo essencial de Z. tingoassuiba
(Z6leo) e norfloxacina (NOR) na atividade antibacteriana, CIM de
0,25% para o ZTO; CIM de 128ug/mL para NOR; CIM de 16ug/mL e

32ug/mL para CIP+ 2 e 72 da CIM do Oleo, respectivamente. S. aureus
induzido 07

4.2.3.2 Dos extratos de Z. tingoassuiba e D.vandellianum

Os valores de desvio padrédo que mede a variabilidade dos dados, mostraram
significAncia estatistica ja que apresentaram valores proximos de zero, o que
significa que os valores sdo iguais ou variam muito pouco.

Nas Tabelas 09 e 10 s&o apresentados resultados da associagdo dos
metabdlitos naturais que nao apresentam atividade antibacteriana, através de
técnica de difusdo de disco, com os discos de fluoroquinilonas; enquanto na Tabela
11 os resultados sdo com um extrato que produziu atividade antibateriana na
difuséo.

A associagédo da ciprofloxacina com os metabdlitos que n&do apresentaram
atividade antibacteriana foi pequena, porém foi possivel observar aumento em
alguns halos de inibicdo de crescimento bacteriano (Tabela 09). Todas as cepas
induzidas apresentaram aumento de halo de inibicdo de crescimento com todos os
metabolitos testados, enquanto que somente o extrato hexénico de caule de Z.
tingoassuiba interferiu na resposta de cinco isolados clinicos dos seis testados, o

extrato hexanico de folhas de Z. tingoassuiba na resposta de dois isolados e o



extrato de diclorometano de D. vandelianum apenas em um. Considerando os
valores adotados pelo CLSI que preconiza para a ciprofloxacina individuos
resistentes apresentando halo de inibigdo de crescimento menor ou igual a 15 mm,
com resisténcia intermediaria entre 16 e 20 mm e sensiveis maior ou igual a 21 mm,
a Tabela 09 mostra que, mesmo apresentando aumento nos halos de inibicdo de
crescimento bacteriano, a associacao nao foi suficiente para alterar o perfil de
resisténcia das cepas. Apenas algumas passaram a ter sensibilidade intermediaria,
como o isolado 01 apds associagcdo com o extrato hexénico do caule de Z
tingoassuiba, isolado 03 com o extrato diclorometénico das folhas de D.
vandellianum, a cepa induzida 07 com os extratos metandlico das folhas e hexanico
do caule de Z. tingoassuiba, cepa induzida 08 com os extratos metandlico e
hexanico das folhas e com o hexanico do caule de Z. tingoassuiba e a cepa induzida
10 com extrato metandlico das folhas de Z. tingoassuiba.

Quando os metabodlitos de atividade antibacteriana negativa foram associados
a norfloxacina os resultados (Tabela 10) foram semelhantes aos resultados da
associagao com a ciprofloxacina. Todas as cepas induzidas apresentaram aumento
de halo de inibicdo de crescimento com todos os metabdlitos testados, enquanto que
somente o extrato hexanico de caule de Z. tingoassuiba interferiu na resposta de
dois isolados clinicos (1 e 3) dos seis testados e o extrato hexanico de folhas de Z
tingoassuiba na resposta do isolado 3. Considerando os valores adotados pelo CLSI
que preconiza para a norfloxacina individuos resistentes apresentando halo de
inibicdo de crescimento menor ou igual a 12 mm, com resisténcia intermediaria halo
entre 13 e 16 mm e sensiveis individuos com halo maior ou igual a 17 mm, a Tabela
10 mostra que, mesmo apresentando aumento nos halos de inibicdo de crescimento
bacteriano, a associacdo apresentada nao foi suficiente para alterar o perfil de
resisténcia das cepas. Apenas algumas passaram a ter sensibilidade intermediaria,
como a cepa induzida 07 apds associagdo com os extratos hexanicos das folhas e
do caule de Z. tingoassuiba, cepa induzida 08 com o extrato diclorometanico das
folhas de D. vandellianum, cepa induzida 09 com o extrato metandlico das folhas de
Z. tingoassuiba e a cepa induzida 10 com os extratos metandlicos e hexanicos das
folhas de Z. tingoassuiba.

Quando a associagdo foi com o extrato metandlico da casca de Z
tingoassuiba (Tabela 11) a interferéncia do extrato nos halos de inibigdo foi notada

com aumento de no minimo 10mm em quatros dos seis, para norfloxacina, e em



todos os isolados clinicos, para a ciprofloxacina. Porém, somente dois isolados
tiveram o perfil de resisténcia alterado para sensibilidade intermediaria a
norfloxacina (3 e 6) e um para a ciprofloxacina (3). Com relagdo as cepas induzidas,
todas as cepas apresentaram aumento de halo para o teste com a ciprofloxacina
com trés cepas alterando o perfil de resisténcia para sensibilidade intermediaria e
apenas uma cepa com a norfloxacina sem alteracéo de perfil.

Os demais metabdlitos extraidos das espécies em estudo também foram
testados em associagdo com os antibiéticos, porém nao apresentaram interferéncia

nos halos de inibicdo dos antimicrobianos.



Tabela 09: Efeito da associagao de metabolitos de Rutaceae ao disco de Ciprofloxacina na atividade antibacteriana.

+ Metanélico das

+ Metanélico das

+ Hexanico da folhas

+ Hexanico do caule

+ Diclorometanico

S aureus :olhas de i ;olhas dei. de Z. tingoassuiba de Z. tingoassuiba Ddas fi;lh;‘.s de
. ingoassuiba ingoassuiba . vandellianum
x  perfil X c Perfil X o perfil X c perfil X c  perfil - c  perfil
Isolado 01 13 R - 0 R 120 O R - 0 R 18,5 0,7 I - 0 R
Isolado 02 - R - 0 R - 0 R 11,0 O R 10,0 O R - 0 R
Isolado 03 19 | 14,5 0,7 R 15,5 0,7 R 180 O | 180 O | 170 O |
Isolado 04 - R - 0 R - 0 R - 0 R - 0 R - 0 R
Isolado 05 - R - 0 R - 0 R - 0 R 120 O R - 0 R
Isolado 06 - R - 0 R - 0 R - 0 R 10,0 O R - 0 R
Induzida 07 - R 145 0,7 R 170 O I 15 0 R 17,5 0,7 I 10,0 O R
Induzida 08 15 R 20,0 O | 15,5 0,7 R 205 0,7 | 16,5 0,7 | 17,0 O |
Induzida 09 - R 10,5 0,7 R 16,0 O R 13,5 0,7 R 14,5 0,7 R 130 O R
Induzida 10 13 R 125 0,7 18,0 O | 18,5 0,7 | 17,5 0,7 | 16,0 O |

(o) desvio padrao; ( x ) média aritmética dos halos em mm de didametro ;(-) sem atividade antibacteriana; (+) com associagdo a; (*) sem associagao; (R)
cepa resistente; (I) cepa com sensibilidade intermediariahexanico da folhas (D5) diclorometéanico das folhaa



Tabela 10: Efeito da associagao de metabdlitos de Rutaceae ao disco de Norfloxacina na atividade antibacteriana.

+ Metandlico das + Metandlico das + HexAnico da folhas + Hexanico do caule +Diclorometanico das
folhas de Z. folhas de Z. ) . . . folhas de D.
S. aureus * tingoassuiba tingoassuiba de Z. tingoassuiba de Z. tingoassuiba vandellianum
X perfil X c perfil X o perfi X G perfil X . perfil X o perfil
Isolado 01 ; R - 0 R - 0 R 125 0,7 R - 0 R - 0 R
lsolado02 - R - o R - o g 8 0 R 100 0 R - 0 R
Isolado 03 12 R = 0 R - 0 R 10,0 0 R 12,0 0 R 11,0 0 R
Isolado 04 ) R ; 0 R - 0 R - 0 R - 0 R - 0 R
Isolado 05 i R - 0 R - 0 R 80 0 R - 0 R - 0 R
Isolado 06 ) R ; 0 R - 0 R - 0 R - 0 R - 0 R
Induzida 07 - R 115 07 R 120 O R 145 07 I 12,0 0 R 105 07 R
Induzida 08 - R 115 07 R 95 07 R 95 07 R 145 07 I 11,0 O R
Induzida 09 - R 160 O I 1,5 07 R 95 07 R 100 O R - 0 R
Induzida 10 - R 165 07 I 13,0 0 | 10,0 O R 155 07 I 125 0,7 R

(o) desvio padréao; ( x ) média aritmética dos halos em mm de didmetro ;(-) sem atividade antibacteriana; (+) com associagéo a; (*) sem associagao; (R ) cepa
resistente; (I) cepa com sensibilidade intermediaria



Tabela 11: Efeito da associagao do extrato metandlico do caule de Z. tingoassuiba a fluoroquinolonas, na atividade
antibacteriana.

Norfloxacina Ciprofloxacin
Extrato
S. aureus + Extrato + Extrato
X c X perfil X c perfil X perfil X c perfil
Isolado 01 - 0 - R 11,5 0,71 R 13 R 15,0 0 R
Isolado 02 - 0 - R - 0 R - R 10,5 0,71 R
Isolado 03 - 0 12 R 15,5 0,71 I 19 I 19,5 0,71 I
Isolado 04 9,3 0.58 - R - 0 R - R 13,0 0 R
Isolado 05 - 0 - R 10,5 0,71 R - R 10,0 0 R
Isolado 06 10,7 0,58 - R 13,0 0 I - R 13,5 0,71 R
Induzida 07 13,3 0,58 - R 11,5 0,71 R - R 16,5 0,71 I
Induzida 08 15,7 1,15 - R 9,5 0,71 R 15 R 16,5 0,71 I
Induzida 09 - 0 - R - 0 R - R 12,5 0,71 R
Induzida 10 - 0 - R 10,5 0,71 R 13 R 16,5 0,71 I

(o) desvio padrao; ( x ) média aritmética dos halos em mm de didmetro ;(-) sem atividade antibacteriana; (+) com associagéo a; (* ) sem associacgdo; (R)

cepa resistente; (I) cepa com sensibilidade intermediaria
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2.4 Atividade antifungica dos extratos e fragoes de D. vandellianum.

Os extratos metandlicos das folhas e inflorescéncia da D. vandellianum e
suas respectivas fragbes ndo apresentaram atividade antifungica ja que os valores

dos halos de inibicao obtidos fora iguais a zero.

4.2.5 Interferéncia de metabdlitos naturais na atividade do fluconazol

frente aos isolados de Candida spp e Cryptococcus spp.

O controle positivo do experimento realizado com a cepa padréao
C.parapsilosis ATCC 22019 frente ao fluconazol apresentou halos de inibicdo de
crescimento, sempre que testado, dentro da zona preconizada pelo CLSI que é de
22 a 33 mm de didametro.

Os valores de desvio padrdao mostraram significancia estatistica ja que
apresentaram valores proximos de zero o que significa que os valores variam pouco

ou sao iguais a média.

4.2.5.1 Extratos de D. vandellianum

A associagcdo dos extratos metandlicos da inflorescéncia e das folhas de
D.vandellianum com o fluconazol potencializou a acdo do antifungico frente a
leveduras do género Candida, com um aumento de até 30 mm de didmetros (Tabela
12). Considerando os valores adotados pelo CLSI, que preconiza para o fluconazol a
levedura do género Candida resistente apresentando halo de inibicdo de
crescimento menor ou igual a 14 mm, com resisténcia intermediaria halo entre 15 e
18 mm e sensiveis os individuos com halo maior ou igual a 19 mm, a Tabela 12
mostra que trés isolados (5, 8 e 9) resistentes ao fluconazol, bem como trés com
sensibilidade intermediaria (1, 6 e 7), alteraram seu perfil de resisténcia para
sensiveis apOs a associagdo com o extrato metandlico das folhas, enquanto os trés
(2, 3 e 4) que nao alteraram o perfil tiveram seus halos de inibicdo de crescimento
aumentados em 6, 10 e 13 mm. Para a associagcdo com extrato metandlico da
inflorescéncia, dos seis isolados n&o sensiveis ao fluconazol somente o 5 nao
alterou seu perfil apds associagcéo, porém apresentou um halo de 11mm, e dos trés

sensiveis que mantiveram seu perfil, dois (2 e 4) tiveram seus halos aumentados em
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2,7 e 4,7 mm e um (3) teve seu halo diminuido em 2mm. O extrato metandlico das
folnas de D. vandellianum, apresentou halos maiores que os observados para o
extrato metandlico das inflorescéncias, menos para o isolado 09 de C.tropicalis € o
crescimento residual observado freqlientemente quando utilizado o disco de

fluconazol foi totalmente inibido na associagéo (Figura 17).

Tabela 12: Efeito da associacao do extratos metanolicos de D. vandellianum ao
fluconazol na atividade antifiungica, em milimetros de diametro.

Isolados Esgaés(iﬁjade * + Das folhas + Das inflorescéncias
mm perfil X o perfil X G perfil

1 16 | 29,3 0,58 S 21,7 1,15 S
2 parapsilosis 23 S 33,3 0,58 S 25,7 0,58 S
3 27 S 330 0 S 25,0 0 S
4 20 S 32,3 0,58 S 24,7 0,58 S
5 albicans - R 300 O S 11,7 0,58 R
6 18 | 31,3 0,58 S 270 0 S
7 18 | 26,7 1,15 S 20,7 058 S
8 tropicalis - R 260 O S 230 O S
9 - R 26,0 0 S 28,0 0 S

(o ) desvio padrao; ( x ) média aritmética dos halos; (+) com associagéo a; (-) sem atividade antifungica;
(* ) sem associagéo; (R) cepa resistente; (S) cepa sensivel; (I) cepa com sensibilidade intermediaria

A associacao do extrato metandlico das folhas de D.vandellianum com o
fluconazol nao interferiu ou diminuiu os halos de inibicdo do antifungico frente ao
Cryptococcus sp. A Tabela 13 mostra que seis isolados (3 a 8) ndo mudaram seu
perfil de susceptibilidade e dois (1 e 2) com sensibilidade intermediaria passaram a
ser resistentes ao fluconazol. Por ndo apresentar resultados positivos de sinergismo
com o extrato metanodlico das folhas de D. vandellianum, o extrato da inflorescéncia

e as fragcdes nao foram testadas frente aos isolados de Cryptococcus sp.



Figura 17 - Efeito da associagado do extrato metandlico das folhas
de D. vandellianum e fluconazol na atividade antifungica. Auséncia
de halo de inibigdo de crescimento fungico para o extrato (E),; presenca
de crescimento residual e halo de inibigdo de crescimento fungico com
16mm, para o fluconazol (F) e presenca de halo de inibigdo de
crescimento fungico para o Fluconazol associado ao extrato (E+F),

com 29 mm e auséncia de crescimento residual.

69

Tabela 13: Efeito da associagao do extratos metandlicos das folhas de D.

vandellianum ao fluconazol na atividade antifiungica, em milimetros de

diametro.
isolados Cryptococcus * . + Extrato .
mm perfil X G perfil
1 17 I 11,3 0,58 R
2 15 I 0 0 R
3 gattii 0 R 0 0 R
4 14 R 11,3 0,58 R
5 0 R 0 0 R
6 21 S 21,3 0,58 S
7 neoformans 13 R 0 0 R
8 0 R 0 0 R

(o) desvio padrao; (x) média aritmética dos halos; (+) com associagéo a; (-) sem atividade antifungica;
(*) sem associagao; (R) cepa resistente; (S) cepa sensivel; (I) cepa com sensibilidade intermediaria
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4211 Fragoes dos extratos metandlicos das folhas e

inflorescéncias de D. vandellianum

Os quatro isolados de Candida sp. que apresentaram maior resisténcia ao
fluconazol (isolado 01, 05, 08 e 09) foram selecionados para que testes de
associagao com fragdes dos extratos citados acima fossem realizados.

Todas as fragbes do extrato metandlico das folhas potencializaram a agao do
fluconazol, aumentando os halos de inibicdo de crescimento fungico e alterando o
perfil de resisténcia (Tabela 14). Somente o isolado 08 n&o apresentou aumento de
halo e alteracao de perfil em associagdo com a fragédo diclorometanica.

Das fragbes do extrato metandlico da inflorescéncia a fracdo de acetato de
etila foi a fracdo que proporcionou melhor associagdo com o fluconazol aumentando
os halos de inibicao de crescimento fungico em todos os isolados e alterando o perfil
de resisténcia. A fragao cloroférmica também mostrou esse comportamento para trés
(5, 8 e 9) dos quatros isolados testados; enquanto a fragdo butandlica apenas para o
isolado 9 (Tabela 15).



Tabela 14: Efeito da associagao das fragoes do extrato metandlico das folhas de D. vandellianum

ao fluconazol na atividade antifungica, em milimetros de diametro.

Fluconazol
Isolados * + Diclorometanica + Acetona * CIoroform.io: + Metanodlica
metanol 95:5

mm  perfil X c perfil X c perfil X c perfil X c perfil

1 16 I 200 O S 310 O S 26,0 O S 26,0 1,15 S

5 - R 27,3 0,58 S 257 0,58 S 3000 O S 14,0 O I

8 - R - 0 R 26,7 0,58 S 17,3 0,58 | 26,7 0,58 S

9 - R 19,3 0,58 S 270 O S 16,0 O i 257 0,58 S

(o) desvio padrao; (x) média aritmética dos halos; (+) com associagéo a; (-) sem atividade antifungica; (*) sem associagéo
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Tabela 15: Efeito da associacao das fragoes do extrato metandlico das inflorescéncia
de D. vandellianum ao fluconazol na atividade antifungica, em milimetros de diametro.

Fluconazol
Isolados * + Acetato de etila + Cloroférmica + Butanolica
mm perfil X c perfil X c perfil X c perfil
1 16 I 21,7 0,58 S 14,0 I 1,15 200 O S
5 - R 24,7 058 S 30,0 S 0 0 0 R
8 - R 29,7 0,58 S 290 S 0 0 0 R
9 - R 28,7 0,58 S 2003 S 1,15 12,7 0,58 R

(o) desvio padréo; ( x ) média aritmética dos halos; (+) com associacéo a; (-) sem atividade antifingica; (*) sem
associagao
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5.0 Discussao

A descoberta de agentes antimicrobianos revolucionou o tratamento das
infecgbes reduzindo o numero de mortes causadas pelas doencas microbianas e
melhorando a qualidade de vida de pessoas infectadas, uma vez que o tempo de
hospitalizagcdo e tratamento foram reduzidos. Entretanto, os micro-organismos
desenvolveram adaptacdo a estas substancias; os chamados mecanismos de
resistencia antimicrobiana (DE SOUZA, 2007).

A resisténcia antimicrobiana é uma conseqiéncia natural resultante da
adaptacao do agente infeccioso ao antimicrobiano utilizado. Esses agentes exercem
a chamada "pressdo seletiva" eliminando cepas sensiveis e selecionando as
resistentes. Com a diminuicéo da eficacia dos agentes antimicrobianos as infec¢oes
tornam-se , cada vez mais, de dificil tratamento e isso contribui para o aumento nos
indices de morbidade e mortalidade das doencgas infecciosas (BYARUGABA, 2004).

A busca por novos agentes antimicrobianos ou moléculas protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos mais potentes e com espectros de agdo mais
amplos foi motivada, principalmente, pelo aparecimento de resisténcia
antimicrobiana e a necessidade de tratar infec¢des que antes eram faceis de serem
debeladas (ZAMPINI et al, 2005).

Neste contexto se insere as plantas, em especial as superiores, matérias
primas utilizadas desde a antiguidade para tratar enfermidades. Os diferentes
grupos vegetais, em todas as culturas, foram e sdo fontes de compostos
biologicamente ativos (GIBBONS, 2005). Acredita-se que o0s vegetais possuem
metabolitos com potencial antimicrobiano pelo fato de produzirem compostos que os
protegem contra pragas do seu habitat natural (DE SOUZA, 2007). Recentemente,
além de procurar nas plantas substadncias com potencial antimicrobiano, outra
estratégia comecou a ser estudada, cuja finalidade € encontrar agédo sinérgica entre
produtos naturais e agentes antimicrobianos em uso na clinica (HEMAISWARYA et
al, 2008; WAGNER e ULRICH-MERZENICH, 2009). A compreensao molecular dos
mecanismos de sinergia e a confirmacado do sinergismo entre produtos naturais e
antimicrobianos possibilitariam a criagdo de uma nova estratégia para o tratamento
de doencas infecciosas (HEMAISWARYA et al, 2008).

Entre tantas plantas nativas do semiarido baiano este trabalho focou no

estudo do potencial antimicrobiano e sinérgico de metabdlitos de duas espécies da
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familia Rutaceae: Zanthoxylum tingoassuiba e Dictyoloma vandellianum com o
objetivo de identificar metabdlitos, ou misturas com potencial para o
desenvolvimento de novas drogas, associagbes ou esquemas terapéuticos e
contribuir para a elucidagao do potencial antimicrobiano e sinérgico da flora regional.

Para que os objetivos deste trabalho fossem alcancgados, inicialmente os
metabolitos foram extraidos das espécies em estudo. As técnicas de hidrodestilagédo
e maceragao sao constantemente adotadas visando a obtencéo de 6leos essenciais
e extratos brutos respectivamente (COSTA, V. et al, 2008; MAHBOUBI; BIDGOLI,
2009; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2009).

No que diz respeito a atividade antimicrobiana de metabdlitos extraidos das
especies em estudo, a literatura relata apenas a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial das folhas de Z. tingoassuiba, frente as bactérias Gram positivas,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Micrococcus luteus, e fungos
dermatéfitos como Epidermophyton floccosum e Microsporum gypseum (DETONI et
al, 2009). Os resultados encontrados neste estudo corroboram com os achados
desses autores ja que observa-se atividade antibacteriana do 6leo essencial das
folhas de Z. tingoassuiba frente a cepa padrao ATCC e isolados multirresistentes de
Staphylococcus aureus.

Hohlemwerger (2010) demonstrou que o Oleo essencial de Z. tigoassuiba é
constituido por uma mistura de fenilpropanodides, monoterpenos e sequiterpenos.
Sendo os componentes majoritarios o antranilato de metila, alfa-bisabolol aléem de
B-eudesmol, oxi- a bisabolol e elemol. Esses resultados sugerem que a atividade
antibacteriana do 6leo seja devido ao antranilato de metila e alfa-bisabolol, ja que é
descrito a atividade antibacteriana, antifiungica e antiviral de 6leos essenciais que
possuem em sua composi¢ao estas substancias (COWAN, 1999; GUERREIRO et al,
2005; RAHMAN et al, 2008).

A atividade antibacteriana de metabdlitos extraidos de outras espécies do
género Zanthoxylum tem sido descrita na literatura. Costa J. e colaboradores (2008)
mostraram a atividade antibacteriana do 6leo extraido dos frutos de Zanthoxylum
rhoifolium frente a cepas de Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e
Shigella flexneri. Também ja foi relatada a atividade do 6leo dos frutos de
Zanthoxylum xanthoxyloides (NGASSOUM et al, 2003). Rodrigues e colaboredores
(2010) demonstraram a atividade antibacteriana de compostos volateis do 6leo

essencial de Zanthoxylum articulatum, frente a patdogenos bacterianos de infec¢des
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respiratérias. Patind e Cuca (2011) demostraram a atividade de alcalbides
benzofenentridinicos isolados da espécie Zanthoxylum monophyllum frente a
isolados de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Salmonella tiphymurium. Alcaléide da mesma classe isolados da Zanthoxylum clava-
herculis monstrou atividade frente a Staphylococcus aureus MRSAs possuidoras de
sistema de efluxo de multidrogas (Gibbons et al, 2003a).

A atividade antibacteriana principalmente anti Staphylococcus aureus de trés
extratos (metandlico, cloroférmio e éter de petrdleo) provenientes das folhas da
espécie Z. budrunga é descrita por Islam e colaboradores (2000). Neste estudo, o
unico extrato produzido a partir das folhas de Z.tingoassuiba que apresentou
atividade, com valores de CIM relevantes, foi o de acetato de etila, ndo sendo
observada a atividade para os extratos metandlicos, hexanicos e aquoso.

Comparando nossos resultados de atividade antibacteriana do extrato
metandlico da raiz de Z. tingoassuiba frente a cepas de Staphylococcus aureus com
os resultados do extrato metandlico da raiz de Zanthoxylum stelligerum obtidos no
estudo de Da Silva e colaboradores (2010), que demonstram a atividade
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Streptococcus
mutans e Enterococcus faecalis, foi possivel observar que neste trabalho os halos
de inibicdo de crescimento bacteriano com tamanhos maiores, de 11 a 23 mm, que
os obtidos no estudo em questéo, de 10 a 14 mm. Fato que pode inferir uma maior
atividade dos extratos produzidos pela espécie Z. tingoassuiba.

Bhattacharya e colaboradores (2009) testaram a atividade antibacteriana dos
extratos etandlicos e aquosos da raiz e casca do caule de Z. nitidum e demostraram,
em concentragdes iguais ou inferiores a 1,25 mg/mL, que esses extratos séo
capazes de inibir o crescimento de cepas de Staphylococcus aureus. Ja o0s
resultados aqui apresentados mostram que metabdlitos do caule de Z. tingoassuiba
ou ndo apresentaram atividade antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ou
possuem CIM superior a 4mg/mL, porém os metabdlitos da casca de raiz mostraram
maior atividade com valores de CIM iguais ou menores que 0,5mg/mL, quando
comparados aos achados de Bhattacharya e colaboradores (2009).

N&o existem publicagcbes que demonstrem a atividade antibacteriana de
metabdlitos extraidos do género Dictyoloma. Dados ndo publicados e obtidos em
estudos anteriores no LPMC, mostram que o extrato metandlico das folhas da

espéecie D. vandellianum apresenta atividade antibacteria frente a cepas de bactérias
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Gram positivas como Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Micrococcus
luteus e Gram negativas de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonela
cholera-suis. Os resultados deste estudo corroboram com os resultados anteriores
obtidos pelo grupo, pois mostram atividade anti estafilocécica de metabdlitos
extraidos das folhas. Os resultados ainda demonstram a atividade anti estafilocécica
de extratos do caule e inflorescéncia da espécie D. vandellianum. A Unica atividade
biolégica publicada na literatura para o género Dictyoloma é a acao frente a
Leishmania amazonensis (LAVAUD et al, 1995), portanto os dados obtidos nesse
estudo sado inéditos sobre o potencial antimicrobiano desta planta do semiarido.
Outras publicagbes que mostram a atividade antibacteriana de metabdlitos de

plantas da familia Rutaceae s&o apresentadas no Quadro 06.

PLANTA MICRO-ORGANISMO FONTE
Esenbeckia
_ COSTA et al, 2010
grandiflora e Staphylococcus aureus.

NOVAIS et al, 2003
Galipea simplicifolia

Boenninghausenia Bacillus subtilis, S. aureus, KHULBE e SATI,

albiflora Escherichia coli, Proteus vulgaris. 2009

S. aureus, S. epidermidis,

_ _ DURAIPANDIYAN
_ o Enterococcus faecalis, Klebsiella
Toddalia asiatica _ _ e IGNACIMUTHU,
pneumoniae E. coli, 2009

Pseudomonas aeruginosa,.

K. pneumoniae, B. subtilis, P.
DOS SANTOS et

Triphasia trifolia aeruginosa, S. aureus, Salmonella al, 2008
choleraeasuis.
S. aureus, S. epidermidis,
Sarcomelicope P.aeruginosa, E. coli, FOKIALAKIS et al,
megistophylla Enterobacter cloacae, 2002

K. pneumoniae,

Quadro 06- Atividade antibacteriana de algumas plantas da familia de

Rutaceae

Duas classificagbes que determinam o potencial de atividade antimicrobiana

de extratos provenientes de plantas séo propostas na literatura, de acordo com a
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faixa de concentragdo das CIM obtidas. Holetz e colaboradores (2002)
estabeleceram que um extrato com forte atividade deve apresentar CIM com
concentragdo menor que 0,1 mg/mL; com atividade moderada CIM de 0,1 a 0,5
mg/mL; com atividade fraca de 0,5 a 1,0 mg/mL e o extrato € considerado inativo
com CIM superior a 1,0 mg/MI. Ja Aligianns e colaboradores (2001) classificam
extratos vegetais como forte inibidores quando a CIM é menor que 0,5 mg/mL,
inibidores moderados quando a CIM apresenta valores entre 0,6 a 1,5 mg/mL e
fracos inibidores quando os valores de CIM estdo acima de 1,6 mg/mL.

Utilizando a classificacdo sugerida por Aligianns e colaboradores (2001), os
extratos metandlico e diclorometanico provenientes da casca da raiz da espécie Z.
tingoassuiba podem ser considerados forte inibidores, enquanto que o de acetato de
etila das folhas um inibidor moderado; ja os extratos metandlicos do caule, folha e
inflorescéncia da D. vandellianum podem ser considerados como fracos inibidores.
Considerando a de Holetz e colaboradores (2002) apenas o extrato diclorometanico
da casca de raiz de Z. tingoassuiba pode ser classificado como produtor de forte
atividade, porém para alguns isolados, o extrato metandlico da casca de raiz e o
acetato de etila das folhas como produtores de atividade moderada e fraca,
respectivamente. Os demais extratos metandlicos da inflorescéncia, do caule e das
folhas de D. vandellianum sé&o inativos. E importante considerar que os extratos sdo
compostos por uma mistura de substancias e que a substancia ativa pode estar em
quantidades pequenas. Portanto, a auséncia de atividade antimicrobiana em
extratos brutos ndo deve ser considerada como um resultado negativo absoluto.

A avaliacao do efeito sinérgico dos extratos das duas espécies em estudo foi
realizada utilizando Staphylococcus aureus, patdgeno frequentemente isolado em
infeccdes comunitarias e nosocomiais. E um micro-organismo conhecido por sua
capacidade de adquirir resisténcia a diversos antibidticos utilizados na clinica
(STAVRI et al, 2007). As opgdes terapéuticas para infecgbes causadas por este
organismo podem ser bastante limitadas, especialmente quando as cepas séao
resistentes a meticilina (MRSA).

Ainda ndo se conhece o mecanismo de resisténcia dos isolados clinicos de
S.aureus utilizados nesse estudo, porém a literatura descreve trés mecanismos para
aquisicao de resisténcia as fluoroquinolonas em S. aureus. O primeiro consiste em
mutacao na subunidade A da DNA girase bacteriana, uma proteina tetramérica que

possui duas subunidades A e B, codificadas pelos genes gyrA e gyrB,
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respectivamente. Fluoroquinolonas interagem com essa enzima através da
subunidade A e mutagcbes nessa regido reduz a afinidade da droga pela enzima e
consequentemente diminui a inibicdo da acao da DNA girase (BLONDEAU, 1999); o
segundo mecanismo envolve o efluxo de fluoroquinolonas da célula bacteriana. Este
tipo de resisténcia € mediada pela proteina NorA e ndo confere resisténcia apenas
as fluoroquinolonas, mas também a varios outros tipos de substancias
estruturalmente diferentes como brometo de etidio; ja o terceiro mecanismo envolve
um locus do fragmento cromossomico chamado flgA. Este locus confere menor
nivel de resisténcia comparado com mutacdes gyrA (KAATZ; SEO, 1995; BEYER et
al, 2000).

A inducao de resisténcia a fluoroquinolona foi realizada, como descrita por
Kaartz e Seo (1995), nos isolados que apresentavam sensibilidade a essa classe de
droga visando obter Staphylococcus aureus que possuissem bomba de efluxo como
mecanismo de resisténcia a esses antibidticos. Encontrar metabdlitos que tivessem
acdo antimicrobiana e sinérgica com fluoroquinolonas, frente a esses micro-
organismos, possibilitaria estender essa atividade a outros micro-organismos como
os fungos, bactérias Gam negativas e até células cancerigenas que utilizam desse
mecanismo pra resistir a acao das drogas.

Testes de sinergismo entre produtos naturais e antibidticos sintético sao
frequentemente relatados com bactérias da espécie S.aureus resistente a meticilina
(MRSA) ou as que possuem mecanismo de resisténcia conhecido como bomba de
efluxo (COSTA, V. et al, 2008, MAHBOUBI e BIDGOLI, 2009). Gibbons e
colaboradores (2003b) mostram que diterpenos isolados da Lycopus europaeus
(Lamiaceae), reduzem os valores de CIM da tetraciclina e eritromicina em cepas
resistentes a esses antibidticos. Inibidores da bomba de efluxo isolados da
Geranium caespitosum potencializam a agéo de fluoroquinolonas como norfloxacina
e ciprofloxacina em isolados de Staphylococcus aureus diminuindo os valores de
CIM desses antibidticos em até quatro vezes (STERMITZ et al, 2003). Mahboubi e
Bidgoli (2009) mostram a acgao sinérgica do oleo essencial de Zataria multiflora com
a vancomicina frente a isolados clinicos de Staphylococcus aureus.

N&o existem trabalhos de associagdo de metabodlitos da espécie Z.
tingoassuiba com antibidticos, esse € o primeiro que mostra que o 6leo essencial
extraido das folhas da espécie em associacdo com fluoroquinolonas potencializam a

acao desses diminuindo significantemente os valores de concentracdo inibitdria
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minima dos antibi6ticos. Ainda foi possivel observar a agéo sinérigica dos extratos
metanolico das folhas e hexanico das folhas e caule de Z. tingoassuiba quando
esses foram associados a discos de ciprofloxacina e norfloxacina. Esses extratos
nao apresentavam atividade antibacteriana e aumentaram os halos de inibigdo de
crescimento dos antibiéticos quando avaliados, principalmente frente as cepas nas
quais a resisténcia foi induzida.

Kusuda e colaboradores (2006) associaram constituintes do fruto de Z.
piperitum com alguns antibiéticos utilizados clinicamente no tratamento de cepas
MRSA. Em associagcdo com a norfloxacina os metabdlitos extraidos nao interferiram
na acado da droga. Os resultados deste estudo mostram que metabdlitos de Z.
tingoassuiba possuem essa caracteristica, diminuindo a CIM das fluoroquinolonas,
ciprofloxacina e norfloxacina.

Com o uso indiscriminado de antifungicos ha um aumento no numero e
variedade de cepas resistentes. As dificuldades apresentadas pelo tratamento, como
a toxicidade dos agentes antifungicos, também €& um fato preocupante e limitador.
Novos agentes terapéuticos sdo necessarios para suprir as limitacées do uso dos
antifungicos. Isto pode ser alcancado através da utilizagdo de combinagbes de
agentes existentes ou o desenvolvimento de novas entidades quimicas mais
seguras e eficazes.

Apesar da atividade antifungica ja relatada para varias plantas da familia
Rutaceae revisadas por COWAN (1999) e NEWTON e colaboradores (2002), nao
detectamos esta atividade nos metabdlitos extraidos das folhas e das inflorescéncias
da espécie D. vandellianum. Steenkamp e colaboradores (2007) mostraram que os
extratos metandlico e aquoso da Zanthoxylum davyi possuem forte atividade
antifungica frente a cepa padrao ATCC 10231 de C. albicans; extratos de
Zanthoxylum chalybeum, apresentam atividade anti- Candida (RUNYORO et al,
2006), Mishra e coloboradores (2010) testaram a atividade antifungica de
metabolitos extraidos da Aegle marmelos e comprovaram sua atividade frente a
espécies de Aspergillus e Candida albicans. Shai e colaboradores (2008) mostraram
que metabolitos extraidos da espécie Vepris reflexa inibem o crescimento de fungos
como C. albicans e C. neoformans.

A literatura relata agdo sinérgica de produtos extraidos de plantas quando
associados a antifungicos. Amber e colaboradores (2010) apresentam a acéao

sinérgica do oleo essencial de Ocimum sanctum associado ao fluconazol e



74

cetoconazol frente a isolados de Candida sp. A forte atividade sinérgica do 6leo de
Allium sativum em associagao com o cetoconazol frente a isolados das espécies
Trichophyton rubrum, Trichophyton erinacei e Trichophyton soudanense foi
demonstrada por Pyun e Shin (2005). Shin e Lim (2004) demonstram a atividade
sinérgica com o cetoconazol de metabdlitos naturais frente a cepas de Trichophyton
spp. A acéo potencializadora de metabdlitos extraidos da Euphorbia characias com
leveduras da espécie Candida albicans é mostrada por Giordani e colaboradores
(2001).

Até o presente momento ndo existem trabalhos relatando atividade sinérgica
de metabdlitos extraidos da espécie D. vandellianum com antifungicos. Os
resultados obtidos no presente estudo sdo inéditos no relato de associagbes entre
os extratos e fragcdes dessa planta com fluconazol. Demonstrando que os
metabolitos sem atividade sdo capazes de aumentar significativamente a atividade
antifungica do fluconazol frente a isolados clinicos multirresistentes de Candida spp,

porém sem atividade para Cryptococcus.
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6.0 Conclusoes

. Os extratos acetato de etila e aquoso das folhas; metandlico do caule e
diclorometanico e metandlico da casca de raiz; além do 6leo essencial de Z.
tingoassuiba e os extratos metandlico das folhas, inflorecéncia e caule de D.
vandellianum apresentaram atividade antibacteriana frente ao Staphylococcus

aureus;

. O Oleo essencial de Z. tingoassuiba mostrou grande atividade sinérgica com
as fluoroquinolonas, norfloxacina e ciprofloxacina, frente ao Staphylococcus

aureus;

. Nao foi observada atividade antifungica dos extratos e fracdes das folhas e
inflorescéncias de D. vandellianum testados frente a isolados do género

Candida e Cryptococcus;

Extratos e fracdbes das folhas e inflorescéncias de D. vandellianum
apresentaram grande atividade sinérgica com o fluconazol frente a isolados

clinicos de Candida spp.

Extratos e fragdes das folhas e inflorescéncias de D. vandellianum nao
apresentaram atividade sinérgica com o fluconazol frente a isolados clinicos

de Cryptococcus spp.
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7.0 Perspectivas

As micromoléculas presentes nas partes aéreas e subterraneas das espécies
Z. tingoassuiba e D. vandellianum apresentaram expressiva atividade antibacteriana
e potencializarem a acéo de fluoroquinolonas frente a S. aureus e também foram
capazes de potencializar a acdo do fluconazol frente a Candida spp. Estes
resultados nos leva a concluir que essas plantas possuem potencial antibacteriano e
sinérgico, que merece ser investigado com mais profundidade. Nesse sentido,

sugere-se as seguintes perspectivas para a continuidade deste estudo:

1. Ampliar os estudos de atividade antimicrobiana dos metabdlitos para

fungos filamentosos e outras géneros bacterianos;

2. Fracionar, purificar e identificar os principais constituintes quimicos dos
metabdlitos cujas atividades antimicrobiana e sinérgica foram

demonstradas;

3. Testar a atividade antimicrobiana das substancias puras e em misturas
visando identificar o papel do grau de pureza destas substancias na

atividade observada;

4. Investigar o mecanismo de resisténcia das cepas induzidas de
Staphylococcus aureus obtidas nesse estudo através de técnicas

moleculares;

5. Determinar a atividade moduladora de resisténcia dos metabolitos

frente a Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
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