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RESUMO

FIRMO, Wellyson da Cunha Araujo. Bioprospec¢io de plantas medicinais do cerrado
maranhense com propriedades antioxidante, antibacteriana contra Corynebacterium spp
e toxicidade: aporte para o desenvolvimento de novos medicamentos. 2018. 165f. Tese
(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) — Universidade Federal do Maranhao, Sao

Luis, 2018.

Corynebacterium diphtheriae € um patdégeno emergente, e causa a difteria, doenca que esta
relacionada a producdao da toxina diftérica, ja apresentou resisténcia a varios antibioticos,
inclusive aos utilizados no tratamento. Diante desse contexto, o presente trabalho teve o
objetivo de realizar andlise quimica e o estudo das atividades antioxidante e toxica de plantas
medicinais do cerrado maranhense e a influéncia nas propriedades biologicas de
Corynebacterium spp. As folhas de 8 plantas medicinais foram coletas em Estreito-MA em
julho de 2014 e submetidas a secagem. Foram confeccionadas e depositadas exsicatas, para
identificacdo no Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo. Extratos
brutos hidroalcoolicos (EBH) foram obtidos das folhas secas apds maceragdo com etanol
70%, na proporg¢ao de 1:10, durante 7 dias, sob agitacao diaria. Os EBH foram submetidos a
analise quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia, a determinagdo de minerais por
espectrofotometria de absor¢ao atoOmica e a testes para detec¢do de metabolitos secundarios,
além da quantificacdo de polifenois totais e flavanoides. Avaliou a atividade antioxidante
(método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila [DPPH]; fosfomolibdénio e reducdo do ion ferroso) e a
atividade antibacteriana pela técnica de difusdo em 4gar e por microdilui¢do para determinar a
concentracao inibitoria minima (CIM) e a concentragdo bactericida minima (CBM) dos EBH
contra 14 amostras de C. diphtheriae, 1 de Corynebacterium ulcerans e 1 de
Corynebacterium pseudodiphtheriticum, além disso, verificou a interacdo dos EBH com 6
drogas antibacteriana e a inibi¢do e erradica¢do do biofilme em superficie de poliestireno. A
toxicidade in vitro (hemolise e células Vero) e in vivo (Artemia salina e Tenebrio molitor)
também foi analisada. Algumas espécies vegetais apresentaram os compostos catequina,
naringenina, rutina, quercetina e apigenina e as classes de metabolitos secundarios, fenois,
taninos, flavanoides, triterpenos, esteroides, alcaloides, saponinas € cumarinas. Os principais
minerais presentes nas plantas foram célcio e sodio. E Lafoensia pacari apresentou os maiores
teores de flavanoides (6,264+0,264mg/g) e de polifenois totais (65,33+0,477mg/g) e atividade

antioxidante com a concentracdo eficiente (CEso) de 8,258ug/mIL+0,851 para o método



DPPH. As plantas estudadas apresentaram capacidade de inibir o crescimento de praticamente
todas as amostras testadas, contudo, L. pacari apresentou o maior halo de inibi¢do (64mm)
observado para C. diphtheriae e as melhores CIM (0,002mg/mL) e CBM (15,94mg/mL) para
C. diphtheriae e C. ulcerans. O farmaco cefalotina foi o antibacteriano que mais interagiu
sinergicamente com os EBH, sendo estes de Tithonia diversifolia, Anacardium occidentale,
Psidium guajava e Passiflora edulis. As plantas apresentaram capacidade de inibir a formagao
de biofilme de pelo menos duas amostras bacterianas, principalmente da ATCC 27010, ATCC
27012 e CDC KC279, além disso, esta ultima amostra bacteriana foi a que mais sofreu
influéncia pelos extratos na erradicacao do biofilme. A menor concentragdo citotdoxica (CCsp)
sobre células Vero foi de 112,8+0,06572ug/mL para T. diversifolia, da atividade hemolitica
(CEsp 41,36+£0,06187ug/mL) e concetracdo letal frente A. salina (CLsy 129,97+3,8) para L.
pacari. A menor taxa de sobrevivéncia de 7. molitor foi de 50,56% ao injetar o EBH de P.
edulis. Assim, nota-se que as espécies vegetais estudadas apresentaram propriedades que

podem estimular e direcionar o desenvolvimento de novos fArmacos mais seguros e eficientes.

Palavras-chave: Antibacteriano, Compostos fitoquimicos, Corinebactérias, Plantas,

Substancias citotoxicas.



ABSTRACT

FIRMO, Wellyson da Cunha Araujo. Bioprospec¢io de plantas medicinais do cerrado
maranhense com propriedades antioxidante, antibacteriana contra Corynebacterium spp
e toxicidade: aporte para o desenvolvimento de novos medicamentos. 2018. 165f. Tese
(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) — Universidade Federal do Maranhao, Sao

Luis, 2018.

Corynebacterium diphtheriae is an emerging pathogen, and causes diphtheria, a disease that is
related to the production of diphtheria toxin, already presented resistance to several
antibiotics, including those used in treatment. In view of this context, the present work had the
objective of performing chemical analysis and the study of the antioxidant and toxic activities
of medicinal plants of the Maranhdo savannah and the influence on the biological properties
of Corynebacterium spp. The leaves of 8 medicinal plants were collected in Estreito-MA in
July 2014 and submitted to drying. Exsicates were prepared and deposited for identification in
the Seabra Attic Herbarium of the Federal University of Maranhdo. Hydroalcoholic crude
extracts (HCE) were obtained from dry leaves after maceration with 70% ethanol, at the ratio
of 1:10, for 7 days, under daily agitation. The HCE were submitted to chemical analysis by
high performance liquid chromatography, the determination of minerals by atomic absorption
spectrophotometry and the tests for the detection of secondary metabolites, in addition to the
quantification of total polyphenols and flavanoids. It was evaluated the antioxidant activity
(2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazila [DPPH], phosphomolybdenum and ferrous ion reduction)
and antibacterial activity by agar diffusion and microdilution to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC) and the minimal bactericidal concentration (MBC) of HCE
against 14 samples of C. diphtheriae, 1 of Corynebacterium ulcerans and 1 of
Corynebacterium pseudodiphtheriticum, also verified the interaction of HCE with 6
antibacterial drugs and the inhibition and eradication of biofilm on the surface of polystyrene.
In vitro toxicity (hemolysis and Vero cells) and in vivo (Artemia salina and Tenebrio molitor)
was also analyzed. Some plant species showed the catechin, naringenin, rutin, quercetin and
apigenin compounds and the classes of secondary metabolites, phenols, tannins, flavanoids,
triterpenes, steroids, alkaloids, saponins and coumarins. The main minerals present in the
plants were calcium and sodium. Lafoensia pacari presented the highest levels of flavanoids
(6.264+0.264mg/g) and total polyphenols (65.33+0.477mg/g) and antioxidant activity with an
effective concentration (ECsy) of 8.258ug/mL+0.851 for the DPPH method. However, L.



pacari showed the highest inhibition halo (64mm) observed for C. diphtheriae and the best
MIC (0.002mg/mL) and MBC (15.94mg/mL) for C. diphtheriae and C. ulcerans. The
cephalothin drug was the antibacterial that most interacted synergistically with the HCE,
being these of Tithonia diversifolia, Anacardium occidentale, Psidium guajava and Passiflora
edulis. The plants had the ability to inhibit the formation of biofilms of at least two bacterial
samples, mainly of ATCC 27010, ATCC 27012 and CDC KC279, in addition, this last
bacterial sample was most influenced by the extracts in biofilm eradication. The lowest
cytotoxic concentration (CCsp) on Vero cells was 112.840.06572ug/mL for 7. diversifolia,
hemolytic activity (ECso 41.36+£0.06187ug/mL) and lethal concentration against 4. salina
(LCsp 129.9743.8) for L. pacari. The lowest survival rate of 7. molitor was 50.56% when
injecting the HCE of P. edulis. Thus, it is observed that the studied plant species presented
properties that can stimulate and direct the development of new drugs safer and more

efficient.

Keywords: Antibacterial, Phytochemicals compounds, Corynebacteria, Plants, Cytotoxic

substances.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdao usadas para curar doengas desde o aparecimento da espécie
humana na terra. Estas contém em suas esséncias principios ativos, 0s quais, ao serem
experimentados no combate as doencas, revelam seu poder curativo (BADKE et al., 2011).
Portanto, as plantas medicinais contribuem fortemente para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas por meio de seus metabolitos secundarios (CALIXTO, 2005; FIRMO
etal., 2011).

Os micro-organismos do género Corynebacterium, juntamente com os dos géneros
Mycobacterium ¢ Nocardia, fazem parte do grupo CMN por apresentarem paredes celulares
complexas, acidos micolicos, fator corda, reatividade cruzada, etc (COCITO; DELVILLE,
1985). Segundo “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature”, o género
Corynebacterium, apresenta mais de 100 espécies e de 10 subespécies, sendo, na sua maioria,
isoladas de animais ou humanos (KHAMIS; RAOULT; SCOLA, 2004). O
género compreende bacilos Gram positivos, pleomorficos, aerdbios, desprovidos de
mobilidade e capacidade de esporulagdo. As corinebactérias podem se apresentar
individualmente, em pares ou palicadas. Algumas espécies possuem granulos metacromaticos,
que sdo reservas de fosfatos de elevada energia (BIBERSTEIN, 1994).

Corynebacterium diphtheriae (bacilo diftérico) ¢ a espécie considerada principal
agente etiologico da difteria. Devido a sua complexidade bioquimica, a espécie foi
subdividida em quatro variedades, hoje classificadas em subespécies: gravis, mitis,
intermedius ¢ belfanti (CLARRIDGE; SPRIGEL, 1995; FUNKE et al., 1997; FUNKE;
BERNARD, 2007). A difteria ¢ uma doenca bacteriana toxémica de evolu¢do aguda com
manifestagdes locais e sistémicas, podendo levar a formagdo de uma pseudomembrana de
coloragdo branco-acinzentada, invasiva e muito aderente, que ¢ um dos aspectos da
enfermidade em sua forma classica e pode se estender desde a amigdala até a traqueia
(MACAMBIRA; FORMIGA; FORMIGA, 1994; CLARRIDGE; SPRIEGEL, 1995;
FORMIGA, 1999).

A doenga permanece como uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo
o mundo (GALAZKA, 2000; KHAN et al., 2007; SANTOS et al., 2015). No Brasil, em 2010,
houve um surto epidémico no estado do Maranhao, atingindo trés municipios (Jatoba, Colinas
e Sdo Domingos). Foram confirmados 27 casos, a maioria em criancas ¢ adolescentes de até

15 anos, com trés oObitos provocados pelo C. diphtheriae, sendo que dois individuos tinham
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historico de vacinagdo completa. A subespécie isolada nesse surto foi intermedius (SANTOS
et al., 2015).

Corynebacterium ulcerans pode ocasionar lesdes dermonecrdticas em decorréncia da
producao de toxina soltvel diferente da toxina diftérica (GILBERT; STEWART, 1926; DIAS
et al., 2011), C. ulcerans pode produzir toxina homodloga a Toxina Diftérica (TD), causando
quadros de difteria classica (respiratoria e cutanea). Na Inglaterra, 20 casos de difteria foram
relatados entre 2007 e 2013 (BOTH et al., 2015), sendo 12 casos causados por C. ulcerans.
Na Italia, 5 casos de difteria em humanos foram relatados durante a década de 1990, com um
caso causado por C. ulcerans (VON HUNOLSTEIN et al., 2003). No Brasil em 2015, 4 casos
de difteria por C. ulcerans foram relatados em Pernambuco, sendo que um paciente veio a
obito (G1-PE, 2015). O micro-organismo também tem sido relacionado com quadros
pulmonares diversos (SIEGEL; HAILE, 1985; DESSAU et al., 1995; HOMME-Z et al., 1999;
HATANAKA et al., 2003; NUREKI et al., 2007; MATTOS-GUARALDI et al., 2008), além
de sinusite necrotizante (WELLINGHAUSEN et al., 2002). Essas infec¢des humanas, que
podem ser fatais, geralmente ocorrem em adultos com contato proximo com animais
domésticos como cachorros (LARTIGUE et al., 2005; MATTOS-GUARALDI et al., 2008).

Corynebacterium pseudodiphtheriticum ¢é outra espécie importante integrante da
microbiota da nasofaringe e orofaringe de humanos. Que tem sido relacionada com quadros
de infecgdes do trato respiratério em pacientes imunocompetentes e, principalmente,
imunocomprometidos (MANZELLA et al., 1995; CHINER et al., 1999; CAMELLO et al.,
2009; SOUZA et al., 2012; INDUMATHI; SHIKHA; SURYAPRAKASH, 2014). Contudo, o
micro-organismo nao esta restrito apenas a infec¢do do trato respiratério uma vez que outras
infeccdes de origem ndo respiratoria também sdo causadas por este organismo, incluindo
infecgdes cutaneas e geniturindrias, bacteremia, endocardite, artrite séptica, osteite, ceratite,
entre outras (GUTIERREZ-RODERO, 1999; KEMP et al., 2005; CANTARELLI et al., 2008;
GOMPELMANN et al., 2011; ERTURAN; HOLME; IYER, 2012; SOUZA et al., 2012).

A capacidade de desenvolver resisténcia aos agentes antimicrobianos ¢ uma
caracteristica observada em micro-organismos de uma forma geral e o emprego crescente ¢
indiscriminado desses fairmacos esta associado a emergéncia de cepas microbianas resistentes
(BERQUO et al., 2004). A resisténcia aos antimicrobianos pode ter uma origem nao genética
ou pode ser desenvolvida através de base genética durante o tratamento, envolvendo
diferentes mecanismos (TAVARES, 2000).

Estudos realizados com amostras de C. diphtheriae isoladas de quadros de difteria e de

infec¢des invasivas no continente Europeu demonstraram a circulagdo de amostras
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atoxinogénicas e toxinogénicas exibindo tolerancia a penicilina, eritromicina, lincomicina e
rifampicina (PATEY et al., 1995). A investiga¢do da sensibilidade aos antimicrobianos de
amostras de bacilo diftérico isoladas no Brasil evidenciou resisténcia bacteriana ao antibiotico
penicilina (PEREIRA, 2001), a clindamicina e tetraciclina (SANTOS et al., 2015). Camello et
al. (2009) mostraram perfis de resisténcia de C. pseudodiphtheriticum para oxacilina,
eritromicina, clindamicina, penicilina e ampicilina. Além disso, ja foi observado resisténcia a
neomicina para corineformes (ISHII; FREITAS; ARIAS, 2011).

Tendo em vista que bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos representam um
desafio no tratamento de infec¢des, ¢ notoria a necessidade de encontrar novas substancias
com propriedades antimicrobianas para serem utilizadas no combate a esses micro-

organismos (PEREIRA et al., 2004).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso popular de plantas medicinais

A biodiversidade pode ser analisada pelo seu papel evolutivo, ecoldogico ou como
recurso bioldgico. Em relacdo a expressdo recursos bioldgicos, identifica-se os componentes
do meio ambiente que tém uma utilizacdo direta, indireta ou potencial para a humanidade,
como, por exemplo, as plantas medicinais (LEVEQUE, 1999). De acordo com Lopes (2005),
planta medicinal ¢ toda planta que administrada ao homem ou animal, por qualquer via ou
forma, exerca alguma ac¢ao terapéutica.

As plantas medicinais correspondem as mais antigas “armas” empregadas pelo homem
no tratamento de enfermidades de todos os tipos, ou seja, a utilizagdo de plantas na prevengado
e/ou na cura de doencas € um habito que sempre existiu na historia da humanidade (MACIEL
et al., 2002). Indicios do uso de plantas medicinais e tdxicas foram encontrados nas
civilizagdes mais antigas, servindo como importante fonte de compostos biologicamente
ativos (ANDRADE; CARDOSO; BASTOS, 2007).

Nas ultimas décadas, houve crescimento no interesse pelo uso de plantas medicinais e
dos respectivos extratos na terapéutica, constituindo, em certas circunstancias, uma ajuda nos
cuidados primarios de satide e um complemento terapéutico, compativel com a medicina
convencional. Para isso, deve haver garantia de seguranca em relagdo a efeitos toxicos, além
de conhecimentos sobre efeitos secundarios, interagdes, contraindicacdes, mutagenicidade,
dentre outros. A existéncia de ensaios farmacoldgicos e experimentacdo clinica que
demonstrem eficacia para este tipo de medicamento também ¢é de extrema importancia
(ARAUJO et al., 2007).

O conhecimento popular sobre a utilizagdo de plantas medicinais como meio
teraputico ¢ mantido através da tradicdo oral e, por conta deste fator, ha caréncia do
conhecimento cientifico de suas propriedades farmacoldgicas e toxicologicas e pouca
informagio ¢ comprovada sobre os efeitos benéficos e maléficos (OLIVEIRA; ARAUJO,
2007). Muitas vezes, as propriedades farmacoldgicas anunciadas ndo possuem validagdo
cientifica, por ndo terem sido investigadas ou comprovadas em testes pré-clinicos e clinicos.
Além disso, verifica-se também escasso conhecimento a respeito dos constituintes
responsaveis pela atividade farmacoldgica, ou as possiveis interagdes que envolvam as
inimeras moléculas presentes no extrato da planta (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

A domesticagdo, a producdo, os estudos biotecnoldgicos e o melhoramento genético

de plantas medicinais podem oferecer vantagens, uma vez que torna possivel obter
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uniformidade e material de qualidade que sdo fundamentais para a eficicia e seguranga
(CALIXTO, 2000). Mesmo assim, as pesquisas cientificas que visam a valida¢do do uso de
plantas sdo recentes e as praticas populares relacionadas ao seu uso sdo o que muitas
comunidades tém como alternativas viaveis para o tratamento de doengas ou manutencao da
saude (PINTO; AMOROZO; FURLAN, 2006).

A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estima que 80% da populacdo mundial usam
recursos das medicinas populares para suprir necessidades de assisténcia médica privada,
podendo girar em torno de aproximadamente 22 bilhdes de dolares (YUNES; PEDROSA;
CECHINEL FILHO, 2001).

No século XIX o empirismo da alquimia foi suplantado pela quimica experimental que
permitiu a sintese laboratorial de novas substancias organicas. Esse fato foi um dois fatores
determinantes da revolucdo industrial e tecnoldgica que desencadeou a producao acelerada de
novos medicamentos e, a medida que derivados mais puros e concentrados de plantas se
tornaram disponiveis, os médicos priorizaram as drogas sintéticas e passaram a desconsiderar
o papel importante da fitoterapia (SIMOES; SCHENKEL; SIMON, 2001).

Ha alguns anos, percebe-se o interesse governamental e profissional em associar o
avanco tecnologico ao conhecimento popular e ao desenvolvimento sustentavel, visando a
uma politica de assisténcia em saude eficaz, abrangente, humanizada e independente da
tecnologia farmacéutica (FRANCA et al., 2008).

Inimeros estudos cientificos vém sendo feitos no sentido de validar as informagoes
populares referentes ao uso de plantas medicinais. Podemos mencionar o atual e intenso
interesse que os cientistas, bem como a industria farmacéutica denotam ao desenvolverem
pesquisas com o objetivo de descobrir novos principios ativos e também aprimorar as
descobertas de novas atividades farmacologicas de substancias ja conhecidas e oriundas de
plantas. Verifica-se que os segmentos acima citados demonstram preocupacdo quanto ao
desenvolvimento de técnicas de isolamento e identificacdo, producgdo e cultivo de drogas
(origem vegetal), biogénese de principios ativos e outros métodos que levam ao
melhoramento de seus produtos (GURIB-FAKIM, 2006). Tem-se verificado o uso popular de
plantas com a finalidade de obtencdo dos mais variados efeitos medicamentosos, incluindo

sua aplicacdo como antimicrobianos (NOUMEDEM et al., 2013).
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2.2 Plantas medicinais do cerrado maranhense

2.2.1 Passiflora edulis Sims (Maracujazeiro)

Passiflora edulis Sims, conhecida vulgarmente como maracuja, ¢ a espécie mais
comum no Brasil (BEZERRA et al., 2006), pertencente a familia Passifloraceae, que possui
aproximadamente 16 géneros e 650 espécies, sendo o género Passiflora considerado o mais
importante, com cerca de 400 espécies (RIBEIRO et al., 2005; CARLINI et al., 2006).

A planta cresce essencialmente nas regides tropicais, mas também estd presente nas
areas subtropicais e temperadas do mundo (SILVA et al., 2006). Seus frutos sdo saborosos e
muito usados como alimento (GOMES et al., 2006), tém amplo uso na medicina popular,
sendo suas partes aéreas utilizadas tradicionalmente na Europa e na América no tratamento da
ansiedade, insoOnia e irritabilidade (AGRA et al., 2007). Outras propriedades descritas sdo as
analgésicas, antipiréticas, antiinflamatorias e parassimpaticoliticas (MORAIS et al., 2005).
Substancias quimicas, que sdao nela encontradas, incluem alcaloides (harmana, harmina,

harmalina e harmol), flavonoides e carotenoides (BEZERRA et al., 2006).

2.2.2 Psidium guajava Linnaeus (Goiabeira)

Pisidium guajava L., conhecida popularmente como goiabeira, apresenta se na
natureza em forma de arbusto perene da familia Myrtaceae. E uma arvore frutifera, originaria
das Américas Central e do Sul, cultivada em todos os paises de clima tropical. Produz um
fruto de importancia para as regides subtropicais e tropicais, ndo s6 devido ao seu valor
nutritivo, mas também pela excelente aceitacdo para o consumo in natura e grande aplicagdo
industrial (NETTO, 1996; NASCIMENTO; ARAUIJO; MELO, 201 0)

Esta espécie ¢ usada na medicina popular contra colicas, colite, diarreia, disenteria e
dor de barriga (CARVALHO et al., 2002; VENDRUSCOLO et al., 2005; TORRES et al.,
2005; ALVES et al., 2006). Esta espécie, além de possuir quantidade regular de &cidos,
aglcares e pectinas, apresenta em sua constituicdo taninos, flavonoides, 6leos essenciais,
alcoois sesquiterpenoides e acidos triterpenoides (IHA et al., 2008; NASCIMENTO;
ARAUJO; MELO, 2010).

2.2.3 Anacardium occidentale Linnaeus (Cajueiro)
Anacardium occidentale L., pertencente a familia Anacardiaceae, que ¢ constituida por
cerca de 76 géneros e 600 espécies. O género Anacardium possui 11 espécies descritas e A.

occidentale ¢ seu representante mais conhecido (CORREIA; DAVID; DAVID, 2006). O
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cajueiro como ¢ conhecido popularmente ¢ origindria do Brasil, contundo, hoje esta
disseminada por todas as regides tropicais do globo. Devido ao sabor e valor nutricional de
suas améndoas e penduculos (pseudofruto), ¢ bastante utilizado, sendo uma cultura de grande
importancia socio-econdmica para o Brasil (AGOSTINI-COSTA et al., 2004).

Na medicina tradicional, principalmente no Nordeste brasileiro, ja foram descritos
efeitos terapéuticos para aliviar dor de dente, como anti-inflamatério para gengiva e garganta,
bronquites, artrites, colicas intestinais, ictericia, contra diabetes, asma e até mesmo usado
como afrodisiaco (AGRA et al., 2007). Na literatura, encontram-se atividades farmacologicas
comprovadas, como sendo o cajueiro uma planta anti-inflamatéria (FALCAO et al., 2005),
antidiabética (BARBOSA FILHO et al., 2005); inibidor da enzima acetilcolinesterase
(BARBOSA FILHO et al., 2006) e substancias isoladas do fruto demonstraram ser inibidoras
de tirosinase (KUBO et al., 1994). Podem ser encontrados na espécie compostos fendlicos e
catecolicos, ou a mistura destas substancias, denominados lipidios fendlicos (PORTO et al.,

2008; CHAVES et al., 2010).

2.2.4 Azadirachta indica A. Juss (Nim)

Azadirachta indica A. Juss é conhecida no vernaculo como nim, neen, margosa, nime,
lila indio, ou ainda por Melia azadirachta L., Melia indica (A. Juss.) Brandis e Antelaea
azadirachta (L.) Adelb. (KOUL et al., 1990; BENICIO; QUEIROGA NETO; SOUSA, 2010).
E uma planta pertencente a familia Meliaceaec (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005), é
originaria do Sudeste da Asia e amplamente distribuida na Africa, Australia, América Latina e
outras partes tropicais do mundo (PEREIRA et al., 2009).

Esta planta possui diversas aplicagdes, sendo utilizada na medicina indigena para o
tratamento de varias doencas humanas, especialmente contra enfermidades originarias por
bactérias e fungos (LUO et al., 2000; EMERENCIANO et al., 2013). Ag¢des antisséptica,
curativa, vermifuga (BENOITVICAL et al., 2003; PEREIRA et al., 2009), antitilcera, anti-
inflamatoria, anti-infertilidade, hipolipidémica e hepatoprotetora ja foram descritas
(MOSSINL; KEMMELMEIER, 2005).

Muitos compostos ativos ja foram isolados da arvore, sendo que a azadiractina,
encontrada principalmente nas sementes, ¢ considerada o composto mais potente. A atividade
biologica nao apenas do 6leo essencial extraido das sementes, mas também de extratos de
folhas, extrato de sementes e¢ da torta tem sido demonstrada (CARNEIRO; PIGNONI,
GOMES, 2008; ARAUJO et al., 2014).
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2.2.5 Plathymenia reticulata Benth (Candeia)

Plathymenia reticulata Benth, pertencente a familia Fabaceae (FERNANDES, 2002;
FERNANDES; SANTOS; PIMENTA, 2005), ¢ conhecida como vinhatico-do-campo,
vinhatico-do-cerrado ou candeia, ¢ uma planta tipica do cerrado, ocorre desde o Amapa até
Sao Paulo, sendo encontrada em todos os estados da regido Centro Oeste (ALMEIDA et al.,
1998; LOPES; FREITAS; LEMOS, 2010). Sua importancia econdmica ¢ devida a madeira de
alta qualidade e ao uso potencial em recuperagao de areas degradadas (BRAGA et al., 2007,
MOURA et al., 2012).

E utilizada ainda como planta medicinal e possui propriedades antiinflamatorias e
antimicrobianas (FERNANDES et al., 2005; MOURA et al.,, 2012). Existem registros
relacionando as caracteristicas quimicas de P. reticulata de possui como componentes
quimicos taninos e flavonoides (FERNANDES, 2002), bem como a descricdo de dois
diterpenos cassanicos (LEAL et al., 2003; FERNANDES; SANTOS; PIMENTA, 2005).

2.2.6 Tithonia diversifolia (Hemsley) Gray (Estomazil)

Tithonia diversifolia (Hemsley) Gray ¢ originaria da América Central, tendo sido
naturalizada nos trépicos (OWOYELE et al., 2004). E uma planta herbacea pertencente a
familia Asteraceae, conhecida popularmente como margariddo, girassol-mexicano. E muito
utilizada como cerca viva para paisagismo devido a suas belas flores e exuberancia peculiar
(AMBROSIO et al., 2007).

Possui algumas propriedades farmacoldgicas que favorecem o emprego na medicina
popular como antimalérico, anti-inflamatoria, antidiarreica, antiamébica, antimicrobiana e
espasmolitica (LOURENCO et al., 2015) e isso ¢ devido seus extratos apresentarem alguns
metabolitos, tais como terpenoides, diterpenos e as lactonas sesquiterpénicas, que favorece

essas propriedades farmacoldgicas (GOBBO NETO et al., 2008; PAULA, 2010).

2.2.77 Stryphnodendron coriaceum Benth (Barbatimao)

Stryphnodendron coriaceum Benth, conhecido popularmente como barbatimao
(MOTA et al., 2008; OLIVEIRA, 2011), ¢ uma arvore mediana comum dos tabuleiros
litoraneos e nos cerrados (MATOS, 1997), apresentando distribuicdo na América Tropical
(MABBERLEY, 1997). No Brasil, nas regides Nordeste, Sudeste ¢ Sul sdo reconhecidas
cinco espécies do género Stryphnodendron: S. coriaceum Benth.; S. barbadetiman (Vell.)
Mart.; S. polyphyllum Mart.; S. rotundifolium Mart. e S. obovatum Benth (SANCHES et al.,
2007).
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O uso dessa planta tem sido relatado no tratamento de diversas doengas, ja foi descrita
atividade antiséptica, antidiarreica, cicatrizante e antimicrobiana (SILVA, 1996), além de
adstringente (MATOS, 1997; RICARDO, 2010) e isso se deve aos seus constituintes
quimicos, que sao na sua maioria taninos, como compostos fenolicos, 6leos essenciais, resinas

e mucilagens, favorecendo o emprego na medicina tradicional (LIMA; AMORIM, 1998).

2.2.8 Lafoensia pacari A. St.-Hil. (Mangabeira)

Lafoensia pacari pertence a familia Lythraceae, a qual ¢ representada por cerca de 600
espécies (MUNDO; DUARTE, 2007). Conhecida popularmente por mangaba brava, pacari ou
dedaleiro (GALDINO et al., 2009). Tem distribuicdo geografica na América Central e
América do Sul, sendo encontrada no cerrado brasileiro (CABRAL; PASA, 2009;
TONELLO, 1997). Pode ser observada no Distrito Federal ¢ nos estados da Bahia, Goias,
Minas Gerais, Maranhdo, Mato Grosso, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa
Catarina, Amapa, Par4, Rio Grande do Sul (PROENCA et al., 2000; CARVALHO, 1994). A
arvore ¢ recomendada para arborizagdo urbana (usadas em paisagismo urbano devido suas
flores grandes branco-amareladas) (SCHEER et al., 2012; FIRMO; MIRANDA; OLEA,
2016), além de ser usada na medicina tradicional brasileira para o tratamento de cancer,
distarbios gastricos, inflamagao e cicatrizagdo (SOLON et al., 2000). Os principais compostos
ativos evidenciaram na planta a presenca de taninos, flavonoides, saponinas, esteroides,

triterpenoides e alcaloides (VIOLANTE et al., 2009).

2.3 Resisténcia bacteriana e uso de plantas medicinais

As doencas infecciosas representam uma importante causa de morbidade e
mortalidade entre humanos, especialmente nos paises em desenvolvimento (NASCIMENTO
et al., 2000). A resisténcia a drogas por patdgenos humanos e animais ¢ um dos casos mais
bem documentados de evolu¢do biologica (DUARTE, 2006), assim, as industrias
farmacéuticas tém sido motivadas para o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas
(NASCIMENTO et al., 2000).

A resisténcia bacteriana ¢ uma das principais causas de emergéncia das doencas
infecciosas e do aumento dos custos em satide decorrentes da redugdo das opgdes terapéuticas
eficazes contra os micro-organismos resistentes. Tal aumento de resisténcia dos micro-
organismos aos antibioticos comumente usados ¢é, atualmente, uma preocupagdo da saude
publica tanto nos paises desenvolvidos quanto paises em desenvolvimento (LEANDRO et al.,

2013). O uso abusivo e indiscriminado de antimicrobianos tem proporcionado o surgimento
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de resisténcia dos micro-organismos aos farmacos de uso corrente (QUEIROZ et al., 2014). O
surgimento e a disseminacdo de resisténcia bacteriana ocorrem por diferentes mecanismos
normalmente relacionados a pressao seletiva e também devido ao uso incorreto de antibidticos
(MARTINEZ et al., 2009).

Além disto, as condigdes precarias de saneamento e habitacdo, falta de infraestrutura,
desnutri¢do, alimentos contaminados, sistemas de saide ausentes ou deficientes, sdo fatores
que contribuem para a selecdo e propagacdo de cepas bacterianas resistentes, cuja
susceptibilidade a antimicrobianos pode ser alterada por mutacdes espontaneas (de novo) ou
transferéncia horizontal de genes de resisténcia (ALVAN et al., 2011).

A resisténcia bacteriana pode surgir por aquisicdo de mutagdes ou por aquisi¢ao de
material genético de outras bactérias. Os genes que codificam proteinas envolvidas nos
mecanismos de resisténcia podem estar localizados no cromossomo ou em elementos extra
cromossomicos, como os plasmideos e os transposons, que se movimentam com facilidade de
uma cepa para outra, de uma espécie para outra, ou mesmo de um género a outro (TAVARES,
2001; ROSSI; ANDREAZI, 2005).

A incidéncia de surtos bacterianos associada a taxas crescentes de resisténcia
bacteriana tém preocupado as autoridades da satide, representando gastos econdmicos e perda
de produtividade para as populagdes. Ainda, o fluxo de pessoas, bens de consumo e alimentos
caracteristicos de um mercado globalizado aumentam as possibilidades destes surtos
alcancarem grandes propor¢des rapidamente ao redor do mundo (BUSH et al., 2011).

Apesar da disponibilizacdo de novos antibidticos, a resisténcia bacteriana ocorre em
ritmo crescente nos diferentes patogenos Gram positivos e Gram negativos e representa um
grande desafio terapéutic, ¢ o uso de antimicrobianas no futuro ¢ incerta (ROSSI;
ANDREAZII, 2005), pois sdo frequentes os relatos sobre isolamentos de bactérias que eram
reconhecidamente sensiveis as drogas de uso na rotina, mas que se tornam resistentes a todos,
ou a quase todos, farmacos disponiveis no mercado (SAKAGAMI; KAJAMURA, 2002).

Portanto, devem ser tomadas atitudes que possam reduzir este problema como, por
exemplo, controlar o uso de antibioticos e, desenvolver pesquisas para melhor compreensao
dos mecanismos genéticos de resisténcia e continuar o estudo de desenvolvimento de novas
drogas, tanto sintéticas como naturais (NASCIMENTO et al., 2000; HAIDA et al., 2007).

A necessidade de encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas para
serem estudadas no combate a esses micro-organismos representa um desafio no tratamento

de infecgdes (CATAO et al., 2005). Nesse sentido, as plantas constituem-se importantes



27

fontes de substancias biologicamente ativas, servindo para o desenvolvimento e a sintese de
um grande nimero de farmacos (SANDES; DIBLASI, 2000; HAIDA et al., 2007).

Plantas superiores e aromaticas sao amplamente utilizadas na medicina popular, uma
vez que apresentam amplo espectro de atividade e inibigdo comprovada contra bactérias e
fungos (HULLIN et al.,1998; DUARTE, 2006). Atualmente, estudos sobre atividades de
produtos naturais tém sido enfatizados e eles buscam, principalmente, a atividade destes sobre
micro-organismos, uma vez que as drogas existentes se tornam menos eficazes diante dos
mecanismos de resisténcia (COUTINHO et al., 2004).

De acordo com Gonzalez-Lamothe et al. (2009), os produtos do metabolismo
secundario acumulado pelas plantas podem atuar de duas formas: como “potencializadores de
atividade antibacteriana”, favorecendo a atividade de antibidticos cuja acdo encontra-se
limitada por mecanismos de multirresisténcia desenvolvidos pelos micro-organismos; ou
como “atenuantes de viruléncia”, adequando a resposta do sistema imune do hospedeiro a
infecgao.

O uso de plantas medicinais como agentes antimicrobianos apresenta como principais
caracteristicas a sua origem natural, o que significa mais seguranca para os usuarios € o meio
ambiente; e um baixo risco de aumento da resisténcia microbiana a sua agdo (DAFERERA et

al., 2003; QUEIROZ et al., 2014).

2.3.1 Biofilmes bacterianos

Bactérias sobrevivem em sistemas naturais de uma forma totalmente diferente
daquelas cultivadas em laboratérios em meios artificiais. Para persistir em ambientes hostis,
como em tecidos do hospedeiro (onde hd a presenca de anticorpos e fagocitos) ou em
superficies inertes expostas a condi¢des indspitas (como luz ultravioleta, dessecagdo, calor e
frio), elas se adaptaram formando biofilmes (OLSON et al., 2002).

Biofilmes sdo sistemas biologicos com elevado nivel de organiza¢do, onde micro-
organismos formam comunidades estruturadas e funcionais, envolvidas por uma complexa
matriz extracelular de substincias poliméricas fixadas a superficies bidticas ou abioticas.
Assim, garantem o estabelecimento de um sistema de comunica¢do que coordena atividades
metabolicas para beneficio mutuo, bem como a producdo de fatores de viruléncia que
facilitam a disseminag¢do no hospedeiro (STOODLEY et al., 2002).

Em geral, as etapas de desenvolvimento de um biofilme microbiano incluem: (i) a
fixagdo inicial reversivel a uma superficie, seguida pela (ii) fixacdo irreversivel e formacao de

microcolonias, (ii1) maturacdo das microcolonias em um biofilme maduro envolto em
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exopolissacarideos (EPS), e, finalmente, (iv) a dispersdo, onde células individuais ou em
grupos se desprendem do biofilme, retornando ao modo de vida planctonico e, portanto,
fechando o ciclo de desenvolvimento de um biofilme (STOODLEY et al., 2002). Acredita-se
que o processo comece quando as bactérias sentem certos parametros ambientais que acionam

a transicdo do crescimento planctonico a vida em uma superficie (DAVEY; O’TOOLE,

2000).

2.3.2 Infecgdes associadas a biofilmes bacterianos

Casos de infeccdo associada a biofilmes bacterianos incluem exemplos bem
conhecidos de infecgdes relacionadas a dispositivos médicos, como cateteres, articulagdes
artificiais, valvulas cardiacas prostéticas, proteses artificiais e lentes de contato. A
organiza¢do em biofilme protege os micro-organismos do sistema imune do hospedeiro e da
acdo de substancias antimicrobianas (FUX et al., 2005).

Estima-se que 60% das infeccdes bacterianas e 65% das infecgdes nosocomiais
estejam associadas a formacgao de biofilme, como por exemplo: caries (Streptococcus spp.
acidogénicos), periodontite (bactérias Gram-negativas orais), fascite necrotizante
(Streptococcus pyogenes), prostatite bacteriana (Escherichia coli e outras bactérias Gram-
negativas), pneumonia em pacientes com fibrose cistica (Pseudomonas aeruginosa e
Burkholderia cepacia), endocardite bacteriana (Streptococcus do grupo viridans e
Staphylococcus spp.), mastite (Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus), linfadenite
(Corynebacterium pseudotuberculosis), enterite (E. coli, Salmonella spp.), infecgdes de ferida
(S. aureus, P. aeruginosa) (FUX et al., 2005) e de sitio de inserc¢ao de cateter (C. diphtheriae)
(GOMES et al., 2009).

Mesmo em pacientes com excelentes respostas imunes celulares e humorais, as
infec¢des relacionadas a biofilmes bacterianos sao raramente resolvidas pelos mecanismos de
defesa do hospedeiro. Na verdade, elas sdo geralmente cronicas e de dificil tratamento,
apresentando sintomas recorrentes, mesmo apos ciclos de terapia antimicrobiana, sendo
eliminadas do corpo muitas vezes somente cirurgicamente ou com altissimas doses de agentes
quimioterapicos. Por tudo isso, o custo do tratamento destas infec¢des € elevado: cerca de um
bilhao de dodlares por ano (POTERA, 1999).

Crescentes sao os dados in vitro que indicam que micro-organismos em biofilmes
(sésseis) podem se tornar substancialmente mais resistentes a ag¢do de agentes

antimicrobianos que aqueles cultivados planctonicamente (GOMES et al., 2013).



29

Para alguns antibioticos, a concentracdo necessaria para eliminar bactérias sésseis
pode ser até mil vezes maior que aquela para eliminar as formas planctonicas. Portanto, o uso
de testes laboratoriais que selecionam quimioterapicos somente com base em fenotipos
planctonicos pode ser inadequado em algumas circunstancias, gerando controvérsias sobre sua
utilidade clinica (OLSON et al., 2002). Nesse sentido, o estudo de testes de susceptibilidade
simples que possam detectar a concentragao inibitéria minima para a erradicagao de biofilme
(CIMEB) representa um passo importante para os laboratérios de microbiologia clinica e
certamente terd um impacto positivo na conduta médica frente aos pacientes, permitindo
estabelecer a terapia antimicrobiana adequada para impedir o desenvolvimento de resisténcia

(FUX et al., 2005).

2.4 Atividade de plantas medicinais sobre Corynebacterium spp

A necessidade de encontrar alternativas para o controle microbiano tem direcionado
muitas pesquisas no sentido de buscar produtos que sejam eficazes, econdmicos e
ecologicamente viaveis. Estudos realizados com produtos naturais possuindo atividade
bioldgica tém sido direcionados no sentido de oferecer alternativas confidveis para o controle
microbiano, principalmente a partir de produtos bioativos obtidos de plantas com
propriedades terapéuticas de uso rotineiro (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002).

A Tabela 1 mostra as espécies vegetais que inibiram diferentes amostras de

Corynebacterium.

2.5 Infeccdes causadas por bactérias do género Corynebacterium

2.5.1 Difteria e Corynebacterium diphtheriae

A difteria ¢ uma doenca bacteriana toxémica de evolugdo aguda, que permanece como
uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo, inclusive em paises em
que foram implantados programas de imunizacdo da populagdo infantil contra o agravo da
doenca (GALAZKA, 2000; KHAN et al., 2007; MAN et al., 2010; SANTOS et al., 2015).
Apesar dos relevantes conhecimentos adquiridos durante os anos em diferentes areas, as
estratégias disponiveis para erradicar a doenca ainda sao insuficientes (MATTOS-
GUARALDI; HIRATA JUNIOR; DAMASCO, 2011).

O principal agente etiologico da difteria ¢ C. diphtheriae, que compreende bacilos
Gram positivos, pleomorficos, aerdbios, desprovidos de mobilidade e capacidade de

esporulagdo. Esta espécie foi caracterizada em quatro subespécies - gravis, mitis, intermedius
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e belfanti (CLARRIDGE; SPRIGEL, 1995; FUNKE et al., 1997; FUNKE; BERNARD,
2007).

As manifestacdes locais e sist€émicas da difteria t€ém sido relacionadas a agdao da TD,
que ¢ o fator de viruléncia mais bem estudado do C. diphtheriae (PAPPENHEIMER, 1993;
WANG; LONDON, 2009; MAN et al., 2010). A TD atua em todos os tecidos, mas possui um
especial tropismo para o miocardio, sistema nervoso, rins e supra-renais (HADFIELD et al.,
2000).

A TD ¢ um polipeptideo de 535 aminoacidos com peso molecular de
aproximadamente 62 mil daltons; composta de dois fragmentos, A (TDA) e B (TDB), ligados
por pontes dissulfeto. TDA ¢ enzimaticamente ativo, enquanto TDB, embora seja toxico, ¢
indispensavel para a penetracdo de TDA no citoplasma da célula (FUNKE et al., 1997,
D’SILVA; LALA, 2000).

Além da capacidade de inibicao da sintese protéica (CHANG et al., 1989a; MATTOS-
GUARALDI; HIRATA JUNIOR; DAMASCO, 2011), a TD possui atividade de clivagem
internucleossomal de DNA (indicativo de inducdo de apoptose) atribuida a TDA (CHANG et
al., 1989b; NAKAMURA; WISNIESKI, 1990), processo que precede a citolise e ndo parece
ser decorrente da inibigdo da sintese protéica (MATTOS-GUARALDI; HIRATA JUNIOR;
DAMASCO et al., 2011). Uma unica molécula de TDA, introduzida diretamente no
citoplasma, ¢ suficiente para matar a célula eucaridtica (YMAIZUMI et al., 1978). A TD
apresenta uma dose letal minima menor que 0,1ugKg’, ou seja, 50 a 100ng/kg de peso
corporal, sendo extremamente potente (PAPPENHEIMER, 1993). Nao existem diferencas na
produgdo de TD entre as subespécies, porém s6 sdo toxinogénicos 0S micro-organismos que
foram infectados por um bacteriofago temperado, especifico, portador do gene tox,
geralmente presente em corinebacteriofagos lisogénicos (B3tox”, ytox', otox'). O micro-
organismo ¢ responsavel pela regulacdo da expressdao do gene fox. A transcri¢do do gene fox €
negativamente regulada por ions de ferro e uma proteina repressora ligante de DNA (DNA-
binding protein) e ferro dependente, denominada DtxR, que atua sobre a regido promotora do
gene da TD. Em ambiente com baixa concentragdo de ferro, o gene regulador dtxR ¢ inibido,
resultando no aumento de produgdo de TD (FUNKE et al., 1997; HADFIELD et al., 2000).

A TD geralmente ¢ considerada o principal fator responsavel ndo so pela destrui¢dao
celular local, mas também pelo acumulo de fibrina (MORTIMER; WHARTON, 1999)
sugerindo que a presenca de bacteridfagos que transportam o gene fox ¢ essencial para a

formagao de pseudomembrana (SABBADINI et al., 2010).
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Os sinais e sintomas iniciais da difteria ndo sdo caracteristicos da doenca, como mal-
estar geral, febre, dor de garganta e perda do apetite (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1995;
GUBLER et al., 1998). A partir do crescimento da bactéria na faringe, forma mais comum da
doenca e, com a evolu¢do do quadro, hd a formacdo de uma pseudomembrana (HOLMES,
2000; HANSMEIER et al., 2006), que se da devido a combinagao dos efeitos do crescimento
bacteriano, producao de toxina, necrose tecidual e resposta imune do hospedeiro (SALYERS;
WHITT, 1994).

A pseudomembrana apresenta colorag@o acinzentada principalmente nas tonsilas, oro e
nasofaringe. Nos casos de maior gravidade, a pseudomembrana pode se estender por todo o
trato respiratério inferior (KADIROVA; KARTOGLU; STREBEL, 2000). Estas placas
pseudomembranosas sdo geralmente constituidas de eritrdcitos, leucdcitos, células epiteliais
necroticas, bactérias e fibrina, sendo um sinal patognomdnico da doenca (SALYERS;
WHITT, 1994; BEAVIS; WEYMOUTH, 1996). A presenga de pseudomembrana tem sido
observada em uma pequena propor¢ao (32,5%) de casos de infeccdo causada por amostras
toxinogénicas de bacilo diftérico, principalmente nos paises em que sdo encontrados muitos
individuos parcialmente imunizados. Sem a presenca de pseudomembrana na garganta, o
paciente normalmente procura assisténcia médica devido ao estado de prostacdo, fraqueza e
dor para deglutir os alimentos (KADIROVA; KARTOGLU; STREBEL, 2000). Segundo
Phalkey et al. (2013), em torno de 64% dos casos confirmados de difteria na India
apresentaram pseudomembrana bem definida. E casos de difteria ocorridos no Brasil no
estado do Maranhao em 2010, 59% dos pacientes apresentaram pseudomembrana (SANTOS
etal., 2015).

A imunidade adquirida contra a difteria ¢ obtida através da vacinagdo com o toxoide
diftérico presente na vacina DTP (vacina triplice bacteriana contra tétano, difteria e
coqueluche) (BONNET; BEGG, 1999; GALASKA, 2000). Nos dias atuais, a vacinagao
configura como uma realidade que traz bons prognésticos para a populacdo, e esta no
calendario regular de imunizagado de paises (BITRAGUNTA et al., 2010).

A significativa reducdo na incidéncia da doenga nos ultimos anos em algumas
localidades se justifica pelo nivel elevado de vacinagdo da populagdo e/ou pela melhoria das
condi¢des habitacionais e de higiene (MATHEIL et al., 1997; MELKER et al., 1999;
MARLOVITS et al., 2000).

Apos trés décadas de controle, a doenca ressurgiu de maneira epidémica no Leste
Europeu, principalmente na Russia e na Ucrania, com aproximadamente 157.000 casos e

5.000 o6bitos reportados no periodo de 1990 a 1999 (GALAZKA; ROBERTSON, 1995; REY
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et al.,, 1996; GALASKA, 2000). Essa epidemia foi inicialmente caracterizada por uma
mudanca na faixa etdria acometida, que passou a ser constituida por individuos acima de 15
anos de idade (REY et al., 1996; DITTMAN et al., 2000). Um nimero elevado (30%) de
casos graves ou fatais também foi observado em individuos vacinados (DITTMAN et al.,
2000).

Outras regides também vivenciaram surtos epidémicos na década de 90, como China
(6.000 casos), Tajakistdo (1.100 casos), india (56.000 casos) e o Equador (centenas de casos)
(GALAZKA; ROBERTSON, 1995; SINGH et al, 1999; DITTMAN et al, 2000;
GALASKA, 2000). Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 1997), os
45 casos de difteria em individuos ndo vacinados, notificados nos Estados Unidos entre 1980
e 1995, relacionavam-se a importagdo de C. diphtheriae de outros paises.

Sharma et al. (2007) relataram a ocorréncia de casos de difteria em Delhi, india, e
arredores, entre 1998 e 2004, principalmente em criangas nio vacinadas. Obitos por difteria,
na India, tém sido documentados em individuos previamente imunizados (DRAVID; JOSHI,
2008; PHALKEY et al., 2013). Entre os anos 2010 e 2011, ocorreram 6.608 casos de difteria
classica na India (onde a cobertura vacinal é inferior a 80%), 1.238 na Indonésia, 240 no
Nepal, 238 no Iran e 194 no Sudao, além de centenas de casos em outros paises (MATTOS-
GUARALDI et al., 2011). Recentemente, nos anos de 2015 e 2016, mais 10 casos foram
confirmados na India no Distrito de Dibrugarh, sendo que os pacientes encontravam-se nio
imunizados ou parcialmente imunizados (DAS et al., 2016).

No Brasil, a difteria ainda pode ocorrer em criangas com esquema de vacinagdo com
DTP incompleto e na idade pré-escolar (BRASIL, 1998). Precarias condi¢des de higiene e
saneamento, assim como imunizac¢do incompleta da populagdo ocasionaram, na década de 80,
surtos isolados em algumas regides do Brasil, como Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Pernambuco, Amazonas e Santa Catarina (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991,
FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993). Entre 1969 e 1985, a difteria atingiu
principalmente criancas com idade igual ou inferior a 10 anos no Rio de Janeiro (FERREIRA,
1990). Nos ultimos 15 anos, ocorreram casos de difteria em quase todos os estados do
territorio brasileiro, incluindo o Maranhdao (MATTOS-GUARALDI et al., 2001; BRASIL,
2007). Neste estado, em 2010, houve um surto epidémico de difteria por C. diphtheriae, o
qual atingiu trés municipios (Jatoba, Colinas e Sio Domingos). Foram confirmados 27 casos,
a maioria em criangas e adolescentes de até 15 anos, e trés obitos foram relatados, sendo que
dois individuos tinham historico de vacinagdo completa. A subespécie isolada nesse surto foi

intermedius (SANTOS et al., 2015).
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Embora a difteria esteja entre as doengas mais bem estudadas, a preocupacdo dos
orgdos de satde publica com a possibilidade de uma pandemia ¢ constante, tanto em paises
em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos. Tal fato se deve a permanéncia do
agente etioldgico circulando na populacdo (GOLAZ et al., 2000; DEWINTER et al., 2005).
DeWinter et al. (2005) mencionaram o Canadd como um potencial reservatorio de amostras
de bacilo diftérico produtoras de TD. Estes casos enfatizam, mais uma vez, a necessidade de
novas estratégias de vacinagdo mais eficazes, direcionadas a individuos de todas as idades e
de diferentes grupos étnicos, uma vez que a introdu¢do de amostras toxinogénicas em uma
populagdo suscetivel pode resultar em surto de difteria (GOLAZ et al., 2000).

A difteria cutanea pode ocorrer a partir de uma lesdo de pele, onde o bacilo se
multiplica (CLARRIDGE; SPRIGEL, 1995). Segundo MacGregor (1990), as infeccdes
cutaneas causadas pelo C. diphtheriae sdo mais contagiosas que as do trato respiratério. Em
regides endémicas, as infecgdes de pele servem como reservatério do bacilo diftérico, uma
vez que o patogeno pode ser encontrado em diversos tipos de lesdes cutaneas, incluindo
picadas de insetos (GALASKA, 2000). Além disso, ¢ interessante lembrar que o bacilo
diftérico pode ser encontrado em sitios pouco comuns, como conjuntiva, esperma, ouvido e
vagina (FORMIGA; MATTOS-GUARALDI, 1993).

A capacidade de produzir doengas invasivas adiciona um novo aspecto atipico ao
processo infeccioso causado por C. diphtheriae. O bacilo diftérico tem sido relacionado com
quadros de sepse, endocardite, osteomielite, artrite ¢ pneumonia (MATTOS-GUARALDI;
FORMIGA, 1998; MATTOS-GUARALDI et al., 2001; DZUPOVA et al., 2005; HIRATA
JUNIOR et al., 2008; HONMA et al., 2009; STAVRACAKIS-PEIXOTO et al., 2011). A
presenca de fatores de risco ndo € necessaria para o desenvolvimento do quadro (MATTOS-
GUARALDI; FORMIGA, 1998).

Cepas de C. diphtheriae isoladas de quadros de difteria e de infec¢des invasivas no
continente Europeu demonstraram a circulacdo de amostras atoxinogénicas e toxinogénicas
exibindo tolerancia a penicilina, eritromicina e outros antibioticos (lincomicina e rifampicina)
(PATEY et al., 1995). A investigacdo da sensibilidade aos antimicrobianos de amostras de
bacilo diftérico isoladas no Brasil evidenciou resisténcia bacteriana ao antibidtico penicilina
(PEREIRA, 2001). Além disso, ja foi observado resisténcia a neomicina para corineformes
(ISHII; FREITAS; ARIAS, 2011). Ramos (2013) identificou estirpes de corineformes
multirresistentes para os géneros Arthrobacter, Brevibacterium e Microbacterium isoladas de
sitios intravenosos, os principais antibidticos com resisténcia para esses micro-organismos

foram penicilina, tetraciclina, gentamicina e clindamicina.
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2.6 Corynebacterium ulcerans

A espécie Corynebacterium ulcerans foi descrita por Gilbert e Stewart em 1926 como
nao pertencente aos biotipos de C. diphtheriae ap0s a caracterizagdao de 31 amostras obtidas a
partir de 1920. Os micro-organismos gelatinase-positivos € nitrato-positivos incluidos nesta
espécie foram capazes de causar lesdes dermonecrédticas em decorréncia da produgao de
toxina soluvel diferente da TD (GILBERT; STEWART, 1926).

A andlise filogenética de sequéncias do gene 16S rRNA permitiu identificar C.
diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis como espécies distintas potencialmente
produtoras de TD. C. ulcerans e C. pseudotuberculosis sao micro-organismos capazes de
hidrolisar a ureia, o que os diferencia presuntivamente da espécie tipo do género, o C.
diphtheriae (RIEGEL et al., 1995).

Além dos quadros de difteria classica (respiratoria e cutanea), C. ulcerans tem sido
relacionado com quadros pulmonares diversos (SIEGEL; HAILE, 1985; DESSAU et al.,
1995; HOMMEZ et al., 1999; HATANAKA et al., 2003; NUREKI et al., 2007; MATTOS-
GUARALDI et al., 2008), sinusite necrotizante (WELLINGHAUSEN et al., 2002), além de
outros (SING et al., 2003).

Inicialmente, os casos de faringite diftérica causada por C. ulcerans em humanos
estavam geralmente relacionados a areas rurais. C. ulcerans tem sido isolado de gado bovino
com quadros clinicos de mastite e de produtos lacteos, sugerindo que o consumo de leite e
derivados poderia estar envolvido na transmissdao do micro-organismo. A descrigdo de um
caso de infec¢dao em individuo que relatou o habito de consumir leite nao fervido/pasteurizado
e de um fazendeiro portador nasal assintomatico do micro-organismo revelou o potencial do
C. ulcerans de circular entre hospedeiros humanos e animais, e de causar difteria de natureza
zoonotica (HIGGS et al., 1967; BOSTOCK et al., 1984; HART, 1984; BARRETT, 1986;
HOMME-Z et al., 1999; DIAS et al., 2010).

Relatos de casos clinicos vém apontando outros animais domésticos, além dos bovinos
e caprinos, como sendo capazes de transmitir o micro-organismo a hospedeiros humanos,
inclusive caes e gatos. No Reino Unido, foram analisadas 81 amostras toxinogénicas de C.
ulcerans de origens diversas. No periodo de 1986 a 2003, foram isoladas 50 amostras de
humanos e sete amostras oriundas de gatos domésticos que apresentavam corrimento nasal
bilateral. Os micro-organismos isolados dos gatos eram pertencentes aos mesmos ribotipos de
C. ulcerans isolados de humanos infectados, sugerindo a possibilidade de gatos serem capazes
de atuar como reservatorio de C. ulcerans (TAYLOR et al., 2002; DEZOYSA et al., 2005;
DIAS etal., 2011).



40

Houve casos relatados de pacientes humanos que ndo apresentavam fatores de risco
associados as infecgdes por C. ulcerans, tais como consumo de leite cru ou ter contato com
animais de fazenda, aumentando a transmissao de C. ulcerans entre pequenos animais € entre
seres humanos (DEWINTER et al., 2005; DEZOYZA et al., 2005; LARTIGUE et al., 2005;
AARON et al., 2006; MATTOS-GUARALDI et al., 2008; SETO et al., 2008; TIWARI et al.,
2008; KATSUKAWA et al., 2009).

Nos ultimos anos a maior parte dos casos de difteria notificados na Europa
(BONMARIN et al., 2009; HOGG et al., 2009; SCHUHEGGER et al., 2009; LEGGEETT et
al., 2010), Japao (KATSUKAWA et al., 2009) e EUA (HALL et al., 2010) tem C. ulcerans
como agente, apresentando como reservatorio inicial animais sejam eles domésticos ou nao.

Em 2005 e 2006, dois casos de difteria causados por C. ulcerans foram descritos na
Franca (LARTIGUE et al., 2005; AARON et al., 2006). Em ambos os casos, a principal
caracteristica foi que a fonte de infeccdo era o cdo de estimagdo, enfatizando a natureza
zoonotica de transmissdo do micro-organismo (AARON et al., 2006). Foi realizada a pesquisa
de portadores/contactantes, ndo sendo isolado o micro-organismo. Mesmo assim, 0s
contactantes foram tratados com administracdo de amoxicilina ou eritromicina, este ultimo no
caso de alergia ao primeiro antibidtico (LARTIGUE et al., 2005). A transmissdo do micro-
organismo homem a homem, no entanto, ainda ndo foi bem documentada (BOSTOCK et al.,
1984; HART, 1984; BARRET, 1986; MATTOS-GUARALDI et al., 2008; TIWARI et al.,
2008).

O crescente nimero de casos de infecgdes por C. ulcerans em caes e gatos ocorridos
nos ultimos cinco anos ressalta a importancia de se ampliar o conhecimento relativo aos
aspectos epidemioldgicos desta zoonose emergente (DEWINTER et al., 2005; DEZOYSA et
al., 2005; LARTIGUE et al., 2005; AARON et al., 2006; SETO et al., 2008; KATSUKAWA
etal., 2009; SYKES et al., 2010).

Nos paises em desenvolvimento o nlimero de casos reportados ¢ bastante reduzido, na
América Latina temos casos descritos em humanos apenas no Brasil (MATTOS-GUARALDI
et al., 2008) e em animais na Argentina (MORRIS et al., 2005). No Brasil no estado de
Pernambuco em 2015 foram confirmados 4 casos de difteria, com registro de um o6bito, o
paciente era do género masculino com faixa etaria de 14 anos, a difteria foi ocasionada por C.

ulcerans (G1-PE, 2015).
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2.7 Corynebacterium pseudodiphtheriticum

No grupo de corineformes estd a espécie Corynebacterium pseudodiphtheriticum, que
nao produz acidos a partir dos carboidratos, sendo capaz de reduzir nitrato, hidrolizar ureia e,
em algumas oportunidades, a tirosina e o hipurato. Micro-organismos pertencentes a essa
espécie formam coldnias com 1 a 2mm de diametro, esbranquicadas, levemente secas, nao
hemoliticas e nao lipofilicas em culturas de 72 horas (FUNKE et al.,, 1997, FUNKE,;
BERNARD, 2007; SOUZA et al., 2015).

Embora C. pseudodiphthericum seja caracterizado como um integrante da microbiota
da nasofaringe e orofaringe de humanos, tem sido relacionado com quadros de infec¢des do
trato respiratdério em pacientes imunocompetentes € principalmente imunocomprometidos
(MANZELLA et al., 1995; CHINER et al., 1999; CAMELLO et al., 2009; SOUZA et al.,
2012; INDUMATHI; SHIKHA; SURYAPRAKASH, 2014).

A patogenicidade dessa bactéria ndo estd restrita apenas a infeccdo do trato
respiratorio, tais como pneumonia, faringite exsudativa, traqueite, bronquite e fibrose cistica.
Outras infec¢des de origem ndo respiratoria também sdo causadas por este organismo,
incluindo infec¢des cutineas e geniturinarias, bacteremia, endocardite, artrite séptica, osteite,
ceratite, entre outras (GUTIERREZ-RODERO, 1999; KEMP et al., 2005; CANTARELLI et
al., 2008; BITTAR et al., 2010; GOMPELMANN et al., 2011; ERTURAN; HOLME; IYER,
2012; SOUZA et al., 2012; SOUZA et al., 2015).

Segundo um estudo realizado por Camello et al. (2003), foi observado que C.
pseudodiphtheriticum foi a espécie de corinebactéria mais predominante em ambiente
hospitalar a partir de diferentes amostras clinicas: urina, feridas cirirgicas e/ou outros tipos de
lesdes cutaneas e abscessos, sitios intravenosos (cateteres e sangue), trato respiratorio inferior,
liquido peritoneal, etc. O micro-organismo também foi isolado a partir de secrecdo do trato
respiratorio inferior e de liquido peritoneal de pacientes portadores do virus HIV.
Adicionalmente, amostras de C. pseudodiphtheriticum isoladas a partir de urina e feridas
cirargicas foram multirresistentes aos antimicrobianos.

Recentemente, um estudo de caso relatou que uma crianga de 6 anos de idade, com
esquema completo de vacinagdo para difteria, presenca de faringite membranosa e
caracteristicas de toxemia, foi diagnosticada clinicamente com difteria. Uma vez que o
paciente apresentou os sinais classicos dessa doenca, foi administrado soro antitoxina diftérica
antes do resultado do diagnoéstico laboratorial, entretanto, o agente etioldgico foi identificado
como C. pseudodiphtheriticum. Testes de toxinogenicidade revelaram que a amostra ndo

produzia a toxina diftérica (INDUMATHI; SHIKHA; SURYAPRAKASH, 2014). De acordo
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com estes autores, somente 3 casos de infecgdes do trato respiratorio superior semelhantes a

difteria e relacionadas ao C. pseudodiphtheriticum foram relatados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Realizar analise quimica e o estudo das atividades antioxidante e toxica de plantas
medicinais do cerrado maranhense, assim como as atividades antibacteriana e antibiofilme

contra Corynebacterium spp.

3.2 Objetivos especificos

Verificar o perfil quimico das espécies vegetais estudadas;

Analisar a toxicidade das espécies vegetais in vitro € in vivo,

Avaliar a atividade antioxidante in vitro das espécies vegetais;

Determinar as concentragdes inibitorias e bactericidas minimas das plantas medicinais
contra C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudodiphtheriticum;

Pesquisar a eficiéncia da combinacao das espécies vegetais e drogas antimicrobianas
convencionais contra 0s micro-organismos;

Avaliar a influéncia das plantas medicinais na formagao e erradicacao de biofilme por

Corynebacterium spp.



44

4 JUSTIFICATIVA

Infecgdes causadas por espécies de Corynebacterium spp ainda representam um
desafio médico global, sobretudo em relagdo a espécie C. diphtheriae, devido ao aumento
significativo do percentual de individuos parcialmente imunes a TD. Com isso, quadros
atipicos de difteria vém complicando o curso clinico e terapéutico, o que alerta para outros
fatores de viruléncia passiveis de serem expressos por cepas de C. diphtheriae, além da TD.
Além disso, tém aumentado os relatos de infec¢des humanas ocasionadas por bactérias
corineformes de origem ambiental ou presentes na microbiota humana e de alguns animais,
como, por exemplo, quadros de difteria classica (respiratoria e cutanea) causados pelo C.
ulcerans e bronquite, faringite exsudativa e outras infecgdes ndo respiratorias como,
endocartide e linfadenite associados ao C. pseudodiphtheriticum.

A capacidade de formacdo de biofilme por micro-organismos patogénicos em
superficies inertes ou em tecidos do hospedeiro estd envolvida na patogénese de diversas
infecgdes e vem sendo considerada como importante fator de viruléncia. Nesse sentido, ja foi
relatado que corinebactérias podem atuar como patdégenos ou copatdgenos em populagdes de
risco, como pacientes imunodeprimidos que fazem uso de dispositivos médicos de longa
duracdo. Autores ja descreveram a capacidade de corinebactérias aderirem a superficies
bidticas e/ou abidticas e formar biofilmes.

Fatores ambientais sdo de extrema importdncia na expressao de propriedades de
viruléncia em diversos patdogenos bacterianos. Os antimicrobianos de escolha para o
tratamento de corinebacterioses ainda sdo a penicilina e a eritromicina. Além de ja ter sido
relatada resisténcia a estes antimicrobianos, por razdes diversas, estes agentes podem ndo
atingir a concentracao adequada nos tecidos ou no ambiente intracelular e passam a atuar
como agentes indutores de alteracdes significativas da ultraestrutura bacteriana, influenciando
na manuten¢do do micro-organismo nos tecidos do hospedeiro.

Apesar da grande diversidade de antimicrobianos que agem sobre diversos micro-
organismos patogénicos, incluindo as corinebactérias, estudos buscam por um antimicrobiano
ideal, ou seja, aquele que apresenta maior espectro de agdo, menor toxicidade, menor custo e
menor indicio de resisténcia bacteriana.

Neste sentido, a investigacdao das caracteristicas dos produtos naturais, assim como o
papel das plantas como agentes antibacterianos tem aumentado potencialmente nos ultimos
anos. A realizacdo de testes de citotoxicidade se faz necessaria, visto que ¢ importante

conhecer se os extratos apresentam atividade toxica contra células eucaridticas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta e identificacio do material vegetal

Foram coletadas 8 espécies vegetais no Parque Nacional da Chapada das Mesas
(Autorizagdo pelo sistema SisBio do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade n° 28007) na regido do municipio de Estreito-MA, em julho de 2014 no inicio
da manha. Foram preparadas exsicatas para a identificagdo e registro pelo Herbario Atico

Seabra da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA).

5.2 Preparacao dos extratos brutos hidroalcodlicos e determinacido do peso seco

As folhas das plantas medicinais foram secas a temperatura ambiente e pulverizadas
com moinho de facas, obtendo-se um p6 grosso (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).
Para a preparagdo dos Extratos Brutos hidroalcodlicos (EBH), 100g aproximadamente, dos
pos das folhas foram submetidos a processo extrativo por maceracdo com alcool a 70%,
utilizando o hidromddulo de 1:10, durante 7 dias, com agitagdo diaria e sob abrigo de luz. Em
seguida, os pds foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo (FIRMO et al., 2014).
O peso seco dos EBH foi determinado em recipientes previamente pesados, que receberam
volume de ImL do EBH, e foram colocados sobre chapa aquecida para evaporacao do
solvente. Foram feitas pesagens a cada meia hora, sendo que apds trés pesagens com valores

iguais foi calculado o peso seco do EBH (BETONI et al., 2006).

5.3 Estudo quimico das espécies vegetais

5.3.1 Determinacao de minerais

Pesou-se 1g do pd das folhas, acrescentou-se 3,0mL de acido nitrico e colocou-se no
sistema de decomposi¢do pressurizado com aquecimento convencional Berghof (bomba de
digestdo). Em seguida, colocou-se a amostra na estufa a temperatura de 180°C por um periodo
de 1 hora e 30 minutos para que ocorresse a digestdo. Apods esse periodo, a amostra foi
transferida para um baldo volumétrico, completando-se o volume de 100mL com agua
deionizada. A andlise das amostras mineralizadas foi para os seguintes minerais; calcio (Ca),
cobre (Cu), ferro (Fe), magnésio (Mg), manganés (Mn), sédio (Na) e zinco (Zn). Os metais
com presenca evidenciada na amostra foram determinados quantitativamente empregando-se
espectrofotometria de absor¢do atdmica (EAA) (ALMEIDA et al., 2002; FREITAS;
SANTOS; MOREIRA, 2013). O teste foi realizado uma vez em triplicata.
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5.3.2 Caracterizacdo fitoquimica

Os EBH foram submetidos a testes fitoquimicos de acordo com a metodologia de
Matos (2009). Os testes realizados avaliaram fenois e taninos (reacdo com cloreto férrico),
flavonoides (teste de variacdo de pH), esteroides e triterpenos (teste de Liebermann-
Burchard), saponinas (teste de espuma), cumarinas (teste com luz ultravioleta) e alcaloides
(identificagao com Dragendorff, Hager e Mayer). Todos os testes foram realizados em uma

vez em triplicata.

5.3.2.1 Teste para detec¢do de fenois e taninos

Em um tubo de ensaio, colocou-se 4mL do EBH e adicionou-se 3 gotas de solugao
alcodlica de cloreto férrico. Em seguida, agitou-se e observou variagdo de cor ou formacao de
precipitado. A mudanga de coloragdo sem precipitagdo indica positivadade para fenois;
desenvolvimento de precipitado escuro de tonalidade azul indica presenca de taninos
hidrolisaveis e formacdo de precipitado escuro de tonalidade verde, aponta a presenca de

taninos condensados.

5.3.2.2 Teste para detec¢do de flavonoides

A determinacdo da presenga de flavonoides se deu utilizando 3 tubos de ensaio, com
4mL de EBH em cada, sendo que, um destes foi acidificado com HCI 1M e o pH ajustado
para 3 e os outros dois tubos foram alcalinizados com NaOH 1M ajustado o pH para 8,5 ¢ 11,
respectivamente. O surgimento de cores diversas indicou a presenga das substancias de acordo

com o Quadro 1.

Quadro 1. Determinacao de flavonoides por mudanca de coloracdo em meio acidificado e

alcalinizados
Substincias pH3 pH 8,5 pH 11
Antocianidinas, 1y ,

antocianidas Vermelho Lilas Azul-prpura

Flavonas, xantonas,

| - - Amarela
flavonois

Chalconas e auronas Vermelho - Vermelho-purpura

Flavononois - - Vermelho-laranja
-, auséncia.

Fonte: Matos (2009)



47

Em seguida, os tubos com pH 3 e pH 11 foram aquecidos cuidadosamente, com
auxilio de uma lampada de 4lcool durante 3 minutos e observou modificagdo de cor (Quadro

2).

Quadro 2. Determinagdo de flavonoides por mudanga de coloragdo apds aquecimento em

meio acidificado e alcalinizado

Substincias pH3 pH 11
Leucoantocianidinas Vermelho -
Catequinas Pardo-amarela -
Flavononas - Vermelho-laranja

-, auséncia.
Fonte: Matos (2009)

5.3.2.3 Teste para detec¢do de triterpenos e esteroides

O extrato seco foi ressuspendido com 10mL de cloroformio; apds, filtrou-se a solugao
cloroférmica, com algodao coberto com alguns decigramas de sulfato de sodio anidro, para
um tubo de ensaio. Adicionou 1mL de anidrido acético, agitou suavemente, e adicionou-se 3
gostas de 4cido sulfurico concentrado. Em seguida agitou e observou-se o desenvolvimento de
cor. Coloragdo azul seguida de verde permanente demonstrou positividade para esteroides

livres e coloracdo parda até vermelha indicou presenga de triterpenos livres.

5.3.2.4 Teste para detec¢do de saponinas

No extrato seco acrescentou 10mL de cloroféormio, apés, filtrou a solucdo
cloroférmica, com algodao coberto com sulfato de sddio anidro, o residuo seco insoluvel em
cloroférmio foi dissolvido em 10mL de dgua destilada e filtrou a solugdo, em seguida tampou
e agitou fortemente o tubo com a solugdo por 3 minutos, a formacao de espuma persistente e

abundante (colarinho) indicou a presenga de saponinas.

5.3.2.5 Teste para detec¢do de alcaloides
Dissolveu o EBH com 20mL de 4cido sulftrico 0,1 M, aqueceu por 2 minutos. Filtrou,
resfriou e separou o filtrado em 3 tubos de ensaio, em seguida gotejou os reativos especificos

de Mayer, Hager e Dragendorff e observou a formagdo de precipitado.

5.3.2.6 Teste para detec¢do de cumarinas
Em um papel de filtro ndo fluorescente e com auxilio de um tubo capilar, fez duas

fortes machas de aproximadamente 1,5cm de didmetro e aplicou sobre uma das manchas uma
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gota de solucdo alcoolica de KOH 1M; em seguida cobriu parcialmente as manchas com um
cartdo opaco ndo fluorescente e expOs o conjunto a agdo da luz ultravioleta por 3 minutos.
Descobriu a parte encoberta ainda sob a luz ultravioleta e observou modificagdo na
fluorescéncia da mancha que foi alcalinizada. O desenvolvimento de fluorescéncia esverdeada
progressiva, forte e visivel na metade ndo encoberta da mancha alcalinizada indicou a

presenca de cumarinas.

5.3.3 Caracterizacdo quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para obtenc¢ao do perfil quimico das amostras, utilizou-se cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Os extratos secos foram diluidos a 10mg/mL em solvente HPLC.
Posteriormente, aliquotas de SpL foram injetadas diretamente na CLAE-UV/Vis com
detecgdo a 254nm. Utilizou-se um sistema CLAE modelo Shimadzu (Shimadzu Corp),
consistindo de um moédulo de distribuicdo de solvente com uma bomba de pistao de duplo,
detector UV-VIS (SPA-10A). A coluna utilizada foi Luna Spym C18 100A (150pum x 4,6pm).
Os solventes de eluigdo utilizados foram A (4cido acético + 2% em 4agua) e B (metanol). As
amostras foram eluidas de acordo com o seguinte gradiente: 5% a 100% de B em 50 min. O
fluxo foi de 1mL/min. A temperatura da coluna foi de 20 °C e o volume de injeccdo da
amostra foi de SuL. Os dados foram coletados e processados utilizando o software LC
Solution (Shimadzu) (ARAUJO et al., 2017). Os padrdes de catequina, naringenina, rutina,

quercetina e apigenina foram diluidos e analisados nas mesmas condicdes.

5.3.4 Determinagao dos teores de polifenois totais e flavonoides totais

As concentracdes de polifenois totais foram determinadas utilizando reagente de
Folin-Ciocalteau (Merck) e carbonato de sodio a 20%, por espectrofotometria ultravioleta
visivel a 760nm (Lambda 35, Perkin Elmer), ap6s 2 horas de reagdo. Os resultados foram
expressos como equivalentes de acido galico (Sigma) (mg/g), calculados a partir de uma
curva padrdo de acido galico (1 a 30pg/mL), usada para obtengdo da equacdo da reta. As
concentracdes de flavonoides totais foram determinadas utilizando solu¢do metanolica de
cloreto de aluminio (AICIl;) a 5%, por espectrofotometria ultravioleta visivel a 425nm.
Quercetina foi utilizada como padrdo e os resultados expressos em mg/g de quercetina
(Merck) (DUTRA et al.,, 2008; FIRMO et al., 2015). A determinacdo dos teores de
flavonoides e polifenois totais dos extratos foi realizada uma vez em triplicata e os teores

foram expressos como média + desvio padrao.



49

5.4 Avaliacao da atividade antioxidante

5.4.1 Determinacao da atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH)

O método utilizado do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) foi descrito
por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Preparou-se solugdo estoque dos EBH e em
seguida foram obtidas solugdes metanolicas em diferentes concentragdes (10, 50 e 100pug/mL)
das quais se retirou aliquotas de 0,5mL e adicionou-sé 3,5mL da solucio de DPPH
(40pg/mL). Apdés 30 minutos de reagdo, ao abrigo de luz em temperatura ambiente, as
absorbancias foram lidas em comprimento de onda de 517nm em espectrofotometro
ultravioleta visivel. O metanol foi utilizado como branco e a solu¢do de DPPH como controle.
A percentagem da atividade sequestradora (%AS) foi calculada pela equagdo: %AS = 100 x
(Acontrole = Aamostra)/Acontroles ONde Acontrole € @ absorvancia do controle (solugdo com radical
DPPH e metanol) € Aumostra € @ absorvancia do radical na presenga dos EBH. Todos os

experimentos foram realizados duas vezes em triplicata.

5.4.2 Atividade antioxidante pela reducdo do complexo fosfomolibdénio

Esse método consiste na formag¢ao do complexo de fosfomolibdénio em meio aquoso,
com coloragdo amarela, quando oxidado, e verde a medida que ¢ reduzido por substancias
antioxidantes. A coloracao verde ¢ mais intensa quanto maior for a propriedade antioxidante
da amostra. O complexo fosfomolibdénio ¢ formado pela reagdo da solucao de fosfato de
sodio (28mL; 0,1mol/L) com solu¢do de molibdato de aménio (12mL; 0,03mol/L) e solugdo
de acido sulfurico (20mL; 3mol/L), em meio aquoso, sendo o volume final, ajustado com
agua destilada para 100mL. Solugdes dos EBH foram preparadas na concentracdo de
200pg/mL e retirou-se uma aliquota de 0,4mL, que foi transferida para um tubo de ensaio e
adicionaram-se 4mL do complexo de fosfomolibdénio. Um branco foi constituido a partir de
0,4mL de 4gua destilada e 4mL do complexo de fosfomolibdénio. A solucdo de 4cido
ascorbico na concentracao de 200pg/mL foi utilizada como padrao. Os tubos foram incubados
por 90 min a 95°C e depois resfriados até temperatura ambiente. Apos isso, procederam-se as
leituras das absorbancias em 695nm. A a¢do antioxidante das amostras foi expressa em
relacdo ao acido ascorbico, considerando que o valor de sua absorbancia corresponde a 100%
de agdo antioxidante. A percentagem da atividade antioxidante (%AA) foi calculada pela
equacdo: %AA=Aamostra — Abranco/ Apadrio — Abranco X 100, onde Aamosira € @ absorbancia de cada

amostra, Apmnco ¢ a absorbancia do branco e Apase € a absorbincia do padrdo (4cido
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ascorbico) (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Todos os experimentos foram realizados

duas vez em triplicata.

5.4.3 Atividade quelante do ion ferroso II (FIC)

Foi determinada usando 0,7mL dos EBH nas concentracdes de 1000 a Spg/mL, diluido
em 0,7mL de agua destilada e misturados com 0,175mL de FeCl, (0,5mM). A absorbancia
(Ag) foi medida a 550nm. Depois disso, a reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,175mL
ferrozina (0,5mM). A mistura foi agitada vigorosamente ¢ deixada a temperatura ambiente
durante 20min e a absorbancia (A;) foi medida a 550nm. Como controle, foi utilizada dgua
destilada (Acontrole). Acido etilenodiamino tetra-acetico (EDTA) (0,5mM) foi usado como
controle positivo (BRUGNARI et al., 2016). Todos os experimentos foram realizados duas

vez em triplicata.

5.5 Avaliacao da atividade antibacteriana dos extratos brutos hidroalcodlicos

5.5.1 Micro-organismos utilizados no estudo

Para a realizacdo dos testes de atividade antibacteriana, foram utilizadas 14 amostras
de C. diphtheriae, uma de C. ulcerans e uma de C. pseudodiphtheriticum, isoladas de sitios e
paises distintos (Tabela 2). Todas as amostras pertencem a bacterioteca do Laboratorio de
Doencas Bacterianas Respiratorias e Sistémicas (LDBRS) da Universidade Ceuma, que
encontra-se estocadas em glicerol e/ou Cystine Tryticase Agar (CTA, Difco).

As amostras foram cultivadas por 24-48h/37°C em meio Trypticase Soy Broth (TSB,
Difco), Trypticase Soy Agar (TSA, Difco) e/ou agar sangue de carneiro e dgar chocolate
telurito (SABBADINI et al., 2010).

Tabela 2. Caracteristicas das amostras de Corynebacterium spp. utilizadas no estudo

Fermentacao

Amostras Subespécie Origem da Sacarose Toxinogenicidade
Corynebacterium
diphtheriae
MA 19 intermedius Difteria/Faringe
Maranhao/Brasil - +
MA 23 intermedius Difteria/Faringe
Maranhao/Brasil - +
MA 52 intermedius Difteria/Faringe
Maranhao/Brasil - +

MA 131 intermedius Difteria/Faringe
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Maranhao/Brasil - +
MA 136 intermedius Difteria/Faringe
Maranhao/Brasil - -
MA 150 intermedius Difteria/Faringe
Maranhao/Brasil - +
INCA 402 Pneumonia/Neoplasia/
belfanti Trato respiratorio + +
inferior/Brasil
INCA 814 Pneumonia/Neoplasia/
mitis Trato respiratorio - +
inferior/Brasil
INCA 5015 mitis Osteomicelite/Brasil -
CAT 5003748 mitis Cateter nefrostomia/ -
Brasil
NCTC 13129 gravis Difteria/Faringe/ +
Reino Unido
CDC-E8392 mitis Difteria/Faringe +
Estados Unidos da
América
*ATCC 27010/ C7; (- mitis Difteria/Orofaringe/ - -
) Estados Unidos da
América
ATCC 27012 mitis Difteria/Orofaringe/ - +
Estados Unidos da
América
Corynebacterium
ulcerans
CDC KC279 NA Pneumonia/Pulmao/ - +
Estados Unidos da
América
Corynebacterium
pseudodiphtheriticum
ATCC 10700 NA Garganta/ Estados - NA

Unidos da América

MA: Maranhdo; INCA: Instituto Nacional do Cancer; CAT: Cateter; NCTC: National Collection of Type
Cultures; CDC: Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GO, USA; ATCC: American Type Culture
Collection; *, Amostras homologas; NA: ndo se aplica.

Fonte: Autores (2018).

5.5.2 Técnica de difusao a partir do pogo

Foram confeccionados pogos de 10mm de diametros em placas de Petri contento meio
Agar Muller Hinton (AMH, Difco). Com auxilio de swab estéril, as suspensdes bacterianas
preparadas em salina estéril com turvagdes correspondentes a 0,5 da escala de McFarland
[1,5x10® unidades formadoras de colonias (UFC)/mL] foram semeadas nas placas. Os pogos
foram preenchidos com aproximadamente 200uL. do EBH (concentracdo, peso seco dos EBH)
e em seguida as placas foram incubadas em estufa por 48h a 37°C. Apos o periodo de

incubagdo, mediu-se com uma régua (milimetro) os halos de inibicdo ao redor dos pogos.
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Clorafenicol (Inlab) (30pg/mL) foi utilizado como controle positivo e dimetilsulfoxido
(DMSO, Vetec) a 10%, solvente utilizado para diluicio do EBH, como controle negativo
(SILVEIRA et al., 2007; FIRMO et al., 2014; MIRANDA et al., 2015). Os experimentos

foram feitos duas vezes em duplicata.

5.5.3 Avalia¢ao da concentracdo inibitoria minima e concentracao bactericida minima

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) foi realizada através da
técnica de microdilui¢do em microplaca. Para isso, foi preparada suspensdes microbianas
correspondentes a 0,5 da escala de McFarland (1,5x10° UFC/mL) e diluidas em meio de
cultura na propor¢dao 1:10. Foi realizada diluicdo seriada na propor¢cdo de 1:2 dos EBH
(concentracdo inicial o peso seco dos EBH) e adicdo de meio de cultura e 10uL do in6culo
bacteriano em placas de 96 pocos (Nest Biotechnology). O volume final de cada pogo foi de
200pL. A microplaca foi incubada a 37°C por 48h. O controle negativo foi meio de cultura e
in6culo; o controle positivo meio de cultura, antibidtico [Clorafenicol (30pg/mL)] e indculo;
o controle da pureza, o meio de cultura. A revelacdo do ensaio foi feita pela adicdo de 30uL
de resazurina (0,03%) em cada poco da microplaca, a qual foi novamente incubada por 30
minutos. A CIM foi a menor concentracdo dos EBH onde ndo houve mudanga de coloragao
do azul para o réseo. Para a determinacdo da Concentra¢do Bactericida Minima (CBM), uma
aliquota de 10pL dos pogos que ndo apresentaram crescimento microbiano visivel foi retirada
e inoculada em placas de AMH. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C por 48h. A
CBM foi a menor concentragdo dos EBH na qual nao houve crescimento celular sobre a
superficie do meio de cultura (KOO et al., 2000; SANTURIO et al., 2007). Os EBH foram
considerados como agentes bacteriostaticos quando a razdo CBM/CIM > 4 e agentes
bactericidas quando a razdo CBM/CIM < 4 (GATSING et al., 2006). Os ensaios foram

realizados duas vezes em triplicata.

5.5.4 Sinergismo entre os extratos brutos hidroalcodlicos e agentes antimicrobianos
convencionais pelo teste de difusdo em disco (Método de Kirby & Bauer)

O teste de difusdo em disco foi empregado de acordo com as metodologias de
Fernandes Junior et al. (2005) e Betoni et al. (2006) com base no protocolo recomendado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (2003). Foram realizados dois tipos de ensaios,
um antibiograma controle (AC) e outro antibiograma considerado tratamento (AT). Placas de
Petri contendo AMH foram semeadas com suspensdes bacterianas de 14 amostras de C.

diphtheriae correspondentes a 0,5 da escala de McFarland. No AC adicionou discos dos
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agentes antimicrobianos (Oxoid): cloranfenicol (30ug), penicilina (10U), rifampicina (5pg),
eritromicina (15ug), ofloxacino (5pg) e cefalotina (30pg). J4 no AT, além das amostras
bacterianas e os discos dos farmacos antimicrobianos presente no meio AMH, injetou-se
10uL de % da CIM dos EBH sobre os discos. Apos 48h a 37°C, fez-se a leitura das zonas de
inibi¢do (milimetros). Os antibiogramas (AC e AT) foram comparados estatisticamente. Os

ensaios foram realizados duas vezes.

5.5.5 Avaliagao da atividade antibiofilme dos extratos brutos hidroalcoolicos

5.5.5.1 Ensaio de inibi¢ao da formagdo do biofilme por Corynebacterium spp

A partir da adaptagdo das metodologias descrita por Stepanovic et al. (2000) e Gomes
et al. (2013), foram aplicados 200puL de suspensdes bacterianas em TSB (DO 0,2; A=570nm)
nos pogos de microplacas de 96 pogos com e sem 2 da CIM dos EBH (100uL). O controle
negativo conteve apenas o TSB. Apods 48h a 37°C, o contetido de cada poco foi aspirado e
lavado duas vezes com 200uL de PBS (pH 7,2; 0,01M). As células bacterianas anexas
remanescentes foram fixadas com 200uL de metanol a 99% (Synth Labsynth) e foram coradas
com cristal violeta 2% (Cinética Jand Quimica). O corante ligado foi entdo solubilizado com
160uL de acido acético glacial a 33% (Synth Labsynth) e a DO (A=550nm) da solucao foi

medida. Os ensaios foram realizados duas vezes em triplicata.

5.5.5.2 Erradicagdo do biofilme pré-formado por Corynebacterium spp

A partir da adaptacdo das metodologias descrita por Stepanovic et al. (2000) e Gomes
et al. (2013), foram aplicadas 200uL de suspensdes bacterianas em TSB (DO 0,2; A=570nm)
nos pogos de microplacas de 96 pogos. O controle negativo conteve apenas o TSB. Apds 24h
a 37°C, o conteudo de cada pogo foi aspirado e lavado duas vezes com 200uL de PBS e em
seguida acrescentado 200pL de TSB para o controle e 100uL. de TSB mais 100uL de % da
CIM dos EBH nos pogos para verifcar a erradicagdo do biofilme e depois incubou as
microplacas por 24h a 37°C. Apods esse periodo, aspirou o conteudo dos pogos e lavou duas
vezes com 200uL de PBS e as células bacterianas anexas remanescentes foram fixadas com
200puL de metanol a 99% e foram coradas com cristal violeta a 2%. O corante ligado foi entdo
solubilizado com 160pL de acido acético glacial a 33% e a DO (A=550nm) da solucdo foi

medida. Os ensaios foram realizados duas vezes em triplicata.
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5.6 Avaliacao da toxicidade in vitro e in vivo

5.6.1 Atividade hemolitica

Para o ensaio foram obtidas hemécias de humano voluntario e saudavel (com nenhuma
historia recente de antibioterapia ou uso de drogas anti-inflamatodria e/ou doengas infecciosas
ou inflamatoérias 3 semanas antes da coleta da amostra). O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) com Seres Humanos da Universidade Ceuma sob o numero do
parecer: 1.732.522 (ANEXO A).

O ensaio foi realizado segundo o método de Yang et al. (2005). Coletou-se o sangue e
uma aliquota de 4mL foi lavada trés vezes com solucdo salina (0,9%) por centrifugagdo a
3000rpm, durante Smin, sendo o sobrenadante descartado. Os eritrocitos sedimentados no
tubo foram diluidos em solucdo salina até obtengdo de uma suspensao a 1%. Um volume de
0,5mL desta suspensao de células foi misturado a 0,5mL de solugdes contendo concentracdes
de 1000 a Spg/mL dos EBH. As misturas foram incubadas a 37°C, com agitacdo continua,
durante 60min. As solucdes foram, entdo, centrifugadas a 3000rpm por Smin. A absorvancia
do sobrenadante foi medida a 540nm. As suspensdes de hemacias acrescidas de solugdo salina
e de agua destilada foram, respectivamente, os controles hemoliticos minimo e maximo. Para
eliminar a interferéncia dos EBH na absorvancia, foram preparadas solugdes controle
(branco), ndo havendo a adi¢do da solugcdo de hemacias. Todos os experimentos foram

realizados duas vezes em triplicata.

5.6.2 Ensaio de toxicidade em células Vero via brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlico (MTT)

Foram adicionados 100pL de suspensio de células Vero (4 x 10°/mL) em placa de 96
pocos, que foram incubadas a 37°C por 6h, com atmosfera de 5% de CO,. Apds esse periodo,
foi observada a formagdao de uma monocamada de 100% de células aderidas. O meio de
cultura de cada poco foi retirado e em seguida adicionou solugdes dos EBH nas concentragdes
de 1000 a 7,8125ug/mL, dissolvidos em Tampao fosfato-salino (PBS pH 7,2; 0,01M). A placa
foi incubada a 37°C com 5% de CO, e apos 24h, foram adicionados a cada poco 40uL
(5mg/mL) de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdélico (MTT) e a placa
incubada por mais 3h. Os sobrenadantes foram removidos, 100uL de DMSO foi adicionado a
cada poco para interromper a reagdo e solubilizar os cristais de formazana. A placa foi

incubada novamente por 10 min. A densidade optica foi medida em 570nm. A quantidade de
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formazana é diretamente proporcional ao niimero de células viaveis (JANDU et al., 2013;

KARUSKY et al., 2015). Os experimentos foram realizados duas vezes em triplicata.

5.6.3 Ensaio com Artemia salina

O teste de toxicidade utilizando Artemia salina foi realizado segundo a metodologia de
Meyer et al. (1982), com algumas alteragdes. Apos a eclosdo dos ovos € o tempo para as
larvas alcancarem o estddio de metanduplio (24 horas), as larvas foram transferidas para
recipientes plasticos, ficando 10 larvas em cada receptaculo contendo solugdo salina e
solucdes dos EBH nas concentragdes de 1000 a Spg/mL. Como controle negativo utilizou-se,
solugdo salina e DMSO a 0,01%. Apds 24 horas de contato, contaram-se 0s animais mortos.

Todos os experimentos foram realizados duas vezes em duplicata.

5.6.4 Bioensaio utilizando larvas de Tenebrio molitor

As larvas de Temnebrio molitor foram separadas, contadas, pesadas (~ 100mg),
desinfectadas com dalcool a 70% e distribuidas 10 larvas em grupos experimentais (teste e
controle) em placas de Petri. Concentragdes de 1000 a Spg/mL dos EBH foram preparadas a
partir de solucdo salina (0,9%) e DMSO a 1%. Com auxilio de seringa de insulina, injetou-se
10uL dos EBH na regido caudal das larvas na segunda esternite visivel, na por¢do ventral. O
controle negativo foi solug¢do salina (0,9%) e DMSO a 1%. As larvas permaneceram em
temperatura ambiente ¢ a taxa de sobrevivéncia foi observada em intervalos de 24h, durante 5
dias. Para estabelecer a morte das larvas, verificou-se visualmente a melanizagdo e a resposta
aos estimulos fisicos tocando-as suavemente (LIMA et al., 2011; SOUZA et al., 2016). Os

experimentos foram realizados duas vezes em duplicata.

5.7 Analise estatistica

Utilizou o programa GraphPad Prism 6 para analises dos dados de atividade
antibacteriana em difusao em poco, sendo esses expressos como média = desvio-padrao.
Assim como, para os testes que determinaram a concentragdo eficiente, letal e citotdxica
utilizou regressdo linear e ndo linear. O ensaio de sinergismo foi analisado pelo teste de
Mann-Whitney Rank Sum Test e teste T sendo o resultado considerado significativo se
p<0,05. Nos ensaios que verificaram as diferengas entre os grupos a comparacao foi realizada
com o teste de Tukey, sendo o resultado significativo se p<0,05. A curva de sobrevivéncia no

ensaio com as larvas de 7. molitor foi realizada com os testes de Kaplan-Meier analisando os
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resultados com o teste Log-Rank (Mantel-Cox), sendo considerado p<0,05 como

significativo.
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Resumo

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais, entre estes estdo as
plantas medicinais. A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas talvez
tenham sido uma das primeiras formas de utiliza¢do dos produtos naturais O presente trabalho
teve como objetivo a realizagdo de uma prospecgdo tecnologica sobre plantas medicinais com
atividade antibacteriana. Foram utilizadas as bases de artigos cientificos Science Direct, Web of
Science e SCOPUS. Para teses e dissertagoes, o banco de Teses da CAPES, e para patentes, as
bases do INPI, WIPO e EPO. A pesquisa foi realizada em julho de 2014, caracterizando um estudo
documental. Foi possivel observar um quantitativo superior de artigos cientificos em relacdo as
patentes sobre o tema abordado. Na base da WIPO, os descritores que mais almejaram o objetivo
da pesquisa, foram encontrados 38 patentes, o pais com maior niimero de depdsito de patentes foi
Repriblica da Coreia com 27, onde 32 estdo classificadas na Se¢do A (necessidades humanas) e o
ano que ocorreu mais depdsito foi 2003, com 7 patentes. Hd necessidade de mais investimentos em
pesquisas e incentivos na elaboragdo de produtos terapéuticos.

Palavras-chave: antibacteriano, plantas medicinais, prospecgéo tecnoldgica.

Abstract
Natural products are used by humans since ancient times, among these are the medicinal plants.
The search for relief and cure of diseases by eating grass and leaves may have been one of the first
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Maranhdo” da aluna Jéssica Silva dos Santos; (ii) “Analise do perfil de sensibilidade aos
agentes antimicrobianos e do potencial patogénico de amostras de Corynebacterium
pseudodiphtheriticum isoladas de pacientes nosocomiais em Sao Luis-MA” da aluna Jéssica
Mayara Mendes Araujo, ambas bolsistas pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Maranhdao (FAPEMA).



