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Resumo: A combinagdo de avancos no estudo quimico e farmacoldgico das plantas fez
aumentar o interesse mundial pelos fitoterdpicos. Nesta perspectiva, observa-se uma
importancia crescente do estudo de plantas, objetivando fins terapéuticos, aliados a uma boa
aceitabilidade destes produtos no mercado farmacéutico. O estudo das plantas medicinais com
finalidade terap€utica tem contribuido, ao longo dos anos, para a obtencao de varios fairmacos
importantes. Portanto, percebendo o potencial farmacolégico e a ocorréncia de muitas
espécies do género Erythroxylum sendo cultivadas na Paraiba, optou-se pelo estudo
farmacologico de algumas dessas, cujos potenciais farmacoquimicos ainda ndo sdo
conhecidos, fato que podera conduzir a descoberta de novas fontes de substincias naturais
ativas. A integracdo da bioprospec¢do e da farmacologia € uma importante estratégia para a
inovagdo biotecnoldgica. Nesse contexto, esta pesquisa avaliou a atividade antibacteriana dos
extratos metandlicos de espécies do género Erythroxylum, através da técnica de dilui¢do em
microplacas. Os resultados mostraram que os extratos utilizados possuem potencial
farmacoldgico antibacteriano e antifiingico, contribuindo, dessa forma, para o surgimento de
uma opc¢ao terapéutica frente a linhagens de micro-organismos de importincia clinica, um
sério problema tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento.
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INTRODUCAO

As plantas sdo mundialmente empregadas na medicina popular e apesar do uso
indiscriminado das mesmas, até hoje s@o escassos os estudos sobre as suas constituicoes
quimicas e atividades biologicas (MORAES, 2006).

A regido brasileira que apresenta clima semidrido tem como vegetacdo predominante a
Caatinga, e nesta sdo encontradas intimeras espécies vegetais com grandes potenciais
bioquimicos e farmacoldgicos. Diante dessa vasta biodiversidade e da necessidade da
descoberta de novas moléculas bioativas, é de fundamental importincia o estudo
farmacolégico da flora dessa regido, ainda pouco estudada sob esse aspecto.

As plantas produzem um vasto numero de substincias naturais com potencial
antimicrobiano e imunomodulador na tentativa de se adaptarem as agressdes do meio
ambiente. Essas substancias podem ser isoflavondides, indoéis, fitoesterdis, polissacarideos,
sesquiterpenos, alcaldides, glucanas, taninos, vitaminas e minerais que agem cOmo
antioxidantes e coenzimas, além de muitas outras (WILLIAMS, 2001).

Os compostos isolados de plantas sdo substincias cuja estrutura quimica, com raras
excegodes, apresentam grandes diferengas estruturais em relagdo aos antibidticos derivados de
micro-organismos. Estes agentes antimicrobianos isolados de plantas superiores podem agir
como reguladores do metabolismo intermedidrio, ativando ou bloqueando reacdes
enzimaticas, afetando diretamente uma sintese enzimadtica, seja em nivel nuclear ou
ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas (GONCALVES et al., 2005).

Os antimicrobianos constituem um grupo especial de agentes terapéuticos, geralmente
produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. S3o substancias que, em pequenas
concentracdes, devem possuir atividade letal ou inibitdria contra muitas espécies microbianas,
prevenir o desenvolvimento de micro-organismos resistentes, auséncia de efeitos indesejdveis
ao hospedeiro, estabilidade quimica, entre outras. A atividade antimicrobiana é um item
relevante na caracterizacdo de extratos vegetais, dada a importancia e o nimero bastante
grande de doencas infecciosas que acometem o homem (MORAES, 2006).

Nos ultimos anos, a resisténcia de micro-organismos patogénicos a multiplas drogas tem
aumentado devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, comumente comercializados e
usados no tratamento de doencas infecciosas. Essa situacdo tem forcado os cientistas a busca
de novas drogas. Os vegetais sdo uma excelente fonte de busca de novas drogas
antimicrobianas, tendo em vista que a diversidade molecular dos produtos naturais € muito

superior aquela derivada dos processos de sintese quimica (NOVAIS et al., 2003).
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Apesar da grande diversidade de antimicrobianos que agem sobre diversos micro-
organismos patogénicos, estudos buscam pelo ideal, ou seja, aquele que apresenta maior
espectro de acdo, menor toxicidade, menor custo e menor indicio de resisténcia bacteriana,
haja vista que j4 existe resisténcia bacteriana a alguns produtos antimicrobianos (LOBO et al.,
2010). A atividade antimicrobiana desejada pode ser encontrada em espécies de plantas da
Caatinga, ja que esta se apresenta altamente diversificada em espécies que na maioria ainda
nao foi pesquisada cientificamente quanto a agao antimicrobiana.

Nesse cendrio, temos as espécies do género Erythroxylum, que caracterizam-se pela
presenca de alcaloides do grupo tropano, dentre os quais se destaca a cocaina, um alcaloide
natural produzido por E. coca Lam, que foi empregado como anestésico local em pequenas
cirurgias (GRIFFIN; LIN, 2000). Estas espécies podem ser empregadas no estudo e pesquisa
de farmacos com atividade antitumoral. Uma vez que, nove alcaloides tropanos foram
isolados a partir das raizes de Erythroxylum pervillei, em seguida, avaliados quanto a
atividade antitumoral, com os resultados, observou que seis destes alcaloides apresentaram
atividade em células tumorais do tipo KB-V1 (SILVA et al., 2001).

Estudos realizados com outras espécies de Erythroxylum coletadas na Paraiba mostraram a
presenca de substincias isoladas e de extratos com potencial farmacolégico. O estudo
fitoquimico do caule de Erythroxylum caatingae, espécie exclusiva da regido nordeste,
resultou no isolamento e identificagdo estrutural de trés alcaloides tropanos (OLIVEIRA,
2008). Outra espécie presente na regido da Paraiba, a Erythroxylum pungens, rico em
alcaloides tropanos, apresentou atividade anti-hipertensiva, pois provocou relaxamento de
vasos, reduzindo a concentracio de célcio intracelular em células vasculares do musculo liso
de ratos (OLIVEIRA, 2012).

O conhecimento sobre determinadas espécies vegetais com propriedades antimicrobianas
tem sido revisto e ampliado, devido aos crescentes problemas associados ao uso de diversos
antibidticos. Percebendo-se o potencial farmacoldgico e a importancia do género, bem como,
a ocorréncia de muitas espécies de Erythroxylum encontradas na Paraiba, optou-se pelo estudo
de algumas espécies desse gé€nero, cujos estudos quimicos e farmacoldgicos ainda ndo sao
conhecidos, fato que podera conduzir a descoberta de novas fontes de substancias naturais
ativas.

Assim, tendo em vista que a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € considerada
como um problema inerente a terapia antimicrobiana e que, por este motivo, € preciso sempre
a busca de novas fontes terapéuticas que sejam mais eficientes para o tratamento de infec¢des,

0 objetivo deste trabalho é contribuir para o desenvolvimento de um novo biofdrmaco de
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origem vegetal através do estudo farmacoldgico de espécies do género Eythroxylum da
Paraiba, fazendo uso de metodologias especificas, e avaliar a atividade antibacteriana dos
extratos metandlicos de espécies do género Erythroxylum frente a linhagens de micro-
organismos de importancia clinica, incluindo bactérias Gram-positivas, bactérias Gram-

negativas que representam bactérias acido resistente.

METODOLOGIA

Material vegetal

Foram preparados e fornecidos pelo Laboratério de Fitoquimica Experimental do Centro
de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba, que tem como Coordenador o Prof. Dr.
Josean Fechine Tavares, os extratos das espécies: Erythroxylum caatinagae (ECAA),
Erythroxylum revolutum (EREV), Erythroxylum simonis (ESIM), Erythroxylum pauferrense
(EPAU) e Erythroxylum pulchrum (EPUL). Esses extratos foram obtidos a partir do p6 do
caule seco e pulverizado, submetido a macerac@o exaustiva com metano (MeOH) durante 72
horas. O processo foi repetido 4 vezes e a solucdo extraida e concentrada em rotavapor sob

pressao reduzida a temperatura de 35°C, assim obtendo-se o extrato metandlico bruto.
Linhagens de micro-organismos

As dez linhagens bacterianas utilizadas foram: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853, Pseudomonas aeruginosa ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
18739, Escherichia coli ATCC 9097, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538,Staphylococcus epidermides ATCC 12228 e
Streptococcus. Todas sdo CEPAS selvagens e provenientes do Laboratério de Microbiologia
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saide (CCBS) da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG).

Padronizaciao da suspensao bacteriana
As cepas bacterianas foram repicadas do estoque para tubos contendo meio Mueller

Hinton (MH) e incubadas durante 24 horas a 37 °C. Foram retiradas de 3 a 5 coldnias dessa

cultura e transferidas para tubos de ensaio contendo solugdo salina estéril até obter-se
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turvacdo equivalente ao valor 0,5 da escala de McFarland, o que corresponde a 1,5x10°

UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonia por mL).

Preparo das solucoes contendo substancias de referéncia para os controles negativo e

positivo

O controle negativo € a solucdo contendo DMSO e meio BHI, onde se espera que seja
observado a presenga de células bacterianas vivas. O DMSO (Dimetilsulféxido ou sulféxido
de dimetilo) € um composto muito usado como solvente aprético e polar em laboratério e na
inddstria. O caldo BHI (brain heart infusion) € um meio de cultura utilizado para cultivo de
estreptococcos, pneumococos, meningococos, enterobactérias, nao fermentadores, leveduras e
fungos. De coloracdo original amarela e limpida a turvacdo do BHI € indicativo de
crescimento bacteriano. E composto por nutrientes de cérebro e coragio de gado, peptona e
dextrose.

O controle positivo € a solucio contendo antibidtico e dgua destilada, onde espera-se que
seja observado a auséncia de células bacterianas vivas. Utilizou-se a tetraciclina (500 mg), a
ciprofloxacina (500 mg) e cetoconazol (200 mg), pois sdo antibidticos ativos contra um
grande nimero de bactérias Gram positivas ou Gram Negativas e fungos.

A tetraciclina foi utilizada como controle para: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa Staphylococcus epidermides ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 6538e Streptococcus. Preparou-se uma solucido de 125mg em
SmL (Solucdo A: 125mg de tetraciclina em SmL de dgua destilada), e em seguida esta solucao
foi diluida 1/100 em &4gua destilada (Solucdo B: 0,1 mL da solugdo A em 10mL de 4gua
destilada), e por fim a solu¢do B foi diluida 1/10 em caldo Brain Heart Infusion (BHI),
obtendo-se um valor final de 0,5 mL da solucdo B para 4,5mL de caldo BHI, totalizando uma
solucdo final de SmL, a ser utilizada a cada duas microplacas.

A ciprofloxacina foi utilizada como controle para: Pseudomonas aeruginosa ATCC
25853, Pseudomonas aeruginosa ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 18739 e Escherichia
coli ATCC 9097. Preparou-se uma solu¢do de 250 mg em 5 mL (Solucdo A: 250mg de
ciprofloxacina em 5 mL de dgua destilada), e em seguida esta solug¢do foi diluida 1/100 em
agua destilada (Solu¢dao B: 0,1 mL da solucdo A em 10mL de 4dgua destilada), e por fim a
solucdo B foi diluida 1/10 em caldo Brain Heart Infusion (BHI), obtendo-se um valor final de
0,5 mL da solucdo B para 4,5mL de caldo BHI. Todo esse procedimento foi realizado para

utilizacdo a cada duas microplacas.
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Técnica de Microdiluicao

Os extratos vegetais foram preparados em solucdo-estoque de 1000png/mL em Caldo BHI
e adicionado 5% de DMSO. Aos orificios das microplacas das linhas de B a F das colunas de
1 a 10 foram adicionados 100uL de BHI. A seguir, aos orificios da linha A da coluna 1 a 10
serdo adicionados 200uL da solugdo estoque dos extratos vegetais, sendo esse processo
realizado em duplicata, da seguinte forma: aos orificios Al e A2 adicionou-se extrato de
ECAA, aos orificios A3 e A4 adicionou-se extrato de EREV, aos orificios A5 e A6
adicionou-se extrato de EPAU, aos A7 e A8 adicionou-se extrato de ESIM e aos orificios A9
e A10 adicionou-se extrato de EPUL. Apds a homogeneizacao, 100uL. das misturas contidas
nos orificios da linha A, das colunas de 1 a 10, serdo transferidos para a linha B nas colunas
de 1 a 10, respectivamente, e assim sucessivamente até a linha F, que ap6s homogeneizacao
serdo retirados e desprezados 100uL. Dessa maneira sera obtido um volume final de 100uL
nesses orificios da microplaca com as concentragdes finais dos extratos vegetais de 1000; 500;
250; 125; 62,5 e 31,25 pg/mL (orificios controle dos extratos).

Nos orificios da linha G de 1 a 10 foram adicionados 100puL da solugdo de DMSO e caldo
BHI (controle negativo), e aos orificios da linha H de 1 a 10 serfo adicionados 100uL da
solugdo contendo o antibidtico(controle positivo). Posteriormente, serdo adicionados 10uL da
suspensdo bacteriana ou fingica de 1,5x10° UFC/mLem cada orificio da microplaca. Em
seguida as microplacas referente as bactérias foram incubadas a 37° C por 24 horas, € as
referentes a fungos a 37°C por 72 horas.

Ap6s este periodo de incubacdo, a cada orificio da microplaca adicionou-se 20uL de
resazurina, um corante (fenoxazin-3-ona) indicador de oxido-reducdo, que tem sido utilizado
para avaliar a viabilidade e contaminagdo bacteriana e para testar a atividade antimicrobiana.
(PALOMINO et al., 2002 e MONTEJANO, 2005 apud MORAES, 2006). Em seguida, as
microplacas foram colocadas em agitacdo orbital por 1 hora para posterior avaliacdo dos
resultados.

Todo esse procedimento foi realizado, igualmente, para dez microplacas distintas, sendo
cinco delas para bactérias gram-negativas e cinco para bactérias gram-positivas. Cada extrato

foi testado em duplicata na mesma microplaca.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A inibicdo do crescimento bacteriano € evidenciada pela auséncia de crescimento no meio.
A manutencdo da cor azul nos orificios foi interpretada como auséncia de crescimento
bacteriano e o desenvolvimento de cor rosa como presenca de crescimento bacteriano. A CIM
(Concentracdo Inibitéria Minima) foi definida como a menor concentracio de extrato vegetal
capaz de inibir o crescimento de 90% das cepas, ou seja, a menor concentragdo de extrato
vegetal capaz de impedir a mudanga de cor de azul para rosa.

Em todas as microplacas, as colunas 1 e 2 representam os extratos da espécie ECAA, 3 e 4
representam os extratos de EREV, 5 e 6 representam EPAU, 7 e 8 representam ESIM e 9 e 10
representam os extratos de EPUL. Apds todo o processo de microdiluicao e adi¢do do corante

resazurina, tivemos os resultados abaixo:
Para bactérias gram-positivas

Na figura 1A podemos observar que a espécie ECAA (colunas 1 e 2) inibiu o crescimento
bacteriano em todas as concentracdes utilizadas, logo foi o extrato que apresentou melhor
potencial antibacteriano, tendo uma CIM de 31,25 pg/mL. As espécies EREV (colunas 3 e 4),
EPAU (colunas 5 e 6) e ESIM (colunas 7 e 8), apresentaram potencial antibacteriano apenas
para a concentracdo inicial, tendo uma CIM de 1000 pg/mL. Ja os extratos da espécie EPUL
(colunas 9 e 10) apresentaram potencial antibacteriano para as duas primeiras concentracoes,
logo sua CIM ¢ 500 ug/mL, respectivamente. Com relagdo aos controles negativo (linha G) e
positivo (linha H), os resultados foram os esperados, ja que para o negativo, contendo DMSO
e BHI, as células bacterianas cresceram, evidenciando a cor rosa, € para o positivo, contendo
o antibidtico tetraciclina, as células nao cresceram, evidenciando a cor azul.

Na figura 1B observa-se que o extrato de ECAA inibiu o crescimento bacteriano nas duas
primeiras concentragdes, apresentando uma CIM de 500 pg/mL. A espécie EREV impediu o
crescimento celular para trés concentragdes, sendo o extrato com melhor resultado para esta
bactéria, com uma CIM de 250 pg/mL. Os demais extratos ndo apresentaram CIM. Os
controles negativo e positivo foram os esperados.

Na figura 1C os extratos vegetais de ECAA e EREV apresentaram CIM de 1000 pg/mL,
Ja que inibiram o crescimento apenas para a primeira concentragdo. Ja os extratos de EPAU,
ESIM e EPUL ndo apresentaram CIM. No controle positivo, contendo a tetraciclina,

observou-se o resultado esperado.
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Na figura 1D o tnico extrato que inibiu o crescimento bacteriano foi o de EREV, com
uma CIM de 1000 pg/mL. O controle positivo apresentou o resultado esperado e o negativo
nio mudou para a coloragdo rosa.

Na figura 1E nenhum dos extratos vegetais utilizados apresentou CIM para a bactéria. O
controle negativo obteve o resultado esperado, enquanto o positivo ndo permaneceu nha
coloragdo azul, evidenciando o crescimento bacteriano, possivelmente devido ao micro-
organismo em questdo (Staphylococcus epidermides ATCC 12228), ja que ainda na década de
50 foram isolados S. aureus resistentes a eritromicina, tetraciclina e estreptomicina,

dificultando assim o tratamento de infeccdes. (TONDO et al, 2008).

Figura 1 - Resultados das coloragdes obtidas apds adi¢do de resazurina na microplaca contendo o micro-
organismo: A) Staphylococcus aureus. B) Staphylococcus aureus ATCC 25923. C) Staphylococcus aureus
ATCC 6538. D) Staphylococcus epidermides ATCC 12228. E) Estreptococcus.
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Para bactérias gram-negativas

Na figura 6, observamos que o Unico extrato que apresentou potencial inibitério foi o de
ECAA (colunas 1 e 2), para as duas primeiras concentracdes, tendo assim uma CIM de 500
pug/mL. Com relagdo ao controle negativo (linha G) e positivo (linha H), os resultados foram
os esperados, devido a Pseudomonas aeruginosa ter como caracteristica marcante e
preocupante a resisténcia cruzada aos antimicrobianos, que resulta da co-resisténcia, ou seja,
da presenca de multiplos mecanismos de resisténcia num tunico hospedeiro levando a
resisténcia a multiplos farmacos. (FIGUEIREDO et al, 2007). Sendo assim, percebemos que
os extratos de ECAA apresentaram potencial antibacteriano mais elevado que a propria
tetraciclina.

Na figura 7 podemos perceber que nenhum dos extratos vegetais apresentou CIM para a
bactéria utilizada. Apenas dois orificios da microplaca (um de ECAA e outro de EREV)
permaneceram na cor azul, possivelmente por algum erro durante o experimento. Quanto aos
controles positivo e negativo, estes apresentaram os resultados que eram esperados.

Na figura 8 apenas uma coluna do extrato vegetal EREV apresentou CIM de 1000 pg/mL,
o que pode ser levado em consideracdo, apesar da outra coluna ndo ter mostrado o mesmo
efeito na mudanca de cor. Os demais extratos ndo apresentaram potencial inibitério para as
células bacterianas utilizadas. Os controles positivo e negativo também apresentaram o0s
resultados desejados.

Na figura 9 nenhum dos extratos apresentou CIM e os controles também demonstraram os
resultados esperados.

Na figura 10, apesar da terceira linha do extrato EREV, que corresponde a concentracdo
de 250 pg/mL, ter indicado a auséncia de células bacterianas vivas, deve ser desconsiderado,
J4 que para as maiores concentragdes desse mesmo extrato os resultados foram diferentes.
Assim, nenhum dos extratos apresentou CIM. Os controles demonstraram os resultados

esperados.
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Figura 2 - Resultados das coloragoes obtldas apos adi¢cd@o de resazurina na microplaca contendo o micro-
organismo: A) Pseudomonas aeruginosa. B) Pseudomonas aeruginosa ATCC 6538. C) Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853. D) Escherichia coli ATCC 18739. E) Escherichia coli ATCC 9097.
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CONCLUSAO

A técnica de dilui¢do em microplacas utilizando a resazurina mostrou-se reprodutivel, de
facil interpretacdo dos resultados e de facil execugdo, podendo, portanto, ser utilizada para
diferentes micro-organismos, como, bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e fungos.

Os resultados mostraram que os extratos metandlicos vegetais de espécies do gé€nero
Erythroxylum utilizados possuem potencial farmacoldgico antibacteriano e antifingico, sendo
mais potente contra bactérias gram-positivas e fungos, podendo assim ser empregados em

técnicas biotecnoldgicas para descoberta de novos antibidticos.
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