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RESUMO

Os constantes casos de infec¢es por bactérias refratarias aos antimicrobianos demonstram os
riscos evolutivos envolvidos no processo de resisténcia. Desta forma, faz-se premente a busca
por novos medicamentos e estratégias que venham minimizar esta problematica. Paullinia
cupana Kunth (guarand) e Ptychopetalum olacoides (marapuama) sdo espécies vegetais
endémicas e cultivadas na regido amazonica, com disponibilidade de matéria prima para a
obtencdo de produtos biotecnoldgicos. Estas espécies sdo utilizadas na medicina popular
como antibacteriano, com relatos na literatura cientifica que corroboram esta atividade. O
presente trabalho teve como finalidade obter uma fracdo bioativa a partir dos extratos do
guarand e da marapuama, com maior potencial, vislumbrando a obtencdo de um produto
biotecnoldgico. Para alcancar este objetivo o material em pd de Paullinia cupana variedade
sorbilis [(Mart.) Ducke] e Ptychopetalum olacoides provenientes do municipio de
Maués/Amazonas foram submetidas a extracdo exaustiva utilizando sistemas com diferentes
solventes, obtendo-se os extratos: aquoso, hidroalcodlico, metandlico, etandlico, em acetato
de etila e hexanico. Todos os extratos foram submetidos ao método de difusdo em Agar, com
0 objetivo de determinar a atividade contra treze linhagens bacterianas. Os extratos bioativos
mais promissores, hidroalcodlico do guarand e em acetato de etila da marapuama, foram
monitorizados por bioautografia. Os extratos do guarand foram submetidos a técnica de
microdiluicdo em caldo com a finalidade de determinar seu potencial. Apds estes ensaios, 0
extrato hidroalcodlico do guarana foi selecionado, os critérios utilizados foram: potencial
antimicrobiano, maior espectro de acdo e maior rendimento. O extrato hidroalcoodlico foi
semi-purificado por cromatografia em placa de aluminio, obtendo-se uma fracdo bioativa com
concentragOes inibitdrias de 1,25 mg/mL para o S. aureus sensivel a meticilina (extrato 3,12
mg/mL), 0,65 mg/mL para o S. aureus resistente a meticilina (extrato: auséncia de atividade),
1,04 mg/mL para o B. cereus (extrato: 1,56 mg/mL) e 0,65 mg/mL para a C. violaceum
(extrato: 6,25 mg/mL). Conclui-se que a fracdo bioativa apresentou maior potencial
antibacteriano, podendo-se vislumbrar o desenvolvimento de um novo produto

biotecnoldgico.

Palavras Chave: Paullinia cupana, guarand, Ptychopetalum olacoides, marapuama,

antibacteriana, semi-purificagéo.



ABSTRACTS

The constant cases of bacterial infections refractory to medication protocols demonstrate the
risks involved in rolling resistance. Thus, it is urgent to search for new antimicrobial agents
and strategies that will minimize this problem. Paullinia cupana Kunth (guarana) and
Ptychopetalum olacoides (marapuama) and endemic plant species are grown in the Amazon
region, with availability of raw material for the production of biotechnological products.
These species are used in folk medicine as antibacterial, with reports in the scientific literature
supporting this activity. This study aimed to obtain a bioactive fraction from extracts of
guarana and muirapuama, with the greatest potential, seeing the attainment of a biotech
product. To achieve this the material powder Paullinia cupana sorbilis variety [(Mart.)
Ducke] and Ptychopetalum olacoides from the municipality of Maués/Amazonas were
subjected to exhaustive extraction using different solvent systems, yielding extracts: aqueous,
hydroalcoholic , methanol, ethanol, ethyl acetate and hexane. All extracts were subjected to
agar diffusion method, in order to determine the activity against thirteen bacterial strains. The
most promising bioactive extracts, guarana hydroalcoholic and ethyl acetate extract of muira
puama were monitored by bioautography. The extracts of guarana underwent microdilution
technique in order to determine its potential. After these tests, the hydroalcoholic extract of
guarana has been selected, the criteria used were: potential antimicrobial spectrum of activity
higher and higher throughput. The hydroalcoholic extract was semi-purified by
chromatography on aluminum plate, obtaining a bioactive fraction with inhibitory
concentrations of 1.25 mg /mL for S. aureus methicillin-sensitive extract (3.12 mg / mL), 0.65
mg/mL for S. aureus resistant to methicillin (extract: no activity), 1.04 mg/mL for B. cereus
(extract: 1.56 mg / ml) and 0.65 mg / mL for C violaceum (extract: 6.25 mg / mL). It follows
that the bioactive fraction had a higher antimicrobial activity and can be envision the
development of new biotechnological products.

Keywords: Paullinia cupana, guarana, Ptychopetalum olacoides, muira puama, antibacterial,

semi-purification.
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INTRODUCAO

A producéo de fitoterdpicos a partir de fragdes bioativas de extratos é altamente viavel,
pois € de simples padronizacéo, facil obtengdo, menor custo e possui menor probabilidade de
propiciar reagdes adversas. Neste contexto, podem-se citar exemplos de fitoterapicos
elaborados a partir das espécies Ginkgo biloba e do Echinacea herba, que s&o
comercializados na forma de fragcdes semipurificadas obtidas em conformidade com uma
padronizacdo, na qual sdo conhecidas as principais substancias quimicas presentes

(CALIXTO; YUNES, 2001; SCHULZ et al., 2002; WAGNER; BLADT, 2006).

Segundo Schenkel et al. (2004) a obtencdo de fracBes, contendo substancias que, em
conjunto, participam da acdo terapéutica em concentracdo mais elevada, demonstra uma nova
tendéncia de estratégia na producdo de matérias-primas e produtos fitoterapicos, com maior

valor tecnoldgico agregado e constancia da qualidade.

Muitos dos farmacos utilizados no tratamento de doencas infecciosas inicialmente
foram isolados a partir de plantas. E estimado que aproximadamente 25 % dos medicamentos
disponiveis na terapéutica moderna foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir desta

fonte (COE; ANDERSON, 2006; CALIXTO et al., 2001).

Dentre os fatores que fazem do reino vegetal o alvo para isolamento de metabdlitos
com acgdo farmacoldgica pode-se inferir, a sua quimiodiversidade (BASSO et al., 2005).
Sendo importante ressaltar que, das quinhentas mil espécies de plantas existentes, apenas 5 %
ja foram estudadas (VERPOORTE, 1998; YUNES; CECHINEL FILHO, 2001; CARNEIRO

et al., 2008).
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As espécies Paullinia cupana e Ptychopetalum olacoides conhecidas popularmente
Como guarana e marapuama, respectivamente, sdo encontradas na Regido Amazonica e
conhecidas por suas propriedades medicinais, atuando em diferentes quadros clinicos. O
guarana € utilizado na medicina tradicional como estimulante do sistema nervoso,
adstringente e no tratamento de diarréia cronica. Ja o marapuama é utilizado como energético,

afrodisiaco e antibacteriano (BASILE et al., 2005; ALONSO, 2007).

Poucos sdo os estudos que se propGem avaliar a atividade antibacteriana da
marapuama e do guarana, e raros ou inexistentes sdo os que relatam em qual fracdo do extrato
encontram-se 0s compostos bioativos. Conhecer a fragdo bioativa dos extratos da marapuama
e do guarana possibilita a padronizacao e producdo de fitoterapicos a partir da biodiversidade

regional (SCHENKEL et al. 2004; BASILE et al., 2005; ALONSO, 2007). .
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JUSTIFICATIVA

Com o surgimento de novas doengas infecciosas, o reaparecimento de véarias infeccbes
que pareciam ter sido controladas e 0 aumento da resisténcia bacteriana houve a necessidade
de pesquisas dirigidas ao desenvolvimento de novos antimicrobianos (HACKBARTH,
CHAMBERS, 1989; TRUITI et al., 2003; APPELBAUM; JACOBS, 2005). Neste contexto,
as espécies vegetais Paullinia cupana e Ptychopetalum olacoides foram escolhidas para o

estudo da atividade antibacteriana.

Justificando o estudo das espécies supracitadas, sendo de relevante importancia, 0s
registros descritos na literatura dos seus efeitos medicinais e 0s raros artigos cientificos que
abordam suas acGes antibacterianas, entre eles os estudos conduzidos por Basile et al. (2005),

Majhenic et al. (2007), Correia et al. (2008) e Montrucchio e Miguel (2002).

Além disto, as espécies em estudo sdo endémicas da regido Amazodnica e cultivadas
em escala de producdo (COSTA; ACEVEDO, 1999; KURI, 2008; VICENTINI; ROSSI,
1999; MONTRUCCHIO; MIGUEL, 2002). O que viabiliza a elaboracdo de um produto
biotecnolodgico, na forma de fracdo semipurificada, que concentra compostos bioativos. Pois,
0 guarana e a marapuama apresentam substancias quimicas que tem demonstrado notavel
atividade antibacterina, como os alcaldides, taninos, triterpenos, esteroides e flavandides (DI

STASI, 1996; SIMAO E NASCIMENTO, 2002; SCHULZ et al., 2002; ALMEIDA, 2007).

O que nos levou a desenvolver este projeto, com a finalidade de contribuir com o
conhecimento do potencial biotecnolégico das espécies, além de detectar possivel atividade
antibacteriana, e a partir dos extratos bioativos, obter fracbes semi-purificadas e avaliar seus
potenciais antibacterianos, vislumbrando assim a possivel elaboracdo de novos produtos

biotecnoldgicos.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Por milhares de anos, a humanidade tem aprendido sobre os beneficios do uso de
plantas para aliviar e curar doengas. Desde 4.000 a.C. existem registros histdricos sobre a
utilizacdo destas no tratamento de doencas (DUARTE, 2006). As plantas medicinais sdo a
origem de diversos medicamentos modernos e realmente Uteis para os cuidados de saude

primarios (BHATTACHARJEE et al., 2006).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos predominantemente por
plantas e extratos vegetais, 0 que pode ser ilustrado pelas farmacopéias da época. J& no inicio
do século passado, esses recursos comecaram a ser estudados como instrumento cientifico e
se estabeleceu paulatinamente a tendéncia da utilizacdo das substancias ativas isoladas, 0s
chamados “principios ativos”, resquicio da linguagem alquimista da época (SCHENKEL et

al., 2004).

Em 1935 foi demonstrada pela primeira vez, por Paul Ehrlich, a agdo sistémica
antimicrobiana de uma substancia: o corante azo vermelho protosil, que era clivada no
organismo dando origem a sulfanilamida. Posteriormente, foi descoberta a atividade de
compostos produzidos por micro-organismos, 0s antibioticos, o que conduziu a producdo em
massa da penicilina descoberta por Fleming, em 1928 (JAWETZ et al., 1998; MURRAY et

al., 2004).

Atualmente, pesquisas sdo realizadas com a finalidade de se encontrar novos
compostos ativos a partir de substancias oriundas do metabolismo secundéario das plantas. Um
namero significativo de espécies vegetais, aproximadamente 5 % ja foi estudado, no entanto

deve ser vislumbrada a existéncia de cerca de 500.000 espécies de plantas conhecidas, e
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destas, aproximadamente 125.000 encontram-se em florestas tropicais. Além disto, para a
maioria das plantas estudadas somente uma das partes como folhas, raizes ou caule, ou
somente um tipo de preparacdo como 6leos essenciais ou extratos foram analisados (YUNES;

CECHINEL FILHO, 2001; DUARTE, 2006; CARNEIRO et al., 2008).

A grande diversidade encontrada no territorio brasileiro coloca o pais em uma posi¢éo
estratégica para desenvolver a exploracdo racional e sustentada das espécies com valor
terapéutico (BASSO et al., 2005). Esta diversidade bioldgica propria do Brasil é resultante
principalmente da extensdo do pais, que congrega um elevado nimero de biomas (Figura 01),
com ampla variedade de climas, tipos de solo e altitudes, fornecendo um conjunto exclusivo
de pressodes para adaptacdo da vida vegetal nesses ambientes (IBGE, 2004; BASSO et al.,

2005; COUTINHO, 2006).
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Figura 01 — Mapa de biomas do Brasil de 2004.
FONTE: Retirado de < http://www.ibge.gov.br>. Acesso em 20 de outubro de 2010
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Para se adaptar tanto as pressfes externas como ao ataque constante de micro-
organismos, 0s Vvegetais tém evoluido desenvolvendo sistemas especificos de defesa
(ALMEIDA, 2007). Nos vegetais superiores, tém sido observada a presenca de compostos
com amplo espectro de acdo e com potencial para aplicagio como agentes terapéuticos
(ALMEIDA, 2007). Isto seria consequéncia direta de milhdes de anos de evolucdo atingindo
um refinamento elevado de formas de protecdo contra as intempéries, poluicdo e predadores

(BARREIRO, 2002).

Para a elaboracdo de substancias que atuem na defesa contra as pressdes exercidas
pelo ambiente, o vegetal sintetiza e degrada compostos fitoquimicos pelas inUmeras reacoes
anabolicas e catabolicas, que compdem o metabolismo primario e secundario da planta (DI
STASI, 1996). Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios foram negligenciados pela
ciéncia, considerados como produto de excrecdo vegetal, e aparentemente sem utilidade na
sobrevivéncia da espécie. Atualmente, sabe-se que muitas destas substancias estdo
diretamente envolvidas em mecanismos que permitem a adequacao do organismo a seu meio,
garantindo vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo da espécie no ecossistema.
Sendo assim, plantas infectadas por micro-organismos podem produzir um espectro diferente
de metabolitos secundarios, com a finalidade de se defender (DI STASI, 1996;

VERPOORTE, 1998; SANTQOS, 2004).

Os principais metabodlitos secundarios com atividade antibacteriana descritos na
literatura cientifica incluem: lectinas, polipeptidios, acidos fendlicos, quinonas, flavondides,
alcaldides, terpenos e taninos (SCALBERT, 1991; STERN et al., 1996; DI STASI, 1996;

ZHANG; LEWIS, 1997; MARWAN; NAGEL, 2006).

Os flavondides sdo descritos por possuirem atividade antifingica, antiviral e

antibacteriana. Os mecanismos proposto para a atividade dos flavonoides tém sido atribuidos
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a inibicdo da DNA girase e a inibicdo da funcdo da membrana citoplasmatica. Muitos, através
do metabolismo da planta, sofrem um processo de polimerizacdo gerando moléculas maiores,
denominado de taninos e sdo subdividos em diversas classes, das quais as de maior
importancia sdo o0s taninos condensados (proantocianidina: catequina e epicatequina)

(PETERSON; DWYER, 1998; BEECHER, 2003; CUSHNIE; LAMB, 2005).

Os taninos sdo substancias sollveis em &gua e a sua capacidade de formar complexos
com proteinas pode ser a base de sua atividade antimicrobiana (SANTOS; MELO, 2004;
CHUNG et al.,1998; MILA et al., 1996). Além deste mecanismo proposto, 0s taninos podem
atuar inibindo enzimas microbianas extracelulares, privando os micro-organismos de
substratos necessarios ao seu crescimento e através da acdo direta sobre o metabolismo

microbiano, inibindo a fosforilagcdo oxidativa (SCALBERT, 1991).

Os terpendides representam a segunda classe com maior numero de constituintes
ativos, sdo subdivididos em monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e tetraterpenos (DI
STASI, 1996). Ja os alcal6ides sdo substancias de carater basico e se subdividem em inimeras
subclasses, com destaque para os alcaldides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos e
tropanos. Os com nucleo isoquinolinico incluem substancias com atividade antimicrobiana

contra bactérias e fungos (DI STASI, 1996; HENRIQUES et al., 2004).

As xantonas sao classificadas por muitos autores como alcaldides verdadeiros
(RATES 2004). Seu nome ¢ proveniente do grego xanthos que significa amarelo, decorrente
de sua coloracdo caracteristica (KUSTER; ROCHA, 2004). Estudos tém demonstrado a
atividade antibacteriana dessas substancias frente a cepas de Staphylococcus aureus meticilina

resistentes (DHARMARATNE et al., 1999; SOBRAL et al., 2009).

A presenca dos metabdlitos secundarios em estruturas vegetais representa uma
interface quimica entre a planta e 0 ambiente. Assim, podem ocorrer variagdes nas proporgdes

relativas de metabolitos. Em relacdo ao vegetal, esses fatores podem ser divididos em dois
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grupos, os intrinsecos, relacionados ao meio no qual o vegetal vive, como irradiagéo,
temperatura, nutrientes minerais, pH, e micro-organismos, e 0s extrinsecos, relacionados ao
periodo e 0 modo como se efetua a colheita (Figura 02) (OLIVEIRA et al., 1998;

VERPOORTE, 1998; GOBBO-NETO, L.; LOPES, 2007).
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Figura 02 — Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos secundarios em plantas
FONTE — Retirada de GOBBO-NETO; LOPES, 2007

Para a obtecdo dos metabolitos secundarios a partir do material vegetal podem ser
empregados varios procedimento, entre eles o classico utilizando-se solventes de polaridade
crescente, sendo 0s principais 0 hexano (para compostos apolares), e o etanol e metanol (para
compostos mais polares). Com uma extracdo inicial que utiliza solventes de baixa polaridade
obtem-se compostos mais lipofilicos, por outro lado com solventes alcodlicos obtém-se um
amplo espectro de material polar e apolar (saponinas, taninos, flavanoides e acUcares)

(SIMOES et al., 2004).
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1.1.1 Plantas medicinais e a fitoterapia

O uso de plantas medicinais iniciou-se pela observacdo e experimentacdo das
propriedades terapéuticas de determinadas plantas pelos povos primitivos. Deste entdo esse
conhecimento vem sendo lapidado e se disseminando de geragdo a geracdo (TUROLLA;

NASCIMENTO, 2006).

Ainda hoje muitas comunidades, principalmente aquelas com condi¢des socio-
econémicas menos favorecidas, utilizam plantas medicinais como principal, e muitas vezes,
unico recurso para o alivio de seus males (MACIEL et al., 2002; CAETANO et al., 2002). Ja
nos paises mais desenvolvidos observa-se um maior uso de fitorapicos influenciado pelo
modismo de consumo de produtos naturais (VEIGA JUNIOR et al.,, 2005). O que é
corroborado pela a Organizacdo Mundial de Saude, que recomenda a fitoterapia como uma

forma de apoio as acdes de atendimento primario de saude (AVANCINI et al., 2002).

No Brasil, sdo crescentes as pesquisas com a finalidade de ampliar os conhecimentos
disponiveis sobre plantas. Entre os fatores que estimulam o aumento da investigacdo de
produtos fitoquimicos estd a comprovada eficacia de substancias originadas de espécies
vegetais como os alcaldides da vinca, com atividade antileucémica, e do jaborandi, com
atividade antiglaucoma; a sintese de farmacos a partir da matéria prima vegetal e a auséncia
de uma monografia completa e moderna das plantas nativas brasileiras. Outro fator de
relevancia € o fato de que muitas espécies sdo usadas pela populacdo de forma empirica, sem

respaldo cientifico quanto a eficécia e seguranca (YUNES et al., 2001; FIGLIO et al., 2006).

Diante dos inumeros fatores que incitam o estudo dos produtos derivados da
biodiversidade, as pesquisas em bioprospeccdo tornam-se essenciais. Viabilizando tais
pesquisas fazem-se primordiais amplos debates envolvendo o tema, sobretudo no Brasil por
ser um pais em desenvolvimento e detentor de rica biodiversidade e de conhecimentos

tradicionais (FUNARI; FERRO, 2005).
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Sabendo-se do potencial do Brasil e vislumbrando as possibilidades da biodiversidade
0 Ministério da Saude formulou diretrizes que determinam prioridades na investigacdo das
plantas medicinais e a implantacdo da fitoterapia como prética oficial da medicina, orientando
as Comissoes Interinstitucionais de Satde (CIS) a buscarem sua inclusdo no Sistema Unico de

Sadde (SUS) (VEIGA JUNIOR, 2008).

A idéia primordial do uso de fitoterapicos ndo é substituir os medicamentos ja
comercializados, mas sim aumentar a opcdo terapéutica ofertando medicamentos
equivalentes, também registrados, talvez mais baratos, com espectro de acdo mais adequado e
com indicacdes terapéuticas complementares as medidas existentes, mas sempre em
obediéncia aos preceitos éticos que regem o emprego de xenobidticos na espécie humana. Os
objetivos secundarios seriam a valorizacdo das tradigdes populares e o fornecimento de
substrato autoctone para o desenvolvimento da indudstria farmacéutica local (LAPA et al.,

2004).

Pode-se inferir, portanto que, a natureza oferece um enorme potencial para a
descoberta de novos compostos bioativo fitoterapico, e que, para tanto, fazem-se essenciais
pesquisas direcionadas para a bioprospeccao da quimiodiversidade. Uma forma assertiva de
conduzir esses estudos é por meio de uma abordagem etnofarmacoldgica, que consiste em
combinar informagdes adquiridas junto a comunidades locais que fazem uso da flora
medicinal com estudos quimico-farmacolégicos realizados em laboratérios especializados
(ELISABETSKY; SOUZA, 2004; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Neste contexto, as
espécies vegetais Paullinia cupana e Ptychopetalum olacoides foram escolhidas para o estudo

de possivel atividade antibacteriana e a obtencéo de fracbes semipurificadas bioativas.
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1.1.1.1 Espécie vegetal Paullinia cupana Kunth

A espécie Paullinia cupana Kunth pertence a familia Sapindaceae, que conta com
cerca de 150 géneros e 2000 espécies. A Paullinia cupana cresce em areas tropicais e
subtropicais da América, com alta frequéncia na Amazonia brasileira, venezuelana e Guianas,
a partir da regido ocidental do rio Tapajos até a bacia do Rio Madeira, e partes do Paraguai e
do Uruguai, (COSTA; ACEVEDO, 1999; ALONSO, 2007). A Paullinia cupana variedade
sorbilis [(Mart.) Ducke] é cultivada na Amazonia brasileira, na regido do municipio de

Maués, que produz cerca de 400 toneladas por ano (RATES, 2004; KURI, 2008).

E popularmente conhecida como guarand, cupana, guandyuba, guaranazeiro,
uaranazeiro, varand, paulinia, narazazeiro, naranajeiro, narana, guarana-uva, guaranaina,
uarand e guaranalva (MARTINS, 1989; OLIVEIRA et al., 1998; CORREA et al., 1998;
ALONSO, 2007). O nome guarana foi conferido a espécie Paullinia cupana devido ao
conhecimento que tinham os indios guaranis que usavam as sementes para produzir um tonico
estimulante, bebida chamada por eles de elixir da vida. Além disto, era também muito
empregada pelos indios do Orinoco e Maués, que consideravam a planta sagrada. Uma lenda
atribui a origem da semente de guarana aos olhos de uma deusa, que teria virtudes secretas

(HENMAN, 1982; RATES, 2004; ALONSO, 2007).

Algumas tribos da Amazo6nia tém utilizado o guarand no tratamento de diarréia
crénica, como analgesico, febrifugo, para tratar hipertenséo, enxaqueca, neuralgia e disenteria
(BASILE et al., 2005). O uso popular compreende uma variedade de fins terapéuticos,
inclusive como tonico, estimulante do sistema nervoso, assim como um agente antidiarreico e
diuretico (ALONSO, 2007).

Conforme descrito na literatura cientifica, o guarana tem uma acgdo protetora no DNA

de hepatdcitos de ratos, reduz a lesdo gastrica induzida por etanol e indometacina, melhora o
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desempenho cognitivo e reduz a fadiga mental. Pode agir na prevencdo da carcinogénese,
reduzindo a expansdo das células pré-neoplasicas (CAMPOS et al., 2003; FUKUMASU et

al., 2006; KENNEDY et al., 2008).

Além do uso medicinal, 0 maior interesse pelas sementes do guarand é da industria de
bebidas, como refrigerantes e licores, e na composicdo de uma variedade de suplementos
alimentares, principalmente devido ao alto teor de cafeina (BASILE et al., 2005; FREITAS et
al., 2007; KURI, 2008).

Dentre as caracteristicas morfoldgicas, 0 guaranazeiro é descrito como uma liana semi-
arbustiva trepadora de 1,5 a 3 metros de altura, que busca a direcdo da luz disponivel na parte
superior da floresta. Suas folhas sdo numerosas, eliptico-ovais, com cinco foliolos, glabra em
ambas as faces e bordas ligeiramente dentadas, a parte inferior das folhas € verde brilhosa. A
haste é flexivel e alongada, possuem flores pequenas com pétalas oblongas, seus frutos sao
capsulares, piriformes e indeiscentes, e as sementes apresentam uma coloracdo castanho-
escuras (Figura 03) (CORREA et al., 1998; MATTA, 2003; BASILE et al., 2005; ALONSO,

2007).
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Figura 03 — Espécie vegetal Paullinia cupana. (1) folhas; (2) cacho; (3) sementes do guarana

FONTE - (1) Retirada de COSTA; ACEVEDO, (1999); (2) e (3) Retirada de KURI (2008)

E uma planta perene que se adapta melhor aos solos ricos em himus, profundos e bem
drenados, necessitando da iluminacdo meia-sombra ou plena. E mais bem adaptada em clima
guente imido (umidade relativa do ar 80 %), necessitando de mais de 1300 mm de chuva por

ano e temperatura média superior a 21 °C (CORREA et al., 1998).

O nacleo da semente do guaranad € muito rico em purinas, amidos e outros agucares,
enquanto o tegumento € rico em fibras e pentosanas. Toda a semente tem taninos e uma
pequena quantidade de 6leo essencial. A constituicdo fitoquimica inclui: xantina: cafeina
(1,3,7-trimetilxantina) (3 a 5 %); xantina: teobromina (0,02 a 0,03 %); e teofilina (0,25 %).
No 6leo essencial foram identificados sesquiterpenos ciclicos e monoterpenos ciclicos. Foram

identificados também minerais: céalcio (0,1 %), fosforo (0,3 %), potassio (0,3 %), magnésio
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(0,08 %), ferro (4,3 mg); vitaminas: B2, B3 e B4; flavonoides: catecol e epicatecol; taninos
(8,5 a 25 %): condensados (proantocianidina: catequina e epicatequina (flavan-3-0is)) (Figura
04) (ESPINOLA et al., 1997; REVILLA, 2002; RATES, 2004; BASILE et al., 2005; HEARD

et al., 2006; USHIROBIRA et al., 2007; MATHENIC et al., 2007; ALONSO, 2007).
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Figura 04 — Estrutura quimica das xantinas: (1) cafeina; (2) teobromina; (3) teofilina

FONTE - Retirada da Farmacopéia Brasileira (1977)

Assim, sabendo-se que o0 guarand € citado na literatura como possuidor de
propriedades benéficas ao homem, além de ser amplamente consumido na forma de bebidas, é
importante considerar 0 seu potencial tdxico. Devendo-se ponderar que, de acordo com
Morton (1992), Ferguson, (2001) e Basile et al., (2005) os provaveis agentes da acdo
antibacteriana, os polifenois presentes no extrato, podem levantar algumas preocupacoes,
pois as catequinas (taninos) séo cada vez mais reconhecidas como substancias cancerigenas.

Segundo Maria et al., (1998, 2002), Mattei et al., (1998) e Bittencourt et al., (2010) a
concentra¢do do guarana é de critica importancia para a atividade citotoxica dos compostos
presentes no guarana. Estudos tém indicado que baixas concentracbes de guarand sdo

inofensivas, enquanto que doses mais elevadas do produto poderiam ser citotoxicas.
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1.1.1.2 Espécie vegetal Ptychopetalum olacoides Benth

A marapuama, Ptychopetalum olacoides Benth, é uma planta pertencente a familia
Olacaceae. Formada por 27 géneros e 180 espécies, sao arvores, arbustos ou lianas lenhosas,
em geral hemiparasitas, caracterizada por folhas simples, alternadas, de margem inteira e sem
estipulas (VICENTINI; ROSSI, 1999). A espécie, Ptychopetalum olacoides Benth, é uma
arvore nativa das florestas tropicais da Bacia Amazonica, sobretudo do Brasil e Guiana
Francesa. Cresce em solos Umidos e com sombra, tolera temperaturas minimas de 15 °C, o
que a torna impropria em outras regides (VICENTINI; ROSSI, 1999; ALONSO, 2007).
Popularmente conhecida como muira puama, mirantd, mairantd, marapud, mirirapuama,
muirapama, muiratd, pau-homem e murapuama, o termo muira em lingua indigena significa
madeira e puama poderoso (CORREA et al., 1998; MONTRUSCCHIO et al., 2002;

ALONSO, 2007;).

Histdrica e popularmente todas as partes tém sido usadas por suas propriedades
medicinais, mas a casca e a raiz sao estruturas utilizadas preferencialmente pelas atividades
afrodisiacas (COSTA et al., 1991; VELASCO et al., 2008). Os nativos da floresta amazénica
durante muito tempo usaram a decocgdo das raizes e galhos do marapuama como um
energético, afrodisiaco e antidiarreico (ALONSO, 2007). Na medicina popular é utilizado
como ténico neuromuscular, no tratamento de ataxia, paralisia facial, neurastenia sexual,

astenia circulatéria e gastrointestinal (COSTA et al., 1991; CORREA et al., 1998).

A farmacopeéia dos Estados Unidos do Brasil (1929) apresenta seu emprego oficial
como extrato fluido, po e tintura de marapuama (VELASCO et al., 2008 ). Infusdes das raizes
desta planta tém sido utilizadas para o tratamento de muitas doencas em que os radicais livres

sdo susceptiveis de serem implicados. De particular interesse sdo 0s usos entre 0s idosos e por
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pacientes em recuperacdo de patologias associadas com danos ao sistema nervoso central

(SILVA et al., 2002).

Consistentemente com 0 seu uso tradicional, estudos tém demonstrado
que a ingestdo de Ptychopetalum olacoides facilita a recuperagdo da memoria de pacientes
que apresentaram isquemia cerebral (SILVA et al., 2004). E sugerido que a planta contém
compostos capazes de melhorar a eficacia da rede celular antioxidante no cérebro, em Gltima

andlise, reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo (SIQUEIRA et al., 2007).

Entre as caracteristicas morfologicas, a marapuama é descrita como um arbusto ou
arvore pequena, atingindo a altura de cinco a quinze metros. Apresenta haste com coloracédo
pardacenta, tecido compacto, bastante forte e resistente. E ereta e coroada por pequenos e
raros galhos, com folhas verde-escuras, ovo-lanceoladas, com um diametro de cerca de cinco
centimetros, possui pequenas flores brancas de odor pungente similar ao jasmim. O fruto €
inicialmente de cor verde e torna-se amarelo-alaranjado na maturidade. A raiz é fibro lenhosa

e de cor marrom claro (Figura 05) (COSTA et al., 1991; MATTA, 2003; ALONSO, 2007).



33

Figura 05 — Espécie vegetal Ptychopetalum olacoides. (1) folhas, galhos e tronco; (2) e (3) tronco, folhas e
flores

FONTE - (1) Retirada de VICENTINI; ROSSI, (1999)

(2) e (3) Retirada de <http//:www.naturezadivina.com.br>. Acesso em 15 de junho de 2010

O perfil fitoquimico do Ptychopelum olacoides compreende: alcaldides: muirapuamina
(0,05 %); xantinas: cafeina, teobromina e adenina; acidos organicos: araquinico, lignocérico,
uncosanico, tricosanico e pentacosanico; taninos: flobafeno (0,6 %); diterpenos: clerodanos;
triterpenos: glutinol e a-amirina; acidos graxos: palmitico, estearico, behénico; esterdides:
sitosterol, sitosterol glicosado, estigmasterol, campesterol e lupeol; 6leo volatil: a-pineno, a-
humuleno, B-pineno, canfeno, B-cariofileno; e flavondides e cumarinas (Figura 06)
(CORREA et al.,1998; REVILLA, 2002; MONTRUSCCHIO et al., 2002; MATTA, 2003;

KUSTER; ROCHA, 2004; ROLIM et al., 2005; ALONSO, 2007; TANG et al., 2009).


http://www.naturezadivina.com.br/
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Figura 06 - Diterpenos do tipo clerodano: (1) 6a,7a-diidroxianoneno e (2) 7a,20-diidroxianoneno, descritos por
apresentarem atividade sobre células do sistema nervoso central

FONTE: Retirada de Tang et al., (2009)

1.2 DOENCAS INFECIOSAS, MICRO-ORGANISMOS E ANTIMICROBIANOS

As doencas infecciosas representam uma importante causa de morbidade e
mortalidade entre os seres humanos destes tempos remotos (BAX et al., 2000; BUTLER,;

BUSS, 2006).

Os povos primitivos creditavam as doencas infecciosas a entidades espirituais, porém,
em 1683, esse paradigma comecou a ser reformulado, com a descoberta de seres
microscopicos por Anton Van Leeuwenhoek. Ja durante a segunda metade do século XIX foi
formulado a teoria do germe por Pauster e Koch, que estabeleceram um novo curso para o

estudo a doencas infecciosas (LEDERBERG, 2000).

Na década de 1950, foi notavel o crescente nimero de “drogas maravilhosas” como a
penicilina, a estreptomicina, o clorafenicol e uma lista crescente de outras, que por vezes,
prometia o fim das doencas provocadas por bactérias (LEDERBERG, 2000; MCMICHAEL,

2004).
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Atualmente dispomos de novos medicamentos, que por vezes ainda ndo conseguiram

colocar fim as doencas provocadas por esses micro-organismos, tendo em vista a rapidez do

processo evolutivo microbiano. Esses medicamentos podem ser assim classificados

(MURRAY et al., 2004: RANG, 2004).

Inibidores da funcéo enzimatica: atuam em vias bioquimicas criticas para o micro-
organismo: sulfonamidas (MURRAY et al., 2004; RANG, 2004).

Inibidores da funcdo dos acidos nucléicos: atuam interfirindo na formacdo dos
acidos nucléicos: actinomicina (MURRAY et al., 2004; RANG, 2004).

Inibidores da sintese protéica: atuam inibindo a sintese protéica do micro-
organismo: tetraciclina, clorafenicol, estreptomicina e gentamicina (MURRAY et al.,
2004; RANG, 2004).

Alteracdo da funcdo da membrana: atuam nas membranas celulares dos micro-
organismos: polimixinas (MURRAY et al., 2004; RANG, 2004).

Interferéncia na formacéo e funcdo da parede celular: penicilinas, cefalosporinas,

carbepenemases e vancomicina (MURRAY et al., 2004; RANG, 2004).

Dentre os farmacos que atuam na formacdo e funcdo da parede celular, podem-se citar

as penicilinas. Estes medicamento vem perdendo sua eficacia terapéutica no decorrer do

tempo, em consequéncia de processos evolutivos microbianos (TAVARES, 2000;

CARVALHO et al., 2009).

Em 1960 depois de um a dois anos da introdugdo de penicilinase resistentes a R3-

lactdmicos, os Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) foram isolados e

identificados em amostras clinicas. Na década de 1980, foi observado uma epidemia de

MRSA resistente a multidroga, tornando-se um dos mais importantes agentes causadores de

infeccdes adquiridas no hospital (TAVARES, 2000; LECASTRE et al., 2007; CARVALHO

etal.

, 2009).
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Nas duas ultimas deécadas tem se observado a propagacdo do S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) na comunidade, patdgeno perigoso e em constante evolucdo (LECASTRE
et al., 2007; WRIGHT, 2010). Além disto, na ultima década foram detectados casos de cepas
resistentes a vancomicina (VRSA), medicamento utilizado como ultima alternativa em casos
de resisténcia do micro-organimo a meticilina, 0 que tem provocado panico entre 0s

microbiologistas (TAVARES, 2000; SILVEIRA et al., 2006).

Em consequéncia, portanto, do surgimento e disseminacdo de doencas infecciosas e do
aparecimento de bactérias multirresistentes aos quimioterapicos, faz-se necessario 0
desenvolvimento e novas estratégias (uso racional de medicamento) e de novos
medicamentos. O que incita exaustivas pesquisas de bioprospecgdo das plantas utilizadas na
medicina tradicional, que possam ser fonte de agentes antimicrobianos alternativos aos
medicamentos disponiveis na terapéutica (HACKBARTH, CHAMBERS, 1989; TRUITI et

al., 2003; APPELBAUM; JACOBS, 2005).

1.2.1 Micro-organismo: bactérias Gram-positivas

Muitos micro-organismos sdo classificados como Gram-positivos e Gram-negativos
esta classificacdo baseia-se na coloracdo da parede celular da bactéria pelo método de Gram
(KONEMAM et al., 1989). A parede celular das bactérias Gram-positivas € uma estrutura
relativamente simples de 15-50 nm de espessura, formada por cerca de 50 % de
peptidoglicanos, composto por camadas de cadeias de glicano constituidas por 10 a 12
subunidades alternadas de acido N-acetilmuramico e N-acetilglicosamina (MURRAY et al.,

2004; RANG, 2004).
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A parede apresenta além da camada de peptidoglicano, 5 a 10 % de proteinas e
polissacarideos e 40 a 45 % de polimeros acidos, proporcionando uma elevada polaridade a
superficie celular, o que exerce influéncia na penetracdo de moléculas ionizadas e favorece a

entrada de compostos com carga positiva (Figura 07) (RANG, 2004).
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Figura 07 - Parede celular de bactérias Gram-positivas
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FONTE - Adaptado de Tortora et.al., (2005)

Segundo KONEMAM et al. (1989) e JELJASZEWICZ et al., (2000), os antibidticos
sdo mais eficazes no tratamento de infec¢bes em que o patdgeno implicado é uma bactéria
Gram-positiva, devido principalmente a falta de membrana externa e, portanto, o facil acesso

da droga ao alvo.

Dentre as bactérias Gram-positivas, este trabalho abordou dois grupos, as que
apresentam morfologia em cocos: em forma de cachos (Staphylococcus aureus) e em forma
de cadeia (Streptococcus mutans), e as bactérias com morfologia bacilar (Bacillus cereus e
Bacillus licheniformes). Estas morfologias estdo demonstradas na figura 08, para melhor

compreensao.
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Figura 08 — Bactérias Gram-positivas: (1) Staphylococcus aureus; (2) Streptococcus ssp.; (3) Bacillus cereus.
FONTE — (1) Retirada de < http:// www.netwellness.org>. Acesso em: 04 de abril de 2010

(2) Retirada de <http: //www.microbewiki.kenyon.edu>. Acesso em: 20 de mar¢o de 2010

(3) Retirada de <http: //www. paapredbook. aappublications>. Acesso em: 04 de abril de 2010

1.2.1.1 Cocos Gram-positivos

Os cocos Gram-positivos formam um grupo heterogéneo de micro-organismos que
colonizam os seres humanos. A forma esférica, reacdo ao método de Gram e a auséncia de

enddsporos sdo caracteristicas comuns que eles compartilham (MURRAY et al., 2004).

Na Ultima década esse grupo de bactérias ressurgiu como principal patégeno do ser
humano, principalmente devido ao desenvolvimento de resisténcia as penicilinas (LENTINO
et al., 2008). E o principal agente de infeccbes hospitalares e adquiridas na comunidade,
sendo comumente isolados de infeccbes da pele e seus anexos, como agente patogénico

(JELJASZEWICZ et al., 2000; SADER et al., 2010).

1.2.1.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus sdo um género de cocos Gram-positivos, seu nome € derivado da
palavra grega staphyle, que significa “cachos de uva”, pois crescem em um padrdo semelhante
a cachos de uvas (Figura 08) (MURRAY et al., 2004). Sdo amplamente difundidos na

natureza e integra a microbiota da pele e mucosa de animais (OLIVEIRA et al., 2006).


http://www.netwellness.org/
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Apresentam diametro compreendido entre 0,5 a 1um, sdo micro-organismos imaveis,
aerobios ou anaerobios facultativos, catalase-positivos, crescem em meio contendo 1% de
cloreto de sddio, e em temperatura que varia de 18 a 40 °C (MURRAY et al., 2004; STROHL

et al., 2004).

O mais virulento do género, Staphylococcus aureus é uma das causas mais comuns de
infeccdo bacteriana, responsdvel por uma infinidade de doencas que variam de infeccdes
relativamente leves de pele e intoxicaces alimentares até endocardite e graves infeccBes da
corrente sanguinea. Esse micro-organismo € um dos principais agentes de infeccdo hospitalar,
principalmente as cepas de S. aureus meticilina resistente, sendo preocupante a crescente
resisténcia desse patdgeno aos medicamentos disponiveis na clinica (CAETANO et al., 2002;
STROHL et al., 2004; BUTLER; BUSS, 2006; LENTINO et al.,, 2008; ROLLER et al.,

2009).

1.2.1.1.2 Streptococcus mutans

O género Streptococcus € formado por cocos Gram-positivos tipicamente arranjados
aos pares ou em cadeia (Figura 08). A maioria das espécies sdo micro-organismos anaerébios
facultativos e alguns somente crescem numa atmosfera enriquecida com didxido de carbono.
Considerados organismos fastidiosos, essas bactérias apresentam exigéncias nutricionais
complexas, necessitando da utilizacdo de meios enriquecidos com sangue ou Soro para seu

isolamento (MURRAY et al., 2004).

Formam um grupo heterogéneo de bactérias, de modo que nenhum sistema é
suficiente para classifica-los, caracterizando-se por combinagfes peculiares, de crescimento
de colbnias, padrdo de hemdlise no &gar sangue, a composicdo antigénica e reacles

bioquimicas (JAWETZ et al., 1998; STROHL et al., 2004).
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Streptococcus mutans € um dos habitantes da mucosa oral e tem sido considerado o
principal agente de carie dental. A capacidade de aderir aos dentes e produzir na superficie
dentaria um biofilme, bem como metabolizar os carboidratos e sobreviver sob estresse
ambiental sdo vantagens que possibilitam a esse micro-organismo sobreviver no ambiente da

cavidade bucal (KURAMITSU, 1993; NARISAWA, 2010).

1.2.1.2 Bacilos Gram-positivos

O género Bacillus (familia Bacillaceae) € extremamente heterogéneo tanto
geneticamente quanto fenotipicamente. Formado por bacilos Gram-positivos aerobios e
anaerdbicos grandes e em cadeia, formadores de esporos que sdo altamente resistentes a
condicdes ambientais adversas (STROHL et al., 2004; GOMES, 2008; KOEHLER, 2009). As
espécies de Bacillus spp. sdo capazes de provocar infeccBes em seres humanos, mas além
disto, apresentam potencial biotecnolégico, por sintetizar substancias com aplicacao industrial

(YOUSSEF et al., 2007; KABAIVANOVA et al., 2008).

1.2.1.2.1 Bacillus cereus

E um bacilo Gram-positivo aerébio grande e em cadeia, produtor de enterotoxinas
(Figura 08). Embora a maioria das espécies possa causar doenga, o Bacillus cereus (do grego
cereus “cor de cera”) € o patdgeno mais importante (STROHL et al., 2004). As doengas mais
comumente observadas consistem em gastrenterites, infec¢des oculares e sepse relacionada a
utilizacdo de cateteres endovenosos (JAWETZ et al., 1998, MURRAY et al., 2004,

WEHRLE et al., 2010).
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1.2.1.2.2 Bacillus licheniformes

B. licheniformes é bacilo Gram-positivo que desperta o interesse biotecnoldgico, ja
que ele é capaz de sintetizar substancias que tém aplicagdes diversas. Pode ser introduzida
em reservatorios de petréleo, e produzir biossurfactante, que viabiliza a recuperacdo de
quantidades significativas de 6leo aprisionado em reservatérios (YOUSSEF et al., 2007,

HAGHIGHAT et al., 2008).

Produz também uma protease alcalina que tem aplicacdo nas industrias de couro,
alimentos e de detergentes (AHMED et al., 2007). Mas, além disto, tem sido reportado caso
de infeccdo em animais (bovinos, ovinos) com relatos de ébitos, e em seres humanos tem sido
descrito casos de oftalmite, endocardite, sepse, bacteremias e de intoxicacdo alimentar

(LOGAN, 1988; SANTINI et al., 2005; MCINTYRE, et al., 2008; GOMES, 2008).

1.2.2 Micro-organismo: bactérias Gram-negativas

As bactérias Gram-negativas apresentam uma parede celular formada por um espaco
periplasmatico, uma camada de peptidoglicano de 2 nm de espessura € uma membrana
externa (Figura 9) (RANG, 2004). Esta composicdo e principalmente a presenca da
membrana externa constitui uma caracteristica marcante das células bacterianas Gram-

negativas (NIKAIDO, 2003; PESSINI et al., 2003).
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Figura 9 - Parede celular de bactérias Gram-negativas

FONTE - Adaptado de Tortora et.al.(2005)

E provavel que a fungdo mais importante da membrana externa seja a de servir como
uma barreira de permeabilidade seletiva, interferindo na absor¢do de quimioterapicos
(KAMIO; NIKAIDO, 1976). Essa seletividade deve-se provavelmente a composi¢do quimica
da membrana que é constituida primordialmente por uma bicamada de lipidios, propiciando

uma baixa permeabilidade para solutos hidrofilicos (NIKAIDO, 2003).

Substancias hidrofilicas que apresentam pouca ou nenhuma permeabilidade a
membrana lipidica, como pequenas moléculas de nutrientes, podem vir a entrar na célula
bacteriana através de canais especificos que facilitam a passagem transmembrana, as

chamadas porinas (SCHULZ, 1996; NIKAIDO, 2003).

Entre as bactérias Gram-negativas, este trabalho abordou dois grupos, as que
apresentam morfologia bacilar: fermentadores de glicose (Salmonellas spp., Shigellas spp. e
Escherichia coli) e ndo fermentadores de glicose (Pseudomonas aeruginosa), e as bactérias
com morfologia cocobacilar (Chromobacterium violaceum). Estas morfologias estdo

demonstradas na figura 10, para melhor compreensao.
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Figura 10 - 3)
Chromobacterium violaceum

FONTE- (1) Retirada de <http//:www.artigosobre.com/ Escherichiacoli>. Acesso em: 04 de abril de 2010
(2) Retirada de < http//: www.sciencemusings.com>. Acesso em: 04 de abril de 2010

(3) Retirada de < http//:www.redetec.org.br>. Acesso em: 10 de marco de 2010

1.2.2.1 Bacilos Gram-negativos fermentadores da glicose

Salmonellas spp., Shigellas spp. e Escherichia coli sdo bactérias Gram-negativas que
fazem parte da familia Enterobacteriaceae, esta constitui a maior e mais heterogénea familia
de bacilos Gram-negativo fermentadores de glicose de importancia médica (MURRAY et al.,
2004). Séo agentes de diarréia, principalmente em paises pobres e em desenvolvimento, além
disto, podem desencadear problemas de saide devido a producdo de aminas biogénicas, a
putrescina e a cadaverina, a partir da degradacdo de alimentos (LORENZO et al., 2010;
SUDHA et al., 2010). Todas as espécies podem crescer rapidamente em condigdes aerdbias e
anaerobias, gerar energia por fermentacdo da glicose e reducdo de nitratos a nitritos, ndo
formam esporos e possuem exigéncias nutricionais simples (KONEMAM et al., 1989;

MURRAY et al., 2004; STROHL et al., 2004).


http://www.artigosobre.com/%20Escherichiacoli
http://www.sciencemusings.com/
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1.2.2.1.1 Escherichia coli

O género Escherichia é formado por bacilos Gram-negativos, consiste de cinco

espeécies, das quais a Escherichia coli ¢ a mais comum e clinicamente importante. As cepas

que causam gastrenterite agindo no intestino sdo subdivididas em seis grupos, entre estes 0

presente estudo abordou: enteropatogénica, enteroagregativa, entero-hemorragica e difusa

aderente (MURRAY et al., 2004):

a)

b)

c)

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é um importante agente diarreiogénico,
responsavel por diarréia infantil, principalmente em paises em desenvolvimento,
mas também nos paises industrializados (SUDHA et al., 2010). A doenca €
caracterizada pela ligacdo das bactérias as células epiteliais do intestino delgado
com subsequente destruicdo das microvilosidades (MURRAY et al., 2004;

STROHL et al., 2004).

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é responsavel por diarréia aquosa
persistente com desidratacdo em lactantes de paises em desenvolvimento. Atua
estimulando a secre¢do de muco, que captura as bactérias em um filme que reveste o
epitélio do intestino delgado, levando ao encurtamento das microvilosidades, a

infiltracdo de mononucleares e hemorragia (MURRAY et al., 2004).

As cepas de E. coli entero-hemorrégica (EHEC) causam uma doenca que varia de
diarréia branda sem complicacOes até a colite hemorragica, levando a lesdo da
mucosa intestinal (SUDHA et al., 2010). Sdo mediadas pelas toxinas de Shiga, com
paralisacdo da sintese de proteinas, com destruicdo das microvilosidades intestinais

resultando em decréscimo da absorcdo (MURRAY et al., 2004).
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d) E. coli difusa aderente (DAEC) estimula o alongamento das microvilosidades com
as bactérias alojadas na membrana celular, a doenca resultante é uma diarréia
aquosa observada principalmente em criancas entre 1 a 5 anos de idade (MURRAY

et al., 2004).

1.2.2.1.2 Salmonella enterica subespécie arizonae

O género Salmonella consiste de duas espécies: a Salmonella enterica e a Salmonella
bongori, sendo descritos 2.463 sorogrupos peculiares. O sorogrupo Salmonella entérica
subsepécie Arizonae € um bacilo Gram-negativo com distintas caracteristicas bioguimica,
conhecido por causar infeccdo em répteis e outros animais (WEISS et al., 1986; MURRAY
et al.,, 2004; HOAG; SESSLER, 2005). Pode ser transmitido a seres humanos através do
contato direto ou indireto com répteis, provocando gastrenterite e ocasionalmente levando a
bacteremia, osteomielite e meningite. Por ndo existir relatos de infeccbes em pessoas
saudaveis deve-se avaliar o estado imune do paciente (HOAG; SESSLER, 2005; HOPKINS

et al., 2009).

1.2.2.1.3 Shigella spp.

O género Shigella possui quatro espécies, constituidas de mais de 45 sorogrupos com
base no antigeno O: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii e S. sonnei. Sdo bastonetes Gram-
negativos, em formas cocobacilares em culturas jovens (JAWETZ et al., 1998; MURRAY et
al., 2004). O habitat natural das Shigellas limita-se ao trato intestinal dos seres humanos e de
outros primatas. Shigella spp. proporciona o processo infeccioso ao invadir e se replicar nas

células que revestem a mucosa col6nica. Alguns sorotipos podem levar a doenca clinica com
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apenas dez bacilos e o trago caracteristico da viruléncia é codificado por um plasmidio
responsavel pela ativacdo da producéo da toxina de Shiga (MURRAY et al., 2004; STROHL

et al., 2004; SUDHA et al., 2010).

1.2.2.2 Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da glicose

Os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores de glicose diferem das enterobactérias
por utilizarem os carboidratos atraveés do metabolismo respiratério (MURRAY et al., 2004).
Sao considerados patdgenos oportunistas, responsaveis por infeccdo hospitalar, apresentam a
capacidade de tolerar substancias biocidas como os desinfetantes. Sua menor suscetibilidade
em relacdo as bactérias Gram-positivas esta relacionada a presenca da membrana externa, de

natureza lipoprotéica, que age como uma barreira (MIYAGI et al., 2000).

1.2.2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa causa infecgfes oportunistas, isto é, restrita a pacientes com
defesas comprometidas. Além disso, crescem facilmente em ambientes umidos hospitalares, o
que contribui para o fato de ser um dos principais agentes de infeccdo hospitalar (STROHL et

al., 2004; MURRAY et al., 2004).

S&o bacilos Gram-negativos retos ou ligeiramente curvos, com flagelos polares que
Ihes conferem movimento. Crescem facilmente em diversos meios de cultura, produzindo as
vezes odor adocicado ou semelhante a uva. Produz pigmentos difundiveis verdes e azuis
(pioverdina e piocianina, respectivamente) e também pode produzir pigmentos vermelhos e

negros (JAWETZ et al., 1998; STROHI et al., 2004).
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1.2.2.3 Cocobacilo Gram-negativo

Estudos demonstram o potencial biotecnoldgico de cepas de cocobacilos Gram-
negativos no desenvolvimento de medicamentos e no tratamento de residuos industriais, na

absorcéo de metais pesados e tdxicos (GHAFOURIAN et al., 2005; LOPES et al., 2009).

1.2.2.3.1 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum é um cocobacilo Gram-negativo, capaz de sobreviver
sob condigdes ambientais adversas. Considerado um agente patogénico para o0s seres humanos
e animais, com varios casos de infeccdo em areas tropicais e subtropicais (BECKER et al.,
2009). Apresenta um grande potencial biotecnol6gico, pois produz um pigmento violeta que

apresenta atividade bactericida, tumoricida, tripanocida e leishmanicida (LOPES et al., 2009).

1.3 METODOLOGIAS DO ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Em vista das diversas metodologias disponiveis, ao se estudar a atividade bioldgica de
uma planta devem ser considerados vérios fatores para a selecdo do modelo bioldgico
adequado de estudo. N&o obstante, devem ser analisados criteriosamente antes de fazer tal
escolha: a quantidade de material vegetal disponivel para a realizacdo do estudo, a
simplicidade, sensibilidade, seletividade e a reprodutibilidade do teste (MACIEL et al., 2002;

CALIXTO, 2001; SCORZONI et al., 2007).

Usualmente, sdo feitas triagens com modelos experimentais menos complexos, 0s dois
métodos mais comumente utilizados para o rastreio de extratos de plantas com potencial

antibacteriano séo o de difusdo em Agar e de diluicdo em caldo (ALVES et al., 2008).
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Ambos 0s métodos tém sido utilizados com a finalidade de medir com precisao a atividade
antibacteriana e sdo rotineiramente utilizados em testes de suscetibilidade antimicrobiana.
Porém, no caso da procura de principios ativos é interessante descobrir compostos que
apresente atividade bioldgica, dai a importancia e necessidade de estudos fitoquimicos
monitorados por bioautografia. Este método tem importancia particular na pesquisa de
compostos antimicrobianos vegetais, pois permite a localizacdo direta dos constituintes ativos
a partir de uma matriz complexa (HOSTETTMANN; MARSTON, 1994; YUNES;

CECHINEL FILHO, 2001).

1.3.1 Método de difusdo em Agar

Os ensaios de difusdo em agar sdo testes qualitativos valiosos na deteccdo da atividade
antibacteriana de uma determinada substancia frente a um micro-organismo padrdo. O
fundamento do ensaio consiste na difusdo de uma substancia em um meio de cultura solido e
inoculado com um micro-organismo. A partir da difusdo, ocorre o aparecimento de um halo
onde ndo ha o crescimento microbiano, denominado halo de inibi¢do. O didmetro deste halo
pode ser mensurado, com o auxilio de régua, paquimetro ou leitor de halos (WOODS;
WASHINGTON, 1999; OPLUSTIL et al., 2004; MURRAY et al., 2004; ROSSI;

ANDREAZZI, 2005; ALMEIDA, 2007).

Diferentes tipos de reservatorios para a substancia antimicrobiana podem ser
empregados, incluindo disco de papel, cilindros de porcelana, de vidro, de aluminio ou de aco
inoxidavel e também, orificios perfurados no meio de cultura (WOODS; WASHINGTON,

1999; OPLUSTIL et al., 2004; ROSSI; ANDREAZZI, 2005; ALMEIDA, 2007).

Com a finalidade de facilitar a interpretacdo dos resultados pode ser adicionado ao

meio com crescimento bacteriano o indicador redox cloreto de 2,3,5 — trifeniltetrazélio (CTT).
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Por meio de uma reacdo colorimétrica pode ser observado o crescimento bacteriano, que
resulta em uma cor vermelha, além disto, é considerado um método confiavel e de facil

execucédo (LEE et al., 2007).

1.3.2 Método de bioautografia

A bioautografia € uma técnica qualitativa que conjuga técnicas de separacdo e
deteccdo da atividade bioldgica, permitindo-se obter com maior rapidez informacdes
preliminares sobre constituintes em amostras complexas como extratos vegetais (HADACEK;
GREGER, 2000; SIMOES et al., 2004; VALGAS et al., 2007). Os compostos sd0 separados
por cromatografia em camada delgada (CCD) e colocados por contato ou imersdo em placas

de agar, previamente inoculados com o micro-organismo teste (ALMEIDA, 2007).

Os compostos separados na cromatoplaca apresentam uma distancia relativa que é
constante, independente das dimensdes da placa, desde que se usem 0 mesmo sistema de
solventes, mesmo tipo de placa e mesma temperatura de corrida. A esta distancia relativa
percorrida denomina-se fator de retencao (Rf). Algumas substancias, por terem mais afinidade
pela fase mdvel (solvente), migram mais e tém Rfs maiores e aquelas com mais afinidade pela

fase ndo-movel (silica) migram menos e tém Rfs menores (ROMEIRO, 2001).

O principio do ensaio de bioautografia fundamenta-se na aplicacdo sobre uma placa
desenvolvida de CCD de uma suspensao de um micro-organismo, a sua incubagcdo em um
ambiente Umido permitindo o crescimento da bactéria inoculada. Zonas de inibigdo sdo
visualizadas utilizando-se um reagente, o sal de tetrazdlio. As bactérias metabolicamente
ativas convertem o sal para um formazan intensamente colorido, assim, 0s compostos
antibacterianos aparecem como manchas claras contra um fundo colorido (HAMBURGER,;

GORDELL, 1987; VALGAS et al., 2007). O bioensaio que envolve a bioautografia €
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altamente eficiente, por ser de facil execucdo, suficientemente sensivel para detectar minimas
quantidades de sustancias antimicrobianas, apresentar alta precisdo e reprodutibilidade e, por
ultimo, mas talvez mais importante, detectar apenas substancias antimicrobianas (ROMEIRO,

2001).

1.3.3 Método de diluicdo em caldo

Os métodos de diluicdo sdo ensaios quantitativos nos quais as substancias a serem
avaliadas sdo adicionadas a meios liquidos (caldo) ou solidos, previamente inoculados com o
micro-organismo. Para a visualizacdo do crescimento bacteriano, pode ser incorporado ao
meio um indicador de crescimento celular. A resazurina permite a deteccdo de crescimento
microbiano em um pequeno volume de solu¢do, como o0 que ocorre em placa de
microtitulacdo, viabilizando a analise dos resultados, sem a necessidade de utilizar
espectrofotdbmetro (SARKER et al., 2007). Através de uma reacdo de oxidacao-reducdo, a
coloragdo azul indica auséncia de crescimento microbiano, enquanto a cor vermelha indica a

presenca de células viaveis em crescimento (ALVES et al., 2008).

Por meio da técnica de microdiluicdo em caldo, pode ser determinada a concentracéo
inibitéria minina. Este é um teste de susceptibilidade quantitativo, que além de ser mais
sensivel que o teste de difusdo na deteccdo da atividade antimicrobiana, é considerado padrao
para determinar a menor concentracdo do agente quimico capaz de inibir completamente o
crescimento do micro-organismo em placa de microtitulo em um tempo especifico, chamada
de concentracao inibitoria minima (CIM) (OPLUSTIL et al., 2004; ROSSI; ANDREAZZI,
2005; ALMEIDA, 2007; SCORZONI et al., 2007; LEE et al., 2007; SULTANBAWA et al.,

2009).
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2 OBJETIVO

2. 1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos das espécies Paullinia cupana Kunth e
Ptychopetalum olacoides Benth contra as linhagens de: S. aureus meticilina sensivel (MSSA)
(ATCC 25923), S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (ATCC 33591), B. cereus (ATCC
9634), B. licheniformis (isolado clinico), S. mutans (ATCC 624), Shigella spp. (ATCC
M90T), S.arizonae (isolado clinico), E. coli (grupos: EPEC, EAEC, EHEC e DAEC), P.

aeruginosa (PaO1) e C. violaceum (ATCC 12472).

2.2 Objetivos especificos

» Realizar triagem da atividade antibacteriana dos extratos das espécies vegetais

Paullinia cupana Kunth e Ptychopetalum olacoides Benth.

= Determinar a concentracdo inibitéria minima dos extratos bioativos que apresentaram
potencial antibacteriano com a finalidade de selecionar os extratos com maior

atividade.

» Realizar a dissocia¢do dos extratos ativos por cromatografia em camada delgada para

selecionar por bioautografia fracdes bioativas.

= Avaliar o potencial antibacteriano da fracdo semipurificada contra as bactérias

sensiveis ao extrato.



52

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

As amostras de Paullinia cupana (Kunth) variedade sorbilis e Ptychopetalum
olacoides foram adquiridos de produtores locais da regido de Maués, Amazonas. No
Laboratdrio de Quimica de Biomoléculas da Amazonia (Q-Bioma) o material foi devidamente
processado. O material triturado da semente do guarana e da raiz da marapuama foi submetido
a sucessivas extracdes, com solventes de diferentes polaridades, obtendo-se ao final, os
extratos: aquoso, hidroalcodlico, etandlico e hexanico, em acetato de etila e metandlico

(CECHINEL FILHO; YUNES, 2001).

3.1.1 Extragdo do material vegetal

O método utilizado para obtencdo dos extratos foi a “extracdo solido/liquido”, sendo
que, o0s extratos foram submetidos a duas operacdes, a infusdo e maceracgdo.
(FALKENBERG, 2004; SONAGLIO et al., 2004). Para melhor entendimento, 0s
procedimentos realizados estdo descritos abaixo e um fluxograma do processo extrativo foi

mostrado no Esquema 01 e 02.

= Extrato hidroalcoolico: Os extratos hidroalcoodlicos foram obtidos por meio de trés
maceracdes consecutivas (remaceracdo) do material vegetal. Inicialmente foram pesados
em balanca analitica 20 gramas do material vegetal (guarana e marapuama) em po,
depositados em erlenmeyer e adicionado 100 mL do liquido extrator (etanol/agua [70/30],

v/v). Esse sistema extrativo permaneceu em repouso a temperatura ambiente, por trés dias,
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decorrido este periodo, filtrou-se o sobrenadante e submete-o0 ao evaporador rotativo com
pressdo reduzida em temperatura de aproximadamente 45 °C para a evaporacdo do

solvente, utilizando-se para isto, um rotaevaporador da marca Fisaton.

O residuo da extracdo foi ressuspendido em 100 mL do mesmo liquido extrator, deixado
em repouso por trés dias, em seguida foi filtrado e concentrado por rotaevaporador.
Finalizando o processo extrativo, o residuo foi novamente ressuspendido em 100 mL do
liquido extrator, deixado em repouso por trés dias, filtrado e concentrado sob pressdo
reduzida em rotaevaporador a vacuo, seguido por liofilizacdo, ao final obteve-se o extrato

hidroalcodlico.

Extrato etanodlico: Os extratos etanolicos foram obtidos por meio de trés maceracdes
consecutivas (remaceracdo) do material vegetal. Inicialmente foram pesados em balanca
analitica 20 gramas do material (guarand e marapuama) em poO, depositados em
erlenmeyer e adicionado 100 mL do liquido extrator, o etanol. Esse sistema extrativo
permaneceu em repouso a temperatura ambiente, por trés dias, decorrido este periodo,
filtrou-se o sobrenadante e submete-0 ao evaporador rotativo com pressao reduzida em
temperatura de aproximadamente 45 °C para a evaporacdo do solvente. O residuo da
extracdo foi ressuspendido em 100 mL do mesmo liquido extrator, deixado em repouso
por trés dias, em seguida foi filtrado e concentrado por rotaevaporador. Finalizando o
processo extrativo, o residuo foi novamente ressuspendido em 100 mL do liquido extrator,
deixado em repouso por trés dias, filtrado e concentrado por rotaevaporador, ao final
obteve-se 0 extrato etanolico.

Extrato hexanico: Os extratos hexanicos foram obtidos por meio de trés maceracoes
consecutivas do material vegetal. Inicialmente foram pesados em balanga analitica 20
gramas do material (guarana e marapuama) em po, depositados em erlenmeyer e

adicionado 100 mL do liquido extrator, 0 hexano. Esse sistema extrativo permaneceu em
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repouso a temperatura ambiente, por trés dias, decorrido este periodo, filtrou-se o
sobrenadante e submete-o0 ao evaporador rotativo com pressao reduzida em temperatura de
aproximadamente 45 °C para a evaporacdo do solvente. O residuo da extracdo foi
ressuspenso em 100 mL do mesmo liquido extrator, deixado em repouso por trés dias,
apos, foi filtrado e concentrado por rotaevaporador. Finalizando o processo extrativo, 0
residuo foi novamente ressuspenso em 100 mL do liquido extrator, deixado em repouso
por trés dias, filtrado e concentrado por rotaevaporador, ao final obteve-se o extrato
hexanico.

Extrato em acetato de etila: Os extratos de acetato de etila foram obtidos por meio de
trés maceracgdes consecutivas do residuo obtido em hexano (obtido ao final do processo de
extracdo do material vegetal com hexano). Este residuo foi ressuspenso em 100 mL de
acetato de etila (liquido extrator) e deixado em repouso, a temperatura ambiente, por trés
dias, ao final, filtrou-se e concentrou-se sob pressdo reduzida em rotaevaporador a vacuo.
O residuo da extragdo foi novamente ressuspenso em 100 mL de acetato de etila, deixado
em repouso por trés dias, filtrado e concentrado por rotaevaporador. Finalizando o
processo extrativo, o residuo foi novamente ressuspenso em 100 mL do liquido extrator,
deixado em repouso por trés dias, decorrido este periodo, foi filtrado e concentrado por
rotaevaporador, ao final obteve-se o extrato acetato de etila.

Extrato metanolico: Os extratos metandlicos foram obtidos por meio de trés maceracdes
consecutivas do residuo obtido em acetato de etila (obtido ao final do processo de
extracdo do material vegetal com acetato de etila). Este residuo foi ressuspenso em
100 mL de metanol (liquido extrator) e deixado em repouso, a temperatura ambiente, por
trés dias, ao final, filtrou-se e concentrou-se sob pressdo reduzida em rotaevaporador a

vacuo.
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O residuo da extracdo foi novamente ressuspenso em 100 mL de metanol, deixado em
repouso por trés dias, filtrado e concentrado por rotaevaporador. Finalizando o processo
extrativo, o residuo foi ressuspenso em 100 mL do liquido extrator, deixado em repouso
por trés dias, decorrido este periodo, foi filtrado e concentrado por rotaevaporador, ao
final obteve-se o extrato metanolico.

Extrato aquoso: Os extratos aquosos foram obtidos pelo processo de infusdo, onde
inicialmente pesou-se em balanca analitica a massa equivalente a 20 gramas de cada
material vegetal (guaranad e marapuama) em pé e depositou em erlenmeyer, deixando em
contato durante 15 minutos com 100 mL do liquido extrator, 4gua destilada a 100 °C. A
concentracdo do extrato foi obtida através da liofilizacdo, utilizando para isto um

liofilizador LS3000 (Terroni equipamentos LTDA), em um periodo de 18 horas.
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20 gramas 20 gramas
Infuséo Maceracgéo
Agua Etanol: agua

(70/30, viv)
Temp. 100 °C

Periodo: 15 min
Concentracéo:

Liofilizagéo

Extrato Aquoso

(AQ)

Periodo:

72 hs por trés
vezes consecutivas

Concentracéo:

Rotaevaporador e
Liofilizador

20 gramas 20 gramas
Maceracédo Maceracgao
Etanol Hexano
Periodo: Pen’odo:

72 hs por trés
vezes consecutivas

Concentracéo:

Rotavapor

72 hs por trés
vezes consecutivas

Concentracéo:

Rotavapor

Extrato
Hidroalcodlico (HA)

Extrato Etandlico
(ET)

Esquema 1 - Organograma da extragcdo sequencial do material vegetal

Extrato Hexanico
(HE)




Residuo
Hexanico

Acetato de
Etila

Periodo:

72 hs por trés
vezes consecutivas

Concentracdao:

Rotavapor

Extrato Acetato de
Etila (AcoEt)

Residuo Acetato de
Etila

Metanol

Periodo:

72 hs por trés vezes consecutivas

Concentrag&o: Rotavapor

Extrato Metandlico
(MET)

Esquema 2 - Organograma da extracao seqiiencial do residuo hexanico
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3.1.2 Calculo do rendimento obtido com a extracdo

Ap0s a obtencdo dos extratos pelo processo de infusdo e maceragdo foram calculados

os rendimentos obtidos a partir de cada amostra. O rendimento foi calculado em gramas, em

relacdo a massa do material vegetal utilizado no processo extrativo, isto &, 20 gramas.

3.1.3 Solucdes extrativas

Ensaio de difusdo em &gar: Solucbes contendo diferentes concentracbes dos extratos: 10
mg/mL, 30 mg/mL e 100 mg/mL. O extrato aquoso foi dissolvido em &gua estéril. Os
extratos etanolico, metandlico, hidroalcodlico e em acetato de etila foram dissolvidos em
metanol 10 %, e o extrato hexanico foi dissolvido em DMSO 1 %. Posteriormente, as

solucgdes foram misturadas em vértex e dissolvidas em banho seco a 40 °C.

Ensaio de microdiluicdo em caldo: Prepararam-se solucdes dos extratos na concentracdo
de 100 mg/mL e 10 mg/mL. O extrato aquoso foi dissolvido em &gua estéril. Os extratos
etandlico, metanolico, hidroalcoolico e em acetato de etila foram dissolvidos em metanol

10 %. As solugdes foram misturadas em vortex e dissolvidas em banho seco a 40 °C.

Ensaio de bioautografia: Preparou-se a solucdo do extrato hidroalcodlico do guarana na
concentracdo de 50 mg/mL, dissolvendo-se 50 mg do extrato hidroalcodlico em 1 mL de
metanol. Foi preparada também uma solugdo do extrato em acetato de etila da

marapuama, dissolvendo-se 50 mg do extrato em um mililitro de metanol 10 %.
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3.2 Avaliacéo da atividade antibacteriana

Os ensaios da atividade antibacteriana foram realizados no Instituto Leonidas e Maria
Deane (Fiocruz-Amazonas). Com a finalidade de detectar a atividade antibacteriana, 0s
extratos foram submetidos ao teste de difusdo em pogo e em disco, frente a linhagens
bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas. As amostras que apresentaram atividade foram
estudadas por meio do teste de microdiluicdo em caldo e bioautografia. Os métodos
cromatogréaficos foram realizados no Laboratorio de Quimica de Biomoleculas da Amazonica
(Q-Bioma-UFAM). Ao final obteve-se uma fragdo bioativa do extrato hidroalcodlico do

guarana que foi submetido ao teste de microdiluicdo em caldo (Esquema 03).

3.2.1 Materiais

Os meios de cultura, controles e reagentes utilizados nos ensaios da atividade
antibacteriana foram: 4gar Mueller Hinton (HIMEDIA) (Tabela 01), Caldo de Luria Bertani,
Mueller (LLB) (HIMEDIA) (Tabela 02), meio definitivo bacteriol6gico (Tabela 03), cloreto
de trifeniltetrazélio (INPEX), resazurina (INPEX), silica G TLC plates w/uv 254 (Sorbent

Technologies) e disco de papel (mini blot size — Bio-Rad).



Tabela 01. Preparo do meio Agar Mueller Hinton (MH)

Extrato de Carne Hidrolisado de 2,049
Caseina
Acido casamino — Difco ou equivalente 1759
Amido Soluvel 159
Agar 17 g

Suspender 38 g em 1000 mL de agua destilada. Dissolver o meio e esterelizar por

autoclavar por 15 minutos a 121°C

Tabela 02. Preparo do caldo Luria Bertani Broth, Miller (LLB)

Enzima caseina hidrolisada 109
Extrato de levedura 5¢g
Cloreto de sddio 109

Ressuspender 40 g em 1000 mL de agua destilada. Dissolver completamente e
esterilizar por autoclavar por 15 minutos a 121°C

Tabela 03. Preparo do meio definitivo bacteriano

Proteose peptona 24
Cloreto de sddio 0649
Extrato de carne 0,89
Agar bacterioldgico 2,24
Agua Destilada 200 mL

Dissolver completamente e esterilizar por autoclavar por 15 minutos a 121°C
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Paullinia cupana Ptychopetalum olacoides

Extratos

Extratos

Deteccdo da atividade
antibacteriana

Pogo e do Disco

Teste de difusdo em 4gar: técnica do

Determinacéo da concentrgao
inibitéria minima

Teste de microdiluicdo em caldo

Monitoramento da atividade
antibacteriana

Bioautografia

Monitoramento da atividade
antibacteriana

Bioautografia

Semipurificacdo da fragéo
bioativa

Métodos cromatograficos

Esquema 03 — Esquema geral dos ensaios

Determinacéo da concentr¢do
inibitdria minima

Teste de microdiluicdo em caldo
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3.2.2 Amostras bacterianas testadas

A atividade antimicrobiana foi estudada frente a um conjunto de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. As bactérias foram mantidas a temperatura ambiente, em meio
definitivo bacteriano. As linhagens Gram-positivas foram: Staphylococcus aureus meticilina
sensivel (ATCC 25923), Staphylococcus aureus meticilina resistente (ATCC 33591), Bacillus
cereus (ATCC 9634.), Bacillus licheniformis (isolado clinico) e Streptococcus mutans (ATCC
624). Ja as linhagens Gam-negativas foram: Shigella spp. (ATCC M90T), Salmonella
arizonae (isolado clinico), Escherichia coli (grupos: EPEC: E2348/60, EAEC: 042, EHEC:
0157:H7 e DAEC: C1842), Pseudomonas aeruginosa (PaO1) e Chromobacterium violaceum

(ATCC 12472).

3.2.3 Padronizacg0es

= Escala 0,5 de McFarland: Preparou-se a escala 0,5 McFarland conforme descrito por
Bier (1985) onde foram adicionados 1,5 mL de cloreto de bario a 1% em 29,85 mL de
acido sulfarico a 1 %. Calibrou-se a transmitancia a 100 % em um espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 530 nm, com &gua destilada, a escala apresentou uma

transmitancia de 88 %.

= Suspensdo bacteriana: As linhagens bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas
desenvolveram-se a 37 °C durante 18 horas em caldo Luria Bertani, Miller (LLB). A partir
deste material foram preparadas suspensdes na concentragdo final de 1,5 x 108 UFC/mL,

utilizando-se para isto, a escala 0,5 de McFarland.
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= Solucgbes controles (positivo e negativo): Como substancia controle com atividade
antibacteriana ja comprovada foi utilizado contra as bactérias 0s quimioterapicos
vancomicina e imipenem associado a cilastatina. Para o preparo procedeu-se dissolvendo
1mg do antibacteriano em 1 mL de &gua destilada e esterilizada. Como controle negativo
foi preparado uma solucdo de metanol a 10 % em &gua destilada e esterilizada e uma

solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) a 1 % em agua destilada e esterilizada.

» Reveladores biologicos: Para o preparo do revelador cloreto de trifeniltetrazdlio
dissolveu-se 50 mg de agar bacterioldgico em 100 mL de agua destilada e procedeu-se a
esterilizacdo, em autoclave por 15 minutos a 121 °C. Na sequéncia foram adicionados
500 mg do cloreto de trifeniltetrazélio e dissolvido por agitagdo mecanica. A resazurina
foi preparada dissolvendo-se 1 mg desta em 100 mL de agua destilada e esterilizada

(ALVES et al., 2008).

3.3 Método de difusdo em Agar

Por se tratar de ensaios qualitativos, os resultados obtidos no presente trabalho foram
reportados como positivo, quando demonstrou atividade antibacteriana, e negativo, quando
néo foi verificada a inibicdo do micro-organismo (CABRAL, 2008; PACHECO, 2009). Pois,
segundo Duarte (2006) ndo existe um consenso sobre o nivel de inibi¢cdo recomendada para 0s

produtos naturais, quando comparado com os antibioticos-padréo.

Deve-se ressaltar que a inibigdo do crescimento bacteriano (didmetro do halo) em um
ensaio depende de maltiplos fatores além da presencga de compostos fitoquimicos ativos, entre
ele pode-se citar: a capacidade de difusédo do extrato no meio de cultura, a origem do micro-

organismo, o pH do substrato, a densidade do indculo e o crescimento e atividade metabolica
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do micro-organismo no meio de cultura (PAULI et al., 2005; ALMEIDA, 2007; CARNEIRO

et al., 2008).

3.3.1 Técnica de difusédo em poco

Realizou-se este ensaio com a finalidade de determinar a atividade antibacteriana dos
extratos de Paullinia cupana e Ptychopetalum olacoides, com base na técnica de difusdo em
agar, utilizando com reservatorio dos extratos pocos perfurados no meio de cultura, foi
adaptado de Alves et al., (2008) e de Bhattacharjee et al., (2006) (Esquema 03 e 04). Todas

as etapas do procedimento foram realizadas em condigdes assépticas e em triplicata.
A) Preparo da dupla camada de meio de cultura

» Preparou-se 0 agar Mueller Hinton conforme especificacdo do fabricante, a seguir

dispensou-se 10 ml do meio de cultura em cada placa de Petri (90 x15 mm).

= Esterilizaram-se tubos de ensaio com tampa de rosca, no qual se dispensou 7,5 mL do
Agar Mueller Hinton (Agar MH) esterilizado. Os tubos foram deixados em repouso para
resfriar até a temperatura ambiente de aproximadamente 50 °C. Em seguida, foram
esterilizados, também, tubos de ensaio com tampa de rosca, no qual se dispensou 2,5 mL
do Agar Mueller Hinton esterilizado. Os tubos foram deixados em repouso para resfriar

até a temperatura ambiente de aproximadamente 50 °C.

= Com o auxilio de uma micropipeta com ponteira esterilizada, transferiu-se as bactérias
para o tubo de ensaio contendo 2,5 mL do caldo Mueller Hinton (Caldo MH), até atingir a

turvacédo correspondente a escala 0,5 de McFarland.
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= Incorporou-se o indculo bacteriano a outros 7,5 mL de meio Agar MH, imediatamente
apos o preparo do indculo. Em seguida, dispensou-se sobre a placa de Petri ja com a

primeira camada de 4gar e deixou-se em temperatura ambiente para solidificar.
B) Preparo das placas e leitura dos resultados

= Os pogos foram confeccionados apenas na camada superficial do agar, com auxilio de

uma pipeta Pasteur esterilizada.

= Nos pocgos, devidamente identificados, dispensou-se 40 pL dos controles positivo e
negativo, assim como de cada extratos (0,4 mg, 1,2 mg e 4 mg ), utilizando-se para isto

uma micropipeta.

» Colocou-se um papel de filtro estéril entre a placa e a tampa, para evitar a agua de

condensacao.

= Deixou-se a placa em temperatura ambiente durante 2 horas para a solucdo ser absorvida

pelo &gar, antes do crescimento microbiano.

= ApGs 18 horas de incubacdo a 36 °C foi vertido sobre cada placa 7 mL do revelador
cloreto de trifeniltetrazélio (CTT) em gel de agar bacteriologico a 0,5 %, a fim de
otimizar a visualizacdo dos halos. As placas foram reincubadas por 30 minutos e a

presenca ou auséncia dos halos foi descrito.

Adicdo ao poco de 40 pL da solucdo do controle
ou do extrato

l

— Segunda camada de Agar Mueller Hinton

— Primeira camade de Agar Mueller Hinton

Esquema 04. Dupla camada de Agar MH. Adicdo da solugdo do extrato no pogo confeccionado na segunda
camada de Agar (inoculado com a suspensdo bacteriana).
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Placa de Petri (90x15
mm)

Preparo da primeira
camade de agar
Mueller Hinton

Preparo do
indculo bacteriano
por incorporacao

Adicdo do in6culo
bacteriano (segunda
camada de MH)

Perfuragdo de pogos

na camada superficial

e adicdo das solugdes
testes

Adicdo ao pogo
de 40 uL da
solucéo extrato

Adicdo ao pogo de
40 pL da solugéo
do controle

Esquema 05 — Método de difusdo em Agar - utilizando como resevatoério do extrato pogos confeccionados no
meio de cultura.
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3.3.1.1 Técnica de difusao em disco

Esté técnica foi realizada com a finalidade de determinar a atividade antibacteriana dos
extratos de Paullinia cupana e Ptychopetalum olacoides, por meio do teste de difusdo em
Agar, utilizando como reservatdrio do extrato discos de papel, foi adaptado de Alves et al.
(2008) e Bhattacharjee et al., (2006) (Esquema 05). Todas as etapas do procedimento foram

realizadas em condicdes assepticas e em triplicata.

A) Disco de papel absorvente

= Foram utilizados discos de papel de filtro (Macherey-Nrgel) seco, esterilizados por
autoclavacao, acondicionados dentro de placas de Petri, medindo seis milimetros de

diametro.

= As amostras questionadas foram homogeinizadas por agitacdo mecanica. Utilizando-
se de uma micropipeta foram transferidas para cada disco de papel as soluc¢des dos
extratos e dos controles. Os disco foram impregnados com 30uL da solucdo do
extrato, contendo 0,3 mg, 0,9 mg e 3 mg e 30uL das solucdo do controle, apos,

aguardou-se a evaporacao do solvente.

B) Preparo do meio de cultura

= Preparou-se o meio dgar Mueller Hinton, conforme especificacdo do fabricante, apos,
dispensou-se 0 meio nas placas de Petri e armazenou-as em geladeira. As placas foram
retiradas da geladeira antes do procedimento, para 0 meio atingir a temperatura

ambiente.
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C) Inoculagdo do meio de cultura

= O Agar Mieller Hinton foi inoculado com uma suspenséo bacteriana correspondente a
escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10° UFC/mL). A inoculagdo foi realizada vertendo-se
sobre 0 meio Mdeller Hinton a suspensdo bacteriana, esta foi espalhada

uniformemente por toda a placa, e ao final o sobrenadante foi desprezado.
D) Preparo das placas e leitura dos resultados

= Utilizando-se uma pinca esterilizada, os discos previamente impregnados com as
solucdes-testes e controles foram distribuidos uniformemente sobre a superficie do

Agar.

= As placas permaneceram durante 2 horas a temperatura ambiente para que a solugdo

fosse absorvida pelo Agar antes do crescimento microbiano.

= Apo6s 18 horas de incubacdo a 36 °C foi vertido sobre cada placa 7 mL do revelador
cloreto de trifeniltetrazélio (CTT) em gel de agar bacteriologico a 0,5 %, a fim de
otimizar a visualiza¢do dos halos. As placas foram reincubadas por 30 minutos e a

presenca ou auséncia dos halos foi descrito.



Placa de Petri

90 mm por 15 mm

Preparo da camade de
agar Mueller Hinton

Inoculacédo do MH
COmM uma suspensao
bacteriana 0,5 de
MacFarland

Distribuicdo dos
discos impregnados
com as solugdes teste

Disco impregnado
com 30 pL da
solucédo do controle

Esquema 06 — Método de difusdo em Agar - utilizando como resevatério do extrato discos de papel.

Disco impregnado
com 30 pL da
solugdo do extrato
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3.3.3 Técnica de bioautografia

A atividade antibacteriana dos extratos hidroalco6lico do guarana e em acetato de etila
da marapuama foram monitorados por bioautografia, com a finalidade de obter fracOes
semipurificadas bioativas. Técnica adaptada de Truiti et al., (2003), Pessini et al., (2003) e

Romeiro (2001) (Esquema 6).

= Qs extratos bioativos do guarana e da marapuama foram submetidos a cromatografia em
camada delgada (CCD), com a finalidade de determinar o eluente para a separacdo de seus

constituintes fitoquimicos na cromatoplaca.

= Para este procedimento foram utilizadas placas de silica Gel como fase estacionaria e
como eluentes foram utilizados misturas de diferentes proporgdes com o0s solventes:
hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, butanol, etanol, metanol,
isopropanol, éter etilico, &gua e &cido férmico.

= Aplicou-se a placa de cromatografia delgada (CCD) espotes dos extratos e procedeu-se a
corrida cromatografia em cuba, com diferentes sistemas de eluicdo. Com a finalidade de
revelar as manchas e faixas caracteristicas das amostras incidiu sobre as cromatoplacas a
luz ultravioleta com comprimento de 365 nm e a seguir foram reveladas com: vanilina /
acido sulfurico, solucéo etandlica de FeCls e Dragendorf.

= As placas do extrato hidroalcodlico do guarand reveladas com Dragendorf foram
comparadas com padr@es alcaldide (cafeina) e as reveladas com vanilina / &cido sulfurico
foram comparadas com padrdes de tanino (catequina e epicatequina)

» Para 0 preparo da placa cromatografica utilizada no monitoramento da fracdo bioativa
foram utilizados placas de cromatografia delgada (CCD) com 7 cm de comprimento,

sendo 6 cm para a corrida do extrato, ja o espacamento entre as amostras (espotes) foi de
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1,0 cm. Foram aplicadas na placa de cromatografia delgada (CCD) duas amostras do

extrato e duas do solvente (controle negativo), e procedeu-se a corrida cromatogréfica.

Apos a corrida, a placa foi cortada ao meio, obtendo-se assim duas placas, ambas com a
corrida do extrato e do solvente. Um conjunto de placas foi usado como cromatograma de
referéncia, no qual as manchas foram reveladas por vanilina / &cido sulfirico, o outro
conjunto foi revelado por meio de um revelador biolégico, o cloreto de trifeniltetrazolio,

usado para o monitoramento da atividade antibacteriana das amostras.

Preparou-se o inéculo bacteriano, conforme a Escala 0,5 de McFarland, transferindo, com
auxilio de uma micropipeta micro-organismos da uma suspensdo bacteriana com 24 horas
de crescimento, para um tubo de ensaio contendo 2,5 mL de meio Mieller Hinton
(resfriados até aproximadamente 50 °C). Este foi homogeneizado e incorporado a outros
7 mL do meio MH, e vertido sobre a placa de CCD, que se encontrava dentro da placa de

Petri.

Ap0s 18 horas de incubacdo a 36 °C, verteu-se sobre a placa 7 mL do revelador cloreto de
trifeniltetrazolio (CTT) em gel de agar bacteriolégico a 0,5 %, a fim de otimizar a
visualizagdo dos halos. As placas foram reincubadas por 30 minutos e os halos de inibigdo

foram determinados.

A partir da placa de bioautografia e da placa revelada com vanilina / &cido sulfurico, foi
calculado o Rf (indice de retencdo) da mancha ativa. O Rf foi calculado dividindo-se a
distancia percorrida pela substancia que demonstrou atividade pela distancia percorrida
pelo solvente. Quando a mancha apresentou-se muito grande, ou seja, circular ou
alongada, tirou-se a media entre a extremidade superior e a inferior da mancha,

calculando-se a distancia percorrida pelo seu centro geométrico.
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Fracao

bioativa

N/

[
»

Placa com a corrida Meio MH com
cromatoarafica crescimento bacteriano

e

Placa de Petri contendo a cromatoplaca e o meio bacteriano
inoculado, para determinagdo do halo de inibi¢do

Esquema 07 . Esquema ilustrativo do método de Bioautografia, no qual o meio de cultura inoculado é vertido
sobre uma cromatoplaca eluida com o composto quimico de interesse.
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3.3.4 Técnica de cromatografia - Semipurificacdo

Amostras do extrato hidroalcodlico do guarand (27 mg) solubilizado em 1,0 mL de
metanol foram aplicadas em placas de aluminio (20x20 cm). A eluicdo foi realizada utilizando

como fase madvel o sistema diclorometano: etanol (40:60).

Ao final da eluicdo a amostra foi retirada da placa e dissolvida em metanol. Esta
amostra foi filtrada em funil de vidro com papel filtro e algodéao até ndo ser observada mais a
presenca de silica, apds foi concentrada em rotaevaporador (30 °C) e pesada em balanca
analitica (Esquema 07) (HOSTETTMANN; MARSTON, 1994; CECHINEL FILHO;

YUNES, 1998).

Extrato bioativo
selecionado

Analise por
CCD

Monitoramento
Guiado por
Bioautografia

Semipurificacdo
por métodos
cromatograficos

Fracéo bioativa
semi-purificada

Esquema 08 — Organograma dos métodos para a semipurificacdo dos extratos selecionados
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3.3.5 Técnica de microdiluicao em caldo

Esta técnica foi realizada com a finalidade de determinar a concentracdo inibitdria
minima dos extratos bioativos de Paullinia cupana, por meio do método de microdilui¢cdo em
caldo, foi adaptada de Alves et al. (2008) e Oliveira (2005). Todas as etapas do procedimento

foram realizadas em condi¢Oes assépticas e em triplicata.
A) Procedimento experimental

= A suspensdo bacteriana com turvacdo correspondente a escala de 0,5 de McFarland
(1,5 x 10° ufc/mL) foi diluida na proporcdo de 1/300 em caldo LB de forma a obter

uma suspensdo final com concentracéo de 2,5x10° UFC/mL.

» Foi dispensado a onze pocos sequenciais da microplaca 100 pl de caldo LB, ao
primeiro pogo da sequencia foi adicionado 100 pL da solugdo do extrato bioativo e
procedeu-se a uma diluicdo seriada até o ultimo pogo, deste foi desprezado 100 pL. A
sequir foi adicionado aos onze pocos o inéculo bacteriano na concentragdo de 2,5x10°

UFC/mL.

= Os extratos bioativos do guarana foram analisados nas concentraces sequenciais da
diluicdo seriada, as concentracfes foram: 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12
mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL, 0,39 mg/mL, 0,15 mg/mL, 0,097 mg/mL, 0,048

mg/mL e 0,024 mg/mL.

= A fracdo bioativa do extrato hidroalcoolico do guarana foi analisado nas concentracdes
sequencias da diluicdo seriada, as concentragcdes foram: 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL,
0,625 mg/mL, 0,312 mg/mL, 0,156 mg/mL, 0,078 mg/mL, 0,039 mg/mL,

0,019 mg/mL, 0,0097 mg/mL, 0,0048 mg/mL e 0,0024 mg/mL.
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Os controles (imipenem e vancomicina) foram analisados nas concentracdes
sequéncias da diluicdo seriada, as concentracfes foram: 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL,
0,062 mg/mL, 0,031 mg/mL, 0,015 mg/mL, 0,007 mg/mL, 0,004 mg/mL,

0,002 mg/mL, 0,0009 mg/mL, 0,00048 mg/mL, 0,00024 mg/mL e 0,00012 mg/mL.

Logo ap6s a micropipetagem, as microplacas foram tampadas e incubadas a 36 °C por
18 horas. Terminado este periodo adicionou-se em cada orificio das placas 30 pL de
resazurina a 0,01 % em solucdo aquosa esterilizada onde, apds 4 horas de reincubacao,
a leitura foi realizada. Desta maneira foi possivel determinar a menor concentracao de

cada extrato bioativo capaz de inibir o crescimento microbiano.

Analise estatistica: os valores foram expressos como a média e os respectivos valores

de desvio-padrao, utilizando o programa Microsoft Office Excel 2007.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Estudo preliminar de técnicas de triagem

da atividade antibacteriana
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4.1.1 Resultados

Com a finalidade de determinar a técnica mais sensivel na detec¢do das propriedades
antibacterianas do guarana e da marapuama, seus extratos hidroalcodlicos foram inicialmente

estudados por meio de duas técnicas de difusdo em Agar, a técnica do pogo e a do disco.

Os extratos hidroalcoolicos do guarand e da marapuama foram priorizados neste
ensaio, devido principalmente aos relatos descritos na literatura da atividade antibacteriana de
extratos alcoolicos destas espécies (BASILE et al.,, 2005; MAJHENIC et al., 2007;
CORREIA et al., 2008). Além disto, segundo o que descreveu Falkenberg et al., (2004), a
maioria dos compostos com atividade bioldgica apresenta solubilidade em misturas

alcodlicas.

O controle positivo (imipinem associado a cilastatina) proporcionou a formacdo de
halo de inibicdo em todos os ensaios, conforme o esperado. Pois, este € um quimioterapico
gue, juntamente com 0 meropenem, representa o B-lactdmico com maior espectro e poténcia
antimicrobiana, e sdo 0s Unicos carbapenémicos disponiveis para o0 uso clinico no Brasil
(GALES et al.,, 2002). Ja os controles negativos (metanol 10 % e DMSO 1 %) néo
apresentaram nenhuma ac¢do antibacteriana frente aos micro-organimos testes.

O extrato hidroalcoolico do guarana foi ativo frente as linhagens Gram-negativas e
Gram-positivas: S. aureus MSSA, B. cereus, C. violaceum e P. aeruginosa (Tabela 04). O

extrato hidroalco6lico da marapuama ndo demonstrou atividade inibitéria
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Tabela 04. Comparagdo entre técnicas de triagem da atividade antibacteriana, do extrato hidroalcodlico do
guarana, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Técnica do Pogo Técnica do Disco
Bactérias 04mg 12mg 4mg 0,3 mg 0,9 mg 3mg

S. aureus MSSA - - + - + +
ATCC 25923

S. aureus MRSA - - = - - -
ATCC 33591

B. cereus - - - - - +
ATCC 9634

B. licheniformis - = - - - -

S. mutans - - - - - -
ATCC 624

C. violaceum - - = - - +
ATCC 12472

P. aeruginosa
PaO1

E. coli - - - - - -
EPEC: E2348/60,
EAEC: 042, EHEC: 0157:H7
DAEC: C1842

S. arizonae - - - - - -
ATCC M90T

(-) Negativo (auséncia de halo de inibicdo bacteriana); (+) Positivo (presenca de halo de inibi¢do bacteriana)
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4.1.2 Discussao

Ao se estudar a atividade antibacteriana dos extratos por meio da técnica de difusao
em Agar, utilizando como reservatérios discos e pocos confeccionados no meio de cultura, foi
possivel determinar a técnica mais sensivel para o estudo dos extratos abordados neste
projeto.

Por meio da técnica de difusdo em poco foi observada a formacdo de halo de inibicéo
contra apenas um micro-organismo (S. aureus MSSA) quando utilizado 4 mg do extrato

hidroalcodlico do guarana.

Quando se fez o uso da técnica de difusdo em disco foi possivel detectar a atividade
inibitdria do extrato hidroalcodlico do guarana na concentracdo de 0,9 mg contra 0 S. aureus
MSSA; e quando utilizou-se a concentracdo de 3 mg determinou-se a atividade frente a quatro

bactérias: S. aureus, B. cereus, C. violaceum e P. aeruginosa.

Pode-se inferir, portanto que o teste de difusdo em poco foi menos sensivel no
rastreamento da atividade antibacteriana. A menor sensibilidade da técnica do pogo observado
neste trabalho deve-se provavelmente ha uma maior area de difusdo do extrato no pogo. Além
disto, por esta técnica 2,5 mL de indculo bacteriano com turvacao correspondente a escala 0,5
de McFarland foi incorporada ao meio de cultura. Enquanto na técnica de difusdo em disco, a
suspensdo bacteriana com a mesma turvacdo foi semeada apenas na superficie do &gar e a

difusdo do extrato se deu na superficie do mesmo, em contato com a bactéria semeada.

Em vista desses resultados a técnica de difusdo em disco foi selecionada para a
triagem da atividade antibacteriana dos extratos do guarana e da marapuama. Esta é uma das
técnicas mais utilizadas nos laboratérios de microbiologia, preconizada pelo National
Committe for Clinical Laboratory Starndards (NCCLS) e esta normatizada como parametro
de andlise antimicrobiana na Farmacopéia Brasileira (KIEHLBAUCH et al., 2000; SEJAS et

al., 2002).
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4.2 Espeécie Ptychopetalum olacoides
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4.2.1 Resultados

4.2.1.1 Rendimento

A partir da extracdo de amostras de 20 gramas de marapuama foram calculados os
rendimentos. Foi obtido um rendimento de 0,51 g (2,55 %) de extrato aquoso, 0,25 g (1,25 %)
de extrato hidroalcodlico, 0,057 g (0,28 %) de extrato etandlico, 0,035 g (0,17 %) de extrato
hexanico, 0,81 g (4,05 %) do extrato em acetato de etila e 0,41 g (2,05 %) do extrato

metanolico (Gréfico 01).

AQ HA ET HE ACOET MET

Gréfico 01 — Rendimento dos extratos aquoso (AQ), hidroalcodlico (HA), etandlico (ET), hexanico (HE), em
acetato de etila (ACoOET) e metandlico (MET) da marapuama.

4.2.1.2 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana da marapauama foi rastreada utilizando-se 3 mg/disco de
extrato. Em vista do baixo rendimento obtido com a extracdo do material vegetal, o estudo foi
conduzido utizando-se pelo menos um extrato com caracteristica polar (aquoso, metandlico,
etanolico e hidroalcodlico) e outro com polaridade intermediaria ou apolar (acetato de etila e

hexano) frente as linhagens testes.
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Conforme demonstrado na tabela 05, o extrato etandlico foi ativo frente a
P. aeruginosa e 0 aquoso demonstrou atividade a linhagem de C. violaceum. Os melhores
resultados foram obtidos com o extrato em acetato de etila, inibindo: C. violaceum, S. aureus,
B. cereus e B. licheniformis.

Os controles negativos (metanol 10 % e DMSO 1 %) ndo demonstraram acao
antibacteriana frente aos micro-organimos testes e o controle positivo (imipinem associado a
cilastatina) proporcionou a formagéo de halo de inibicdo em todos os ensaios, conforme o

esperado.
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Tabela 05 Atividade antibacteriana dos extratos: aquoso, hidroalcodlico, metanolico, etandlico, em acetato de
etila e hexanico da marapuama, frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Bactérias AQ HA MET ET ACOET HE
3mg/disco
S. aureus MSSA ND - - ND + ND
ATCC 25923
B. cereus ND - ND - + S
ATCC 9634
B. licheniformis ND - - ND + ND
Isolado clinico
S. mutans ND - - ND - ND
ATCC 624
C. violaceum + - ND - + -
ATCC 12472
P. aeruginosa ND - ND T+ - ND
PaO1
E. coli ND - - - - ND

EPEC: E2348/60, EAEC:
042, EHEC: 0157:H7 e

DAEC: C1842

Shigella spp. ND - - ND - ND
ATCC M90T

S. arizonae ND - - ND - ND
Isolado clinico

(-) Negativo (auséncia de halo de inibicdo); (+) Positivo (presenca de halo de inibicdo); ND (ndo determinado):
ensaio ndo realizado devido ao baixo rendimento obtido na extragdo da marapuama e ao enfoque dado aos
ensaios com os extratos do guarana.
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4.2.1.3 Bioautografia

O extrato em acetato de etila da marapuama foi selecionado entre as amostras mais
promissoras para 0 monitoramento da atividade antibacteriana por bioautografia devido ao seu

espectro de acdo frente as linhagens testes e ao rendimento obtido no processo extrativo.

O extrato em acetato de etila da marapuama foi submetido a diferentes eluentes com a
finalidade de determinar o sistema mais adequado para a separa¢do dos seus constituintes
fitoquimicos na cromatoplaca. Conforme observacdes dos resultados pode-se inferir que
dentre os sistemas testados, 0 hexano: acetato de etila (8,0:2,0) foi o que forneceu a melhor

resolucdo para as amostras na cromatoplaca.

Na sequéncia verificou-se de forma preliminar a constituicdo fitoquimica da amostra,
utilizando-se para isto, o revelador fisico: luz ultravioleta; quimico: solucdo etandlica de

FeClsa 1%, Dragendorff e vanilina sulfarica; e biologico: cloreto de trifeniltetrazolio.

Conforme a figura 11 pode-se inferir que o extrato, mais especificamente onde se
encontra o principio ativo, possui substancias que reagem com o cloreto férrico (A;) e com o
Dragendorf (A;), apresentam fluorescéncia a 365 nm (A3) e inibe o crescimento bacteriano
(Ag). Pode ser observado nesta figura, mais especificamente “Ag” que a fragdo do extrato em

acetato de etila que inibiu o crescimento do S. aureus apresenta um fator de retencdo de 0,13.
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Inibicéo do
crescimento
L1 bacteriano

L ' o
&+ . ‘ T Rf: 0,13

49 e it
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Figura 11 — Perfil cromatogréfico do extrato em acetato de etila da marapuama utilizando como revelador
quimico: (A;) FeCls. (Ay) Dragendorff; (As): UV 365 nm; (A,) vanilina sulfirica; (As) Controle negativo com
metanol; (As) Extrato em acetato de etila frente ao S. aureus revelado com cloreto de trifeniltetrazélio.

4.2.2 Discussao

4.2.2.1 Rendimento

Os extratos da marapuama que demonstraram maiores rendimento foram os obtidos
em hexano (0,51g), em acetato de etila (0,81g) e o metandlico (0,41 g), desta forma pode-se
concluir que os solventes organicos com polaridade intermediaria e apolar foram os que
demonstraram uma maior capacidade de extrair os compostos fitoquimicos presentes no
material vegetal.

O extrato etandlico da marapuama apresentou um rendimento de 0,057¢, este é citado
na literatura por apresentar atividade antibacteriana contra linhagens teste de S. aureus
(CORREIA et al., 2008) e atividade antifungica contra linhagens de Colletotrichum acutatum

e Fusarium oxysporum (MONTRUCCHIO; MIGUEL, 2002).
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4.2.2.2 Atividade antibacteriana

No presente trabalho a atividade antibacteriana dos extratos da marapuama foram
avaliados pelo método de difusdo em agar, utilizando a escala 0,5 de McFarland. Igualmente
neste projeto, Correia et al. (2008) e Montrucchio e Miguel (2002) estudaram a atividade

antimicrobiana do extrato etanolico da marapauma.

Em estudo conduzido por Correia et al. ( 2008), o extrato etan6lico da marapuama foi
analisado nas concentragdes que variaram de 80 pg a 1.25 pg, frente a cepas ATCC
(Americam Type Culture Collection) e multi-resistentes de: Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, Enterococcus faecalis e Streptococcus

pneumoniae, sendo observada atividade apenas contra S. aureus.

Ja em estudo realizado por Montrucchio e Miguel (2002), os extratos etandlicos e suas
fracdes em hexano, cloroférmio, butanol, metanol e etanol foram avaliadas frente as linhagens
E. coli (ATCC 8739), S. aureus (ATCC 6531) e S. epidermidis (ATCC 12228). Nao foi
demonstrada atividade inibitoria frente as bactérias, porém foram ativos frente aos fungos

C. acutatum e F. oxysporum.

No presente estudo, igualmente ao estudo conduzido por Correia et al. ( 2008), e
Montrucchio e Miguel (2002), o extrato etan6lico ndo apresentou atividade frente as cepas de

E. coli, porém foi ativo contra a Pseudomonas aeruginosa.

Além disto, o extrato em acetato de etila foi ativo contra a linhagem de S. aureus. Este
resultado € de relevante importancia ja que o S. aureus representa um importante patogeno
causador de infeccdo comunitaria e hospitalar, que vem desenvolvendo resisténcia aos
quimioterapicos disponiveis na terapéutica (LENTINO et al., 2008).

Dentre as provaveis substancias presentes nos extratos polares (etanolico e aquoso)
responsaveis pela a atividade antibacteriana podem-se destacar os alcaldides metilxantinicos,

pois a marapuama assim com 0 guarana contem cafeina e teobromina em sua composicao e
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existem relatos que demonstra a atividade da cafeina contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas (RATES, 2004; ALMEIDA, 2007). Os taninos também fazem parte da
constituicdo fitoquimica da maparuama e podem ser implicados na acéo inibitoria observada

(SCALBERT, 1991; SANTOS; MELO, 2004; CHUNG et al.,1998; MILA et al., 1996).

Mas, além desses grupos de substancias, devem ser considerados 0s compostos com
carater menos polar, pois o extrato que demonstrou maior espectro de agéo foi o0 em acetato de
etila, que apresenta polaridade intermedidria. As substincias presentes neste extrato
difundem-se mais lentamente no Agar, podendo levar a formacdo de discretas zonas de
inibicdo, dando a falsa impressé@o de auséncia ou fraca atividade antibacteriana (PAULI et al.,

2005).

Dentre as substancias fitoquimicas que podem estar exercendo a atividade observada
podem-se citar os esteroides do tipo B-sitosterol e os terpenos: glutinol e a-amirina, presentes
na espécie em estudo (CORREA et al.,1998; REVILLA, 2002; MONTRUSCCHIO et al.,
2002; MATTA, 2003; KUSTER; ROCHA, 2004; ROLIM et al., 2005; ALONSO, 2007,
TANG et al., 2009). Segundo Virtuoso et al., (2005), os esteroides e 0s triterpenos presentes
nas plantas estdo concentrados geralmente na fracdo mais apolar (por exemplo, o extrato em
acetato de etila), e sdo conhecidos por diversas atividades de interesse biolégico, dentre as

quais a atividade antimicrobiana.

Os terpenos sdo descritos na literatura como a segunda classe de compostos
fitoquimicos com maior numero de constituintes bioativos (DI STASI, 1996;
MONTRUSCCHIO et al., 2002; TANG et al., 2009). Singh e Singh (2003) estudaram a
atividade antibacteriana pelo método de difusdo na concentracdo de 1 mg por disco, da
a-amirina, lupeol e B-sitosterol isolados da espécie Trichodesma amplexicaule Roth, e

observaram a atividade frente a E. coli, S. aureus, K. pneumoniae e B. thuringiensis.
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Em estudo conduzido por Padmaja et al., (1993) foram fracionados e identificados
susbtancias presentes nos extratos hexanicos e em acetato de etila das casca das raizes de
Narum uvaria Wall e Uvaria hookeri King, que demonstraram atividade antibacteriana.
Segundo os autores, as provaveis substancias que proporcionaram a atividade foram o
triterpeno glutinol e P-sitosterol. Outro componente que foi descrito fazendo parte da
composicao da marapuama € o a-pineno. Este foi descrito por Cabral (2008) como inibidor do
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) com uma concentracdo inibitéria minima de 6500

pg/mL.

Os flavonoides constituem uma classe de substancias que se encontram presente tanto
no guarana quanto na marapuama, sao descritos por possuirem atividade antifungica, antiviral
e antibacteriana. Os mecanismos propostos para a atividade dos flavondides tém sido
atribuidos a inibicdo da DNA girase e a inibicdo da funcdo da membrana citoplasmatica

(CUSHNIE; LAMB, 2005).

4.2.2.3 Bioautografia

O ensaio de bioautografia realizado com o extrato em acetato de etila da marapuama
detectou a atividade antibacteriana de um composto quimico com Rf 0,13, sendo desta forma
de relevante importancia novos estudos que conduza a semi-purificagdo e elucidacdo da

fracdo bioativa.
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4.3 Espécie Paullinia cupana
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4.3.1 Resultados

4.3.1.1 Rendimento

Em conformidade com os procedimentos executados para a obtencdo dos extratos da
marapuama, foram conduzidas operacGes para a extracdo dos compostos fitoquimicos do
guarana. O extrato hidroalcoolico (70 % de etanol v\v) apresentou um rendimento de 3,73 g
(18,65 %), o extrato etandlico de 0,79 g (3,95 %), o extrato aquoso de 0,67 g (3,25 %) e o

extrato hexanico de 0,59 g (2,95 %). Estes resultados podem ser vistos no Grafico 02.

AQ HA ET HE ACOET MET

Gréfico 02 — Rendimento dos extratos aquoso (AQ), hidroalcodlico (HA), etandlico (ET), hexanico (HE), em
acetato de etila (ACoET) e metanélico (MET) do guarana.

Para a obtencdo dos extratos em acetato de etila e em metanol procedeu-se uma
extracdo sequencial a partir do residuo obtido com a extracdo em hexano. O extrato em
acetato de etila apresentou um rendimento de 0,27 g (1,35 %) e o metandlico um rendimento

de 1,98 g (9,9 %).
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4.3.1.2 Atividade Antibacteriana

O extrato aquoso, metandlico, etandlico, hidroalcodlico, em acetato de etila e hexanico
do guarand foram estudados frente as linhagens de E. coli diarreiogénicas, S. arizonae,
P. aeruginosa, C. violaceum, B. licheniformis, B. cereus, S. aureus meticilina sensivel

(MSSA), S. aureus meticilina resistente (MRSA) e S. mutans.

Utilizou-se nos ensaios extratos na concentragcdo de 3 mg/disco, conforme descrito
por Salvane et al., (2008) e Alves et al., (2008). Além disto, esta concentracéo foi escolhida
fundamentada principalmente no fato de que na maioria das vezes o composto bioativo
encontra-se em pequenas quantidades no extrato, sendo interessante, portanto que se utilize no
rastreio da atividade uma concentracdo que permita a deteccdo dessas substancias. Pois um
dos objetivos deste projeto foi o de obter uma fracdo que concentresse a substancia ativa

(CHEMICAL FILHO; YUNES, 2001).

Ao se analisar a atividade antibacteriana dos extratos obtidos do guarana observou-se
que os extratos metandlico, etandlico e hidroalcodlico apresentaram um espectro de agéo
similar, inibindo C. violaceum, S. aureus e Bacillus spp. O extrato hidroalcodlico inibiu
também a P. aeruginosa, o extrato aquoso apresentou atividade frente ao B. licheniformis, ja o
extrato hexanico ndo demonstrou atividade (Tabela 03).

Os controles negativos (metanol 10% e DMSO 1 %) ndo apresentaram nenhuma acgao
antibacteriana frente aos micro-organimos testes. Ja o controle positivo (imipinem\cilastatina)

proporcionou a formacao de halo de inibigdo em todos 0s ensaios.
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Tabela 06 Atividade antibacteriana dos extratos: aquoso, hidroalcodlico, metanolico, etanélico, em acetato de
etila e hexanico do guarand, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

AQ HA MET ET ACOET HE
Bactérias 3mg/disco

S. aureus MSSA - + + + - -
ATCC 25923

S. aureus MRSA - - + + - -
ATCC 33591

B. cereus - + + - - -
ATCC 9634

B. licheniformis + = = + o -
Isolado clinico

S. mutans - - - - - -
ATCC 624

C. violaceum - + + + + -
ATCC 12472

P. aeruginosa - + - - - -
PaO1

E. coli diarreiogénicas - - - - - -

EPEC: E2348/60, EAEC: 042,
EHEC: 0157:H7 e DAEC:
C1842

Shigella spp. - - - - - -
ATCC M90T

S. arizonae - - - - - -
Isolado clinico

(+) Positivo: presenca de halo de inibicdo; (-) Negativo: auséncia de halo de inibicéo.
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4.3.1.3 Perfil cromatogréafico e Semipurificacdo da fracéo bioativa

Os extratos bioativos do guarand foram submetidos a diferentes eluentes com a
finalidade de determinar o sistema de eluicdo mais adequado para a separagdo dos seus
constituintes fitoquimicos na cromatoplaca.

Ao se analisar diferentes eluentes para os extratos bioativos do guarana chegou-se a
conclusdo de ser o sistema: diclorometano: hexano: metanol (4,5: 3,0 : 2,5) o que forneceu a
melhor resolucdo para as amostras. Apos a eluicdo com este eluente as placas foram reveladas

com luz ultravioleta e vanilina sulfdarica conforme observado na figura 12.
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Figura 12 — Perfil cromatogréafico das amostras biativas do guarana. (A) Luz ultravioleta com comprimento de
onda de 365 nm. (B) Vanilina / acido sulfarico. (1) Extrato AQ; (2) Extrato HA; (3) Extrato ET; (4) Extrato
ACOET; e (5) Extrato MET.

Por meio do perfil cromatografico observado na figura 12, dos resultados de triagem
da atividade antibacteriana e dos calculos dos rendimentos obtidos com o material vegetal foi
possivel selecionar dentre os extratos estudados aquele mais vidvel para a obtengdo de uma
fragéo bioativa.

O extrato hidroalcoolico do guarana foi selecionado entre as amostras mais
promissoras para o0 rastreamento da atividade bioldgica por bioautografia, devido ao seu

espectro de acdo frente as linhagens testes e ao rendimento obtido no processo extrativo.
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Apbs determinar o eluente, diclorometano: hexano: metanol (4,5:3,0:2,5), as placas
cromatografias eluidas foram reveladas com solucdo etanolica de FeCl; Dragendorff e
vanilina sulfurica, e comparadas com padrdes de tanino (catequina e epicatequina) (Figura 13)

e alcaloide (cafeina) (Figura 14), permitindo uma estudo fitoquimico preliminar da amostra

¢
Padréo de
Epicatequina

NE —

Extrato |
. - Padréo de

Hidroalco6lico .
e 1 Catequina
A [ A Az

Figura 13 — (A;) Extrato hidroalcodlico relevado com solucdo etandlica de FeCls; (A,) Padrdo de catequina
revelado com solugdo etandlica de FeCl Rf: 0,4; (As) Padréo de epicatequina relevado com solugéo etandlica de

FeCl; Rf: 0,5
Extrato
Hidroalcodlico

Figura 14 — (A;) Extrato hidroalcodlico revelado com Dragendorf; (A;) Padrdo de cafeina revelado com
Dragendorf, Rf: 0,7.

analisada.

Padréo de
Cafeina




96

Conforme a figuras 13 e 14 pode-se concluir que o extrato possui substancias que
reagem com o cloreto férrico e com o dragendorff, 0 que sugere a presenca de taninos e
alcaldides na amostra, e corrobora com o descrito na literatura (Henmam, 1982; Basile et al.,
2005).

Na sequéncia o extrato hidroalcoolico foi estudado frente as bactérias: S. aureus e
B. cereus. Para isto, 0 meio bacterioldgico ja inoculado foi vertido sobre a cromatoplaca
eluida, utilizando como revelador biolégico o cloreto de trifeniltetrazélio. A cromatoplaca foi
preparada aplicando-se com um capilar um volume de 7 pL do extrato hidroalco6lico na
concentracdo de 50 mg/mL, o que equivale a uma massa de 350 ug do extrato.

Conforme observado na figura 15, mais especificamente A, e As a fracdo do extrato
hidroalcodlico que inibiu o crescimento do S. aureus e do B. cereus, apresenta um fator de

retencédo de 0,10 e 0,0, respectivamente.

[reee=
-
‘ Halo de Inibic&o bacteriano.
o Rf: 0,10
\
. Halo de Inibic&o bacteriano.
e Rf: 0,0
A A, Az A, As

Figura 15 — Placas eluidas em conjunto com a finalidade de monitorizar a atividade antibacteriana. (A;) Extrato
hidroalcoodlico revelado com luz ultraviolenta a 365 nm; (A,) Extrato hidroalcoolico revelado com vanilina
sulfarica; (As) Controle negativo com metanol; (A,;) Extrato hidroalcodlico frente ao S. aureus revelado com
cloreto de ftrifeniltetrazolio; (As) Extrato hidroalcodlico frente ao B. cereus revelado com cloreto de
trifeniltetrazélio.
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Dando continuidade, o extrato hidroalcodlico foi estudado frente a diversos eluentes
com a finalidade de determinar o mais adequado para a separagdo dos fitoquimicos ativos na

cromatoplaca e posterior semipurificacdo da fracdo bioativa (Figura 16).

Composto Halo de
Bioativo | _ 9 Inibicdo

v

-»

Rf: 0,6 Rf: 0,6

¢
Al A2

Figura 16 — Extrato hidroalcoolico eluido pelo sistema diclorometano:etanol (40:60). A;: revelada em luz
ultravioleta. A2: revelada com revelador biol6gico (cloreto de trifeniltetrazélio): frente ao S. aureus MRSA

Apds determinar o eluente — dicloromentano:etanol (DCM: ET — 40:60) procedeu-se a
semipurificacdo da fracdo bioativa, para isto, foi utilizado placas de cromatografia de silica
gel de fase normal (base de aluiminio). As manchas foram visualizadas com uso de luz
ultravioleta e a olho nu, a de interesse foi raspada do aluminio, filtrada e concentrada dando
origem a uma frag&o bioativa. Esta foi submetida ao ensaio de concentragéo inibitéria minima

(CIM).
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4.3.1.4 Concentracgdo Inibitéria Minima

O estudo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pela técnica de microdiluicdo em
caldo foi realizado com o0s extratos que apresentaram atividade antibacteriana no teste de
difusdo em disco, com a finalidade de determinar a sua poténcia. Os resultados da
concentracdo inibitéria minima dos extratos bioativos do guarand estdo demonstrados na

Tabela 07.
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Tabela 07. Média e desvio padrdo das concentragdes inibitoria minima dos extratos: em acetato de etila,
hidroalcodlico, aquoso, metandlico e etandlico do guarand, frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

AQ HA MET ET ACOET HE
Bactérias Concentracao Inibitéria Minima

Média (mg/mL) + Desvio Padréo

S. aureus MSSA ND 3,12+0,0 156%0,0 525+1,8 ND ND
ATCC 25923
S. aureus MRSA ND ND 1,56 0,0 3,12 +0,0 ND ND
ATCC 33591
B. cereus ND 156+0,0 156400 156%0,0 ND ND
ATCC 9634
B. licheniformis ND ND 0,39 £ 0,0 1,56 £ 0,0 625+00 ND
Isolado Clinico
S. mutans ND ND ND ND ND ND
ATCC 624
C. violaceum 251 0,0 6,25+ 0,0 3,12+0,0 525+1,8 417+18 ND
ATCC 12472
P. aeruginosa ND 25+ 0,0 ND ND ND ND
ATCC 12472
E. coli ND ND ND ND ND ND

EPEC: E2348/60, EAEC:
042, EHEC: 0157:H7 e

DAEC: C1842

Shigella spp. ND ND ND ND ND ND
ATCC M90T

S. arizonae ND ND ND ND ND ND

Isolado Clinico

ND: N&o Deterninado por ndo ter apresentado atividade no teste de difusdo em disco. AQ (extrato aquoso); HA:
extrato em etanol 70 % (hidroalcodlico); MET: extrato metandlico; ET: extrato etandlico; ACOET: extrato em
acetato de etila; HE: extrato hexanico.
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A partir do extrato hidroalcodlico do guarana obtevesse uma fracdo bioativa ao qual
foi submetida a novos ensaios de concentracao inibitéria minima (CIM) com a finalidade de
determinar o seu potencial antibacteriano. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 08 e

Figuras 17 a 20.

Tabela 08. Média e desvio padrdo das concentracdes inibitéria minima da fracdo bioativa do extrato
hidroalcod6lico do guarand e do controle (vancomicina) frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Bactérias Fracdo Hidroalcoodlica do Controle positivo
Guarana (vancomicina)

Concentracédo Inibitéria Minima

Média (mg/mL) + Desvio Padréo

S.aureus MSSA 1,25+ 0,0 0,0039 £ 0,0
ATCC 25923
S.aureus MRSA 0,625+ 0,0 0,0026 £ 0,001
ATCC 33591
C. violaceum 0,625+ 0,0 0,250 £ 0,0
ATCC 12472
B. cereus 1,04 £ 0,36 0,0039 £ 0,0
ATCC 9634
S. mutans - 0,25+ 0,0
ATCC 624

P. aeruginosa
ATCC 12472

- 0,125+ 0,0

(=): auséncia de atividade na concentracdo estudada



101

v

CIM da
Fracéo .
Bioativa CIM do
Controle:
Vancomicina

v

Figura 17 — Placa de microdiluicdo demonstrando a acdo antibacterina da fracdo bioativa do extrato

hidroalcoolico do guarana (CIM: 1,25 mg/mL) e da vancomicina (CIM: 0,0039 mg/mL) frente ao S. aureus
MSSA.
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Figura 18 — Placa de microdiluicio demonstrando a acdo antibacterina da fracdo bioativa do extrato

hidroalcoolico do guarand (CIM: 0,625 mg/mL) e da vancomicina (CIM: 0,0026 mg/mL) frente ao S. aureus
MRSA
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CIM do
Controle:
Vancomicina

Figura 19 — Placa de microdiluicdo demonstrando a acdo antibacterina da fracdo bioativa do extrato
hidroalcoolico do guarana (CIM: 0,625 mg/mL) e da vancomicina (CIM: 0,250 mg/mL) frente a C. violaceum.

CIM da
Fracéo
Bioativa

CIM do
Controle:
Vancomicina

Figura 20 — Placa de microdiluicdo demonstrando a acdo antibacteriana da fracdo bioativa do extrato
hidroalcoolico do guarana (CIM de 1,04 mg/mL) e da vancomicina (CIM de 0,0039 mg/mL) frente ao B. cereus.
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4.3.2 Discussao

4.3.2.1 Rendimento

O extrato hidroalcodlico foi 0 que apresentou 0 maior rendimento. Este resultado é
relevante, pois, segundo Falkenberg et al., (2004) 80 % de praticamente todos 0s compostos
de interesse para a andlise fitoquimica apresentam alguma solubilidade em misturas
alcodlicas. Além disto, foi demonstrado por Majhenic et al., (2007) que o extrato obtido da
semente do guarand a partir de misturas alcoolicas inibiu o crescimento de bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas, resultado corroborado pelos estudos de Basile et al., (2005).

Na extracdo sequencial, realizada a partir do residuo hexanico, o rendimento obtido
com o metanol foi superior, em relagdo ao em acetato de etila e hexanico. Este resultado pode
ser atribuido a natureza dos componentes fitoquimicos do extrato em que o metanol apresenta
uma maior capacidade extrativa, em relagdo ao acetato de etila e hexano (SAWAYA et al.,

2004).

4.3.2.2 Atividade antibacteriana

Igualmente neste projeto, Basile et al. (2005) e Majhenic et al., (2007) estudaram a
atividade antibacteriana de extratos obtidos a partir da semente do guarana, ajustado segundo
a escala 0,5 de McFarland. Sendo encontrados resultados similares com o presente estudo,

entre eles a acdo inibitdria ao S. aureus e a P. aeruginosa.

Os extratos das sementes do guarana foram ativos frente ao S. aureus e a
P. aeruginosa, dois importantes agentes de infec¢do comunitéria e hospitalar. Estes patdgenos
tém provocado, nos ultimos anos, grande preocupacdo entre os profissionais de salde por

passarem por um processo de adaptacao diferencial, isto é, evolugdo, que tem permitido a eles
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desenvolverem resisténcia aos antimicrobianos disponiveis na terapéutica (LENTINO et al.,

2008).

Além disto, neste estudo foi observada a atividade dos extratos frente a linhagem de
B. cereus, atividade verificada também nos ensaios conduzidos por Majhenic et al., (2007).
Este micro-organismo é agente de gastrenterites, o que poderia justificar, portanto o seu uso
para o tratamento de disturbio gastrointestinal (JAWETZ et al., 1998; MURRAY et al., 2004;

WEHRLE et al., 2010).

Segundo Henman (1982) os efeitos medicinais do guarana podem ser consequéncia de
sua elevada concentracdo de alcal6ides, taninos e saponinas, o que é corroborado por Basile et
al., (2005), que pressupBe serem o0s polifenois presentes no extrato os responsaveis diretos

pela sua acdo antimicrobiana.

Os taninos tém sido reportados na literatura por demonstrarem atividade
antibacteriana, ao complexar proteinas e inibir enzimas extracelulares dos micro-organismos
privando-os dos substratos necessarios para o seu desenvolvimento, além de agirem
diretamente no metabolismo bacteriano inibindo a fosforilagdo oxidativa (SCALBERT, 1991,
MILA et al., 1996; CHUNG et al.,1998; MELO, 2004). Ja xantonas, consideradas alcaldides
verdadeiros, ttém sido descritas por demonstrarem atividade frente a cepas de S. aureus

meticilina resistentes (DHARMARATNE et al., 1999; RATES 2004; SOBRAL et al., 2009).

A cafeina € uma metilxantina presente em mais de 63 especies de plantas, entre elas o
guaranazeiro, que apresenta os maiores teores, principalmente na semente (SPOLADORES et
al., 1987; TFOUNI et al., 2007). Segundo Almeida (2007), essa substancia induz a inibigéo
do crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, quando estudada pelo método
de difusdo em agar utilizando como reservatorio do extrato disco de papel de filtro, e uma

suspensdo bacteriana com turvagédo correspondente a escala 0,5 de McFarland.
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Siméo e Nascimento (2002) compararam a atividade antimicrobiana da cafeina e do
extrato do guarana por meio do método de difusdo em &gar sobre dez cepas microbianas:
S. aureus (ATCC 6538) e E. coli (ATCC 25922), levedura Candida albicans (ATCC 10231) e
isolados bacterianos resistentes a antibioticos obtidos em ambiente hospitalar (P. aeruginosa e
seis isolados de S. aureus resistentes a oxacilina). Os mesmos chegaram a conclusdo de ser a

cafeina a responsavel pela atividade antibacteriana observada nos extratos do guarana.

Portanto, pode-se concluir, concordando com Henman (1982) e Basile et al. (2005)
que os provaveis responsaveis pelos efeitos antibacterianos observados neste estudo séo 0s
polifendis, entre eles os taninos. Porém, é importante pontuar que, conforme observado nas
figuras 15 e 16 o Rf da catequina, epicatequina e cafeina ndo correspondem ao Rf da

substancia bioativa.

Ainda ndo se sabe qual o mecanismo de acdo das substancias presentes no guarana e
na marapuama sobre as bactérias analisadas Gram-positivas e Gram-negativas, mas é
provavel que atue em mecanismos cruciais para a sobrevivéncia do micro-organismo, como
por exemplo, inibicdo da sintese protéica, degradacdo da parede celular e a biossintese de
acido folico, dentre outros (BAX et al., 2000), atuando de forma irreversivel, que corresponde
a atividade bactericida, ou reversivel, atividade bacteriostatica (SMITH-PALMER et al.,

1998; SILVA et al., 2007).

Os resultados obtidos pela analise dos extratos de guarana e da marapuama
demonstram um maior espectro de acdo frente linhagens teste Gram-positivas. Sendo
importante destacar que 0s extratos ndo apresentaram atividade contra as linhagens

diarreogénicas de E. coli , Shigella spp. e Salmonella arizonae.

Conforme Nikaido (2003), Pessini et al., (2003) e Nostro et al., (2000) a razdo da

diferenca de sensibilidade entre as bactérias Gram-positivas e negativas pode ser atribuida as
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diferencas morfoldgicas entre estes micro-organismos, pois as bactérias Gram-negativas
apresentam uma membrana externa que age como uma barreira para muitas substancias,

incluindo quimioterapicos.

4.3.2.3 Bioautografia

O ensaio de bioautografia com o extrato hidroalcoodlico do guarana possibilitou a
semipurificacdo de uma fracdo bioativa. Foi realizado um ensaio onde se utilizou uma placa
de aluminio e obteve-se uma Unica fracdo, estd fracdo foi submetida ao ensaio de
concentracdo inibitéria minima onde se pode determinar a sua poténcia antibacteriana
(concentracdo inibitoria minima) por meio do ensaio microdiluicdo em caldo (CECHINEL

FILHO; YUNES, 1998).

4.3.2.4 Concentracao inibitéria minima do extrato

Os resultados obtidos neste trabalho podem ser comparados com os de Basile et al.
(2005) que estudaram a atividade do extrato etandlico das sementes do guaranad (adquiridos
em Verona/Italia) pelo método de diluigdo em caldo (concentragdo inibitdria minima). Estes
pesquisadores obtiveram concentragdes inibitérias de 16 mg/mL para P. aeruginosa,
32 mg/mL para E. coli, 64 mg/mL para S. aureus, ndo sendo observado por eles inibigédo

contra o Bacillus subtilis e o Streptococcus faecalis.

Majhenic et al., (2007) estudaram a atividade de extrato aquoso, metandlico, etanolico
60 % e em acetona a 35 % da semente do guarana (comprado em um mercado do Brasil) e
verificaram a acdo contra Pseudomonas fluorescens, E. coli (excecdo do extrato aquoso) e

B. cereus.
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Apesar dos extratos do presente trabalho terem sito testados contra quatro linhagens de
E. coli (EPEC: E2348/60, EAEC: 042, EHEC: 0157:H7 e DAEC: C1842), nao foi observado

atividade pelas técnicas adotadas.

A comparacdo entre os resultados permite inferir que as amostras estudadas, apesar de
obtidas em locais e periodo diferente mantém correlacdo entre efeitos, inibindo tanto Gram-
positivos quanto Gram-negativos. Sendo observado neste estudo um maior espectro de acéo
contra as linhagens Gram-positivas, ndo apresentando atividade contra E. coli diarreogénicas,

Shigella spp. e Salmonella arizonae.

Conforme Nikaido (2003), Pessini et al., (2003) e Nostro et al., (2000) a razédo da
diferenca de sensibilidade entre as bactérias Gram-positivas e negativas pode ser atribuida as
diferengas morfolGgicas entre estes micro-organismos, pois as bactérias Gram-negativas
apresentam uma membrana externa que age como uma barreira para muitas substancias,
incluindo quimioterapicos.

Ao se analisar a atividade antibacteriana dos extratos obtidos observou-se que o
metanolico e etandlico apresentaram um espectro de acdo similar, inibindo C. violaceum,
S. aureus e Bacillus spp. Ja o extrato hidroalcodlico foi o Gnico que inibiu além dos acima
citados a P. aeruginosa, apresentando desta forma o maior espectro de acgdo, sendo

selecionado para a obtencdo de uma fracao bioativa (Gréafico 03).
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Grafico 03 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos frente as linhagens testes Gram-positivas e
Gram-negativas.

Além do maior espectro de agdo, o extrato em etanol 70 % apresentou maior
rendimento, podendo assim ser demonstrado: o extrato em etanol (70 %) (hidroalcodlico)
rendimento de 3,73 g, 0 metanolico 1,98 g, o extrato etandlico 0,79 g, o extrato aquoso 0,67 g,

0 extrato hexanico 0,59 g e extrato em acetato de etila 0,27 g.

De acordo com Majhenic et al., (2007) os extratos mais polares demonstraram maior
potencial antibacteriano, sendo observado por eles maiores atividades dos extrato obtidos em
metanol, acetona 35 % e etanol 60 %, o que é corroborado por este trabalho. Conforme
Sawaya et al., (2004) o maior efeito dos extratos polares pode ser conseqiiéncia direta da
maior capacidade de difusdo no Agar dos componentes (polares) extraidos por esses

solventes.
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4.3.2.5 Concentracdo inibitoria minima da fracéo

A amostra do extrato hidroalcoodlico foi eluida pelo sistema escolhido (diclorometano:
etanol, 40:60). Apds a eluigdo a fracdo bioativa com Rf 0,6 foi raspada da cromatoplaca,
filtrada e concentrada. Esta fragdo foi submetida ao ensaio de microdiluicdo (CIM) com a
finalidade de ter-se uma correlacdo entre o CIM obtido com o extrato hidroalcodlico e o CIM

obtido com a fracdo bioativa.

A fracdo hidroalcodlica apresentou uma CIM de 1,25 mg/mL para o S. aureus MSSA,
1,04 mg/mL para o B. cereus, 0,65 mg/mL para a C. violaceum, e 0,65 mg/mL para o

S. aureus MRSA (Gréfico 04).

1. S. aureus 2. MRSA 3. B. cereus 4. C. violaceum

Gréfico 04 — Comparativo entre a concentracao inibitéria minima (mg/mL) do extrato hidroalcodlico do guarana
e a sua fragdo bioativa frente as linhagens testes Gram-positivas e Gram-negativas.
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A acdo contra o S. aureus aumentou em 60 %, valor significativo, visto que, este € um
dos principais agentes patogénicos. Assim como 0 S. aureus resistente a meticilina, que na
ultima década tem provocado infeccdes ndo apenas no ambiente hospitalar, mas também na
comunidade, apresentou um CIM de 0,65 mg/mL (TAVARES, 2000; BASILE et al., 2005;

CARVALHO et al., 2009).

Contra a C. violaceum o aumento foi de 89,6 % (CIM: 0,65 mg/mL), resultado
relevante, ja que a taxa de mortalidade por infeccGes por este agente € alta (com mais de 65%
nos casos localizados e 80 % nos casos de bacteremia) apresentando um perfil de resisténcia a
maltiplas drogas, incluindo as penicilinas (MARTINEZ et al., 2000; ANDRIGHETTI-
FROHNERL, 2003; FANTINATTI-GARBOGGINIL et al.,, 2004; HUNGREIA, 2004;

GUEVARA et al.,2007; MANJUNAT, 2007; PEREZI et al., 2007).

A C. violaceum apresenta resisténcia aos antimicrobianos usados rotineiramente,
muitos como penicilinas e cefalosporinas. Isto pode ser explicado pela presenca de genes que
codificam mecanismos de resisténcia, tais como bombas de efluxo, serina [3-lactamases e
metalo (3-lactamasas) e beta-lactamases. Estas abrem o anel beta-lactamico das penicilinas e
cefalosporinas, destruindo sua atividade antimicrobiana (FANTINATTI-GARBOGGINIL et

al., 2004; GUEVARA et al.,2007).

E interessante observar que a C. violaceum é resistente as penicilinas, por
apresentarem enzimas que degradam estas, as b-lactamases. Desta forma pode-se pressupor
que a fracdo em estudo é composta por substancias que apresentam mescanismos de acao
diferente das penicilinas.

Este pressuposto permiti explicar a menor atividade observada (CIM) frente ao
S. aureus sensivel (1,25 mg/mL) em relacdo ao S. aureus resistente a meticilina (0,65

mg/mL), pois o fator que diferencia 0 MRSA ¢ a presenca de um receptor alterado para
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penicilina, e se o principio ativo da fracdo ndo precisar se ligar a esse receptor, a CIM do
MRSA pode ser menor frente ao MSSA (UENO; JORGE, 2001).

O aumento do CIM frente ao B. cereus foi de 33,4 % (CIM: 1,04 mg/mL), atividade
que poderia justificar alguns de seus usos etnofarmacoldgicos no tratamento de diarréia,
corroborando com Basile et al, (2005). J& que este micro-organismo é agente de infeccdes
gastrointestinais, sendo comum em intoxicacOes alimentares (KOTIRANTAA et al, 2000;

HELGASON et al., 2000; HOFFMASTER et al., 2004).
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi estudada a atividade antibacteriana de duas espécies vegetais:

Paullinia cupana e Ptychopetalum olacoides contra treze linhagens bacterianas:

O ensaios de rastreio pelo método de difusdo e de monitoramento por bioautografia dos
extratos da marapuama e do guaranad permitiram detectar a atividade antibacteriana dos
extratos frente aos micro-organimos em estudo, abrindo novas perspectivas para a semi-

purificacdo e elucidacdo dos compostos bioativos.

O extrato hidroalcodlico, etandlico, metandlico, aquoso e em acetato de etila do guarana
apresentaram atividade inibitoria contra: S. aureus MSSA ATCC 25923, S. aureus MRSA
ATCC 33591, B. cereus ATCC 9634, B. licheniformis (isolado clinico), C. violaceum

ATCC 12472 e P. aeruginosa (PaO1l).

Os extratos em acetato de etila, aquoso e etan6lico da marapuama inibiram o crescimento
das bactérias: S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 9634, B. licheniformis (isolado

clinico), C. violaceum ATCC 12472 e P. aeruginosa (PaO1).

Os extratos ndo demonstraram atividade contra as bactérias: E. coli diarreogénicas,
Shigella spp. ATCC M90T, Salmonella arizonae (isolado clinico) e Streptococcus
mutans ATCC 624.

A semipurificacdo do extrato hidroalcodlico do guarand permitiu a obtencdo de uma
fragdo com maior potencial antibacteriano em relagdo ao extrato, atividade de 650 pg/mL
contra a C. violaceum ATCC 12472 e S. aureus ATCC 33591 resistente a meticilina, dois

importantes agentes infecciosos.
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