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RESUMO

Este estudo analisou o potencial terapéutico de extratos e fracbes purificadas da
planta amazbnica Arrabidaea chica visando seu uso tdpico como medicamento e
eficacia comprovada em doencgas cutaneas. A. chica Verl., € uma Bignoniaceae
conhecida popularmente como crajiru. O género Arrabidaea ocorre na Ameérica
tropical, do sul do México ao sul do Brasil. A cor avermelhada da folha seca e sua
propriedade tintorial sdo devidas a dois pigmentos flavonoidicos: a carajurina, que é
0 pigmento principal e a carajurona. Dela foram isolados saponinas e flavondides;
As 3-desoxiantocianidinas, descritas na planta parecem possuir atividade
antiinflamatdria. A medicina popular utiliza o decocto ou a infusdo das folhas para
tratar anemia, inflamagdes e na cicatrizacdo da pele. Neste trabalho, a atividade
antimicrobiana de extratos e fracées padronizadas da A. chica cultivada na Embrapa
Amazoénia Ocidental, em Manaus/AM, foi avaliada contra fungos e bactérias de
amostras clinicas coletadas de animais domésticos e contra amostras humanas
depositadas na colecao de Microrganimos da FIOCRUZ, Manaus/AM. Para isso, as
folhas secas da planta foram extraidas com solventes de polaridade crescente, as
fracdes foram progressivamente purificadas em cromatografia de placa ou coluna de
silica-gel, os extratos semi-purificados foram padronizados em cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. Os testes de difusdo em
agar, bioautografia e concentracao inibitéria minima foram usados para avaliar a
atividade antimicrobiana das subfragdes padronizadas frente aos microrganismos
Staphylococcus epidermidis (CBAM 293), Staphylococcus aureus (CBAM 324),
Pseudomonas aeruginosa (CBAM 232), Escherichia coli (CBAM 002), Trichophyton
mentagrophytes (CFAM 1288), Microsporum canis (CFAM 1289), Malassezia
pachydermatis (CFAM 1290) e Candida albicans (CFAM 1285). As fragdes
padronizadas foram ativas contra todos esses microrganismos, com melhores
resultados contra M. pachydermatis e S. epidermidis. Os resultados foram favoraveis
a utilizacao das subfragcdes padronizadas na formulagdo de um produto fitoterapico
para uso topico em otite canina. Nas fracbes ativas foram identificados os acidos
oleandlico e ursdlico. Estudos posteriores deverao avaliar a possibilidade de uso

humano das fragdes purificadas ou dos compostos identificados.
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ABSTRACT

This study describes the therapeutic potential of extracts and standardized fractions
of Arrabidaea chica leaves. A. chica is a Bignoniaceae popularly known as “crajiru”.
The genus Arrabidaea occurs in Tropical America, from the Southern Mexico to the
Southern Brazil. The red color of its dried leaves is attributed to two flavonoidal
pigments: carajurina (main pigment) and carajurona. Chemical studies described the
isolation of saponins and flavonoids from the plant leaves; purified 3-
desoxyanthocyanidins were reported as anti-inflammatory. The infusion or decoction
of the plant leaves is used in the folk medicine to treat anemia, inflammation and in
skin wound-healing. In this work, the antimicrobial activity of the standardized
extracts and fractions of A. chica cultivated at Embrapa Amazbnia Ocidental,
Manaus, were evaluated against fungal and bacterial microorganisms grown either
from local domestic dogs and cats, or from human samples supplied by the
Microorganism Collection of FIOCRUZ, in Manaus, Brazil. The plant dried leaves
were extracted with increasing polarity solvents and progressively purified in
preparative thin layer chromatography (TLC) and silica-gel column; the semi-purified
extracts were standardized in TLC. The agar diffusion method; bioautography;
minimum inhibitory concentrations tested against Staphylococcus epidermidis
(CBAM 293), Staphylococcus aureus (CBAM 324), Pseudomonas aeruginosa
(CBAM 232), Escherichia coli (CBAM 002), Trichophyton mentagrophytes (CFAM
1288), Microsporum canis (CFAM 1289), Malassezia pachydermatis (CFAM 1290) e
Candida albicans (CFAM 1285). The standardized fractions were effective against all
these microorganisms, but more intensively against Microsporum canis and
Staphylococcus epidermidis. The results might favour the use of the standardized
sub-fractions of A. chica as topic phytotherapic agent to treat canine external otitis.
So far oleanolic and ursolic acids were identified as the main compounds in the
active semi-purified fraction but other compounds of the leaves extract were not
discarded. Later studies will consider the veterinarian use of the standardized extract,

of the active pure entities and the convenience of the natural active antibiotic mix.

Keys-Word: crajiru; agar diffusion method; bioautography; minimum inhibitory

concentrations; Malassezia pachydermatis; Staphylococcus epidermidis.
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1. INTRODUGAO

Desde os primordios da humanidade, o homem utiliza produtos provenientes
da natureza para a obtencdo da cura ou alivio de seus males. Dentre estes
produtos, os de origem vegetal apresentam grande destaque. Hoje, temos varios
exemplos de farmacos eficazes obtidos a partir da matéria vegetal: a atropina,
alcaldide extraido da beladona (Afropa belladonna L.), com agao antiespasmaodica e
os heterosideos cardioativos digoxina e digitoxina, oriundos da dedaleira (Digitalis
sp. L.) utilizados no tratamento da insuficiéncia cardiaca (SIMOES et al., 2004).

Na tentativa de encontrar farmacos mais eficazes, pesquisadores em todo o
mundo obtem cerca de 70 novos farmacos a cada ano, em projetos que consomem
altos investimentos e até 15 anos de testes experimentais, pré-clinicos e clinicos.
De acordo com a OMS, muitos efeitos farmacodinamicos observados
experimentalmente em animais e ‘in vitro” podem ser extrapolados para o homem,
motivo do largo emprego dos testes toxicoldgicos na determinagao da toxicidade e
segurancga dos farmacos (OMS, 2010).

O alto custo, somado aos efeitos adversos e colaterais causados por estes
farmacos, juntamente com a ineficiéncia do atendimento médico-hospitalar publico e
privado, levaram a populagédo de baixo poder aquisitivo a procurar alternativas. Uma
das solugdes encontradas para estes problemas foi a utilizacdo de recursos naturais,
abundantes no Brasil, especialmente na regido amazénica (BANNERMAN, 1982;
COSTA, 1990; FARNSWORTH, 1985).

O Brasil conta com cerca de 200 mil espécies vegetais; ou seja, quase a
metade do numero estimado existente no planeta. Uma grande parte destas plantas
apresenta propriedades terapéuticas potencialmente uteis a populagdo, sendo que

menos de 1% dessas espécies foram estudadas adequadamente. Como no Brasil



oito em cada dez matérias—primas que integram os medicamentos industrializados
sdo importadas, as plantas sdo naturalmente a fonte mais provavel de futuros
produtos (ROCHA, 1994; SANT'ANA, 2002).

Para um melhor estudo das plantas uteis, usa-se como ferramenta a
etnofarmacologia, que consiste na combinagdo de informagdes adquiridas junto a
comunidades que fazem o uso da flora medicinal, baseadas na alegagdo de um
efeito terapéutico observado em humanos, podendo constituir um valioso atalho para
a descoberta de novos farmacos (ELISABETSKY e SHANLEY, 1994).

A utilizagao de plantas como medicamentos € denominada de fitoterapia,
sendo considerada uma alternativa para os tratamentos de patologias observadas
cotidianamente. Segundo a OMS, a pratica da fitoterapia pode tornar-se uma
maneira eficiente para a terapéutica de varias doencas, principalmente nos paises
em desenvolvimento, devido apresentar baixo custo em relagdo a terapéutica
tradicional. Cerca de 80% da populagédo dos paises em desenvolvimento utilizam
medicina popular alternativa e desse total, 85% usam extratos de plantas; logo, nota-
se a importancia do desenvolvimento de estudos na area (COSTA, 1990; OMS,
2010).

A fitoterapia, isto é, o tratamento de patologias através do uso de
medicamentos cujos principios ativos sdo exclusivamente de origem vegetal, sem a
presenca de outros componentes ativos, € normatizada no Brasil pela RDC 14/2010
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (ANVISA, 2010). A espécie
Arrabidaea chica em particular, € uma planta medicinal amazénica de facil acesso,
tem cultivo controlado na Embrapa Amazobnia Ocidental, em Manaus, dando
confiabilidade a matéria prima, um pré-requisito indispensavel para a produgao de

um bom fitoterapico (PNUD, 1994).



Levantamentos etnofarmacolégicos constataram o uso da A. chica como
antianémico, antiinflamatorio e cicatrizante. A populacao utiliza comumente o seu
extrato aquoso em lavagens vaginais, tratamento de ulceras de pele, anemias e na
cicatrizacdo de feridas. Os indios utilizam a tintura das folhas para afecgdes
cutaneas, diarréias, colicas intestinais e enterocolites (OLIVEIRA et al., 1996a;
BORRAS, 2003).

As principais vias de uso do crajiru sdo a oral e a vaginal, através de "banho
de assento" feito com o decocto. Aplicacbes topicas sao feitas através de
compressas ou banhos. Também é relatada a utilizagdo da planta no tratamento de
disenterias (ALBUQUERQUE, 1988; MAIA et al., 1994; BALBACH, s.d.).

Além do uso medicinal, o crajiru € utilizado no interior do Amazonas como
corante e tintura para algodao, tendo sido exportado em pequena escala no inicio do
século, como corante "vermelho americano", proveniente da fermentacao das folhas,
seguida de ebulicdo. E conhecido que as folhas submetidas & fermentacdo e
manipuladas, fornecem matéria prima, também conhecida pelo nome de corante
vermelho-escuro ou vermelho-tijolo, isdbmero do acido anisico, insoluvel na agua e
soluvel no alcool e no 6leo, usadas desde tempos imemoriais pelos indios para
pintura de corpo e de utensilios (MELL, 1922; TERAN, 1994).

O incremento do uso de plantas medicinais “in natura” ou industrializadas,
aumentou também a procura de novas espécies com atividades comprovadas e
baixa toxicidade, de interesse no mercado produtor e consumidor. A procura de
medicamentos antimicrobianos nao fugiu a regra.

De fato, o uso indiscriminado de antimicrobianos disseminou cepas de
microrganismos resistentes a acao de diversos farmacos (TAVARES, 2000). Em

consequéncia, medidas preventivas e programas de educagdo a clinicos,



farmacéuticos, veterinarios, industrias farmacéuticas e ao publico em geral, foram
instituidos para conscientizar o impacto da resisténcia microbiana as drogas e a
consequéncia grave desse fenbmeno na saude publica (BERGERON e
OUELLETTE, 1998).

Estudos sobre a resisténcia microbiana relatam antibidticos utilizados na
alimentagdo animal e a exposigdo humana direta a animais portadores de cepas
resistentes, sendo os caes e os gatos fontes de disseminagao pelo contato direto e
estreito com seres humanos (GUARDABASSI et al., 2004). Apesar de nao se definir
claramente em qual extensdo o uso de antimicrobianos em animais contribui para o
problema de resisténcia na medicina humana, ja existem evidéncias de que estas
cepas podem circular do animal para o ser humano e para o ambiente (CIZMAN,
2003). Estes organismos podem colonizar o homem e transferir seus genes de
resisténcia a outros organismos da microbiota normal.

Extratos de plantas tém grande potencial antimicrobiano ja identificado por
diversos estudos. Na Amazobnia, o crajiru tém sido utilizado em cosméticos e
formulagbes farmacéuticas, como antisséptico em sabonete intimo para mulheres,
em produtos para maquiagem, cuidados com a pele, como cicatrizante de feridas
cutédneas e como antiinflamatério.

Partindo da informagao popular e contando com o controle das caracteristicas
botanicas e fitoquimicas da planta aclimatada na Amazénia Ocidental, este estudo
objetivou analisar a agcao antimicrobiana de extratos padronizados e fragdes de A.
chica, visando a sua utilizagdo como medicamento em tratamentos de afecgdes

dermatolégicas humanas e de animais domésticos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arrabidaea chica

A. chica pertence a familia Bignoniaceae composta por cerca de 120 géneros
e 650 espécies que estdo distribuidas na América tropical, do sul do México ao
Brasil central (CORREA, 1984; CRONQUIST, 1988; GRENAND et al., 1987;
HEGNAUER, 1988). A A. chica é conhecida popularmente como crajiru, carajuru,
Cip6 cruz, calajouru, pariri (Brasil), puca-panga (exterior), cajuru, carajiru, carajunu,
crajuru, chica, china, cipd-pau, coa-piranga, cuica, guajuru, guajuru-piranga,
guarajuru, oajuru, oajuru-piranga, piranga e paripari (PLANTAMED, 2011).

O género Arrabidaea ocorre na América tropical, do sul do México ao sul
Brasil (Figura 1) (CORREA, 1984; CRONQUIST, 1988; GRENAND et al., 1987;
HEGNAUER, 1988). Na Amazénia € conhecida como crajird, carajuru, cipd cruz,

calajouru, pariri (Brasil) e puca-panga (nos paises vizinhos).

.

v

Figura 1. Distribuicdo da espécie A. chica. Fonte: Smithsonian Tropical Research Institute:

http://biogeodb.stri.si.edu/herbarium/species/15406/?search key=Arrabidaea+chica




O estudo dos componentes quimicos da A. chica a partir das folhas secas
mostrou a presencga de saponinas e flavondides, sendo que a propriedade tintorial é
devida a dois pigmentos flavonoidicos: a carajurina, que é o pigmento principal e a
carajurona (OLIVEIRA et al.,, 1996b). Estudos revelaram a presenca de 3-
desoxiantocianidinas, sendo que um dos extratos contendo estes componentes da
planta apresentou atividade antiinflamatéria (ZORN et al., 2001).

A coloracdo vermelha adquirida pelas folhas apds a coleta se deve a
formagao de 3-desoxiantocianidinas, caracterizada pela auséncia de grupo hidroxila
na posicao C-3 de antocianidinas, que em bignoniaceas foram encontradas apenas
em A. chica (SCOGIN, 1980) e raramente em outras plantas. As antocianidinas séo
as agliconas que formam as estruturas basicas das antocianinas. As antocianidinas
consistem de um anel aromatico ligado ao anel heterociclico que contém oxigénio
ligado carbono-carbono a um terceiro anel aromatico (Ces-C3-Cg), sendo um tipo
caracteristico do grupo de flavonéide em forma catiénica. Devido a sua forma ibnica
produzem pigmentos de coloragdo de tons avermelhado e azulado que aparecem
em muitas flores e frutas e algumas raizes das plantas. As antocianinas naturais
(Figura 2) como pigmentos inécuos tem potencial emprego na industria alimenticia,
todavia, elas sao instaveis conforme o pH, solventes, temperatura, luminosidade e
outros fatores. As mesmas propriedades fisico-quimicas podem afetar as
antocianidinas. Todavia, as 3-desoxiantocianidinas, devido a sua estrutura quimica,
apresentam maior estabilidade (WILLIAMS e GRAYER, 2004).

Nas folhas de A. chica foram ainda identificadas as flavonas acacetina (ZORN
et al., 2001), tevetiaflavona (TAKEMURA, 1993), luteolina e carajuflavona

(TAKEMURA et al., 1995), além das 3-desoxiantocianidinas carajurona, carajurina,



6,7,3’,4’-tetraidroxi-5-metoxiflavilio e 6,7,3-triildroxi-5,4’-dimetoxiflavilio e acido
oleandlico (ZORN et al., 2001; DEVIA et al., 2002).

As 3-desoxiantocianidinas sado frequentemente encontradas em folhas e
pétalas nas Gesneriaceae, bridfitas, pteridéfitas e Poaceae. Em Bignoniaceae, elas
tém sido encontradas somente em A. chica (SCOGIN, 1980). Foram isoladas duas
3-desoxiantocianidinas, cinco flavonas, uma flavona glicosidica conhecida como
vicenina-2 (BARBOSA et al., 2008) e um triterpeno conhecido como acido oleandlico
(ZORN et al., 2001) (Quadro 1). Nas flores, foram detectadas duas antocianinas

(SCOGIN, 1980).

OR

Componente 1: R = CH3, Ry = H (carajurin)
Componente 2: R, Ry =H (carajurone)
Componente 3: R=H, R;=0H
Componente 4: R =CH;, Ry =OH

Figura 2. Estrutura basica das 3-antocianidinas, de acordo com ZORN et al., (2001).



Quadro 1. Flavondides isolados de Arrabidaea chica.
Nome comum Estrutura molecular Referéncia
6,7,4 10
OH
. HO. ol
Carajurona Ho! . O

. HO 7HO EN Zorn et al.,
1 (pigmento 2) Ho” O P 2001; Devia

HO et al., 2002

OMe
1 R=Me
6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxi flavilio

o Chapman et
) Carajurina al., 1927:
Zom et al,
2001; Devia

et al., 2002

6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxi flavilio
Pigmento 1

_ Zom et al,
3 R=H 2001; Devia

et al., 2002

6,7,3’-trihidroxi-5,4’-dimetoxi flavilio

4 Zom et al,
2001; Devia

et al., 2002

(continuacao)




Quadro 1. Flavonéides isolados de Arrabidaea chica (continuacéo).

5,7-dimetoxi-4’- metoxi flavona
5 Acacetina Zom et al,
2001
6 Luteolina Takemura et
al., 1995
7,4’ -dihidroxi-5-metoxi flavona
Tevetia
7 Takemura,
flavona 1993
6,7,3",4’-tetrahidroxi-5-metoxi
flavona
8 Carajuflavona Takemura et
al., 1995

(continuagao)
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Quadro 1. Flavonéides isolados de Arrabidaea chica (continuacéo).

Vicenina-2 5,7,4’-trihidroxi-6,8-digluco- Barbosa et al.,
2008

piranosil fla®Haa_ _-OH
 _OH,

4’-hidroxi-3,7-dimetoxi flavona Barbosa et al.,

2008
10
Campferol 3,5,7,4’-tetrahidroxi flavona Barbosa et al.,
2008
1 R=0H,

R'=R*=H

A planta foi classificada taxonomicamente segundo CRONQUIST, 1988, da
forma a seguir:

Divisao: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Asteridae

Ordem: Scrophulariales
Familia: Bignoniaceae
Género: Arrabideae

Espécie: Arrabidaea chica
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Apresenta sinonimias botanicas registradas de Adenocalymma portoricensis
A. Stahl, Arrabidaea acutifolia A. DC., Arrabidaea cuprea (Cham.) Bornm.,
Arrabidaea larensis Pittier, Arrabidaea rosea DC., Bignonia chica Humb. & Bonpl.,
Bignonia cuprea Cham., Bignonia erubescens S. Moore, Bignonia triphylla Willd. Ex
DC., Lundia chica (Humb. & Bonpl.) Seem., Temnocydia carajura Mart. Ex DC.,
Vasconcellia acutifolia C. Mart. Ex DC. (PLANTAMED, 2011).

Segundo CORREA (1984), caracteriza-se por ser uma trepadeira de ramos
cilindricos e glabros enquanto jovens, depois tetragonos, lenticelado-verrucosos e
estriados. Apresenta folhas pecioladas, compostas de dois ou trés foliolos com um
cirro intermédio simples e terminal; os foliolos sao peciolulados, podendo ser
oblongos, oblongo-lanceolados ou oval-lanceolados, raramente ovais e quase
sempre curto-agudo-acuminados, obtusos na base, glabros nas duas paginas,
coriaceos, reticulado-venosos, discolores ou concolores. O calice € densamente
pulverulento com flores campanulado-infundibiliformes, réseas ou violaceas ou
purpureo-brancacentas com face branca, aveludadas, dispostas em panicula
terminal piramidal, frouxa, de até 22 cm de comprimento. Possui fruto capsular
linear, alongado, agudo dos dois lados e com uma nervura média saliente nas
valvas, glabro, castanho-ferruginento, sementes ovoides.

Segundo informagdes da Embrapa Amazbnia Ocidental, a espécie nao
floresce na regido Amazénica, sendo multiplicada por estacas (CORREA,1984).

A espécie apresenta 3 tipos:

AC-1 acutifélia, que na literatura € descrita com as seguintes sinonimias: A.
acutifolia DC., A. rosea DC., Temnocydia carajuru M., Vasconcellia acutifolia M. de

folhas maiores (até 15 cm de comprimento), com corola menor (até 2 cm);
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AC-2 angustifolia, de porte menor, folhas lanceoladas e menores (até 5 cm de
comprimento);

AC-3 cuprea (Bignonia cuprea Cham.), de folhas menores, estreitas, curto-
obtuso-acuminadas, com reticulado cor de cobre (B. chica HBK., B. thyrsoidea DC.),
de folhas maiores, agudissimas (até 10 cm de comprimento e 6 cm de largura),
panicula maior e corola de 3 cm (CORREA, 1984).

A anadlise morfo-anatdmica das laminas contendo cortes em secao
transversal, mostrou existir um padrao morfoldgico diversificado para as folhas dos
trés tipos de A. chica. Estas diferengas morfolégicas podem contribuir para uma
analise taxon6mica mais precisa de A. chica e demonstram que um exame
microscopico dos cortes transversais de suas folhas contribui para a sua
identificacdo (COSTA et al., 2001).

A escolha do tipo AC-1 deve-se ao fato deste apresentar
cromatograficamente os mesmos componentes fitoquimicos quando comparado ao
tipo AC-2. A variedade AC-3, difere tanto na estrutura vegetal como na quimica em
relacdo as demais. O tipo AC-1 é o de melhor rendimento em relacdo aos
componentes quimicos, além de apresentar crescimento mais rapido e ser mais
resistente as pragas (ALVES e ALMEIDA, 2001). Estas diferencas justificam, e
quase obrigam a padronizagdo dos extratos de A. chica a serem avaliados

farmacologicamente.

2.2.1 Atividades bioldgicas da planta Arrabidaea chica
Testes farmacolégicos pré-clinicos em ratos Wistar mostraram uma
diminuicao no tempo de cicatrizagao de feridas abertas e suturadas com a utilizagcao

de A. chica na forma de logdo. O extrato aquoso por via oral também apresentou
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acao antiinflamatoéria, tanto em edema de pata como no teste de pleurisia em
camundongos (ANDRADE et al., 1997; MAIA, et al., 1994, OLIVEIRA et al., 1996b).

As possiveis atividades antiedematogénica e analgésica da A. chica no
modelo de dor inflamatdria, foi confirmada de acordo com as informagdes populares
do uso da planta (ANDRADE et al.,, 1997; SAMPAIO et al.,, 1998) e possivel
atividade cicatrizante de uma logao a base de A. chica (OLIVEIRA et al., 1998).

O extrato aquoso de folhas secas desta espécie apresentou atividade
imunofarmacoldégica, in vitro, testada no modelo de pleurisia induzida por zimosan e
na ativagao in vivo de linfécitos em camundongos. O extrato foi capaz de inibir a
producao de 6xido nitrico por macréfagos estimulados in vitro. Da mesma forma, foi
eficaz a liberagdo de IFN-y (81,34 %) por esplendcitos estimulados in vitro com
Concanavalina. A administragdo in vitro do extrato causou um aumento da
expressdo do CD69, marcador de ativagao celular, porém nao alterou a proporgao
de linfocitos CD4/CD8. Estes resultados confirmam a atividade antiinflamatoria,
descrita no uso popular, e sugerem uma atividade imunorreguladora para esta
espécie de A. chica (SAMPAIO et al., 1998).

Testes com o extrato aquoso da A. chica ndo demonstraram atividade anti-
ulcerogénica em ratos com ulcera gastrica experimental (CUNHA et al., 2000).
Testes em portadores de queimaduras e escoriagbes, sugerem agao anti-
inflamatodria e cicatrizante no tratamento de queimaduras (MENDES et al., 2002) e
em processos alérgicos (MELLO et al., 2002). A formulagdo de um gel incorporado
com Arrabidaea chica foi testada em feridas provocadas na pele de ratos e
demonstrou que o produto possui acdo farmacologica (PAES et al., 2005).

Experimentos realizados em edema induzido em ratos por venenos de serpentes
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amazodnicas demonstraram acgao antiinflamatéria utilizando-se o extrato aquoso da
A. chica (OLIVEIRA et al., 2006).

Os testes de toxicidade pré-clinica em ratos Wistar e camundongos Swiss,
utilizando o extrato aquoso de Arrabidaea chica, realizados no laboratério de
Farmacodindmica da Universidade do Amazonas, indicaram que a DLs; em
camundongos, ultrapassa 2 g/kg ip. e 6 g/kg v.o., ndo ocorrendo nenhuma morte
durante a pesquisa. Testes de toxicidade subaguda com doses repetidas, em ratos,
indicaram que a infusdo foi bem tolerada pelos animais, que nao apresentaram
nenhum sinal ou sintoma anormal, ou alteragdes histopatolégicas nos 6rgaos
examinados ao fim de 120 dias de uso continuo (ENRICONI e BORRAS, 1996;
MAIA et al., 1994; CHU e BORRAS, 1997; OLIVEIRA et al., 1995).

O extrato aquoso de Arrabidaea chica nao apresentou toxicidade apoés
administragcdo por via oral em ratos (OLIVEIRA et al., 1996a). Ja experimentos
realizados com o extrado aquoso de A. chica, administrado de forma repetida,
aumentou todos os parametros hematoldgicos, com um pico em 60 dias, 0 que esta
de acordo com a informagao popular de agao antianémica (OLIVEIRA et al., 1996b),
porém os elementos Fe, Mn, Zn e Cu, presentes nas folhas de Arrabidaea chica
apresentaram quantidades inferiores as necessarias para sugerir uma atividade
terapéutica como antianémico (SOARES et al., 2003).

Estudos determinaram as concentracbes de conteudos fendlicos e
flavonoidicos nas folhas de A.chica como sendo de 10,2 mg/g e 0,06 mg/g,
respectivamente. Nos extratos aquosos em forma de infusdo e decoccgédo, € em
tinturas alcodlicas a 30%, 50% e 70% desta planta, as concentragcdes dos
flavondides totais foram, respectivamente, de 1,30%, 1,84%, 4,87%, 10,49% e

14,70% (SOARES, et al., 2003).
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Em condigbes experimentais, o extrato aquoso de A. chica obtido a partir da
técnica de infusdo na concentracdo de 70 mg/kg peso, ndo mostrou atividade
ulcerogénica, pois nao provocou nenhuma alteragdo histopatoldégica na mucosa do
estbmago de ratos Wistar testados, e que também ndo apresentou atividade
protetora da formacao de ulceras por etanol (CUNHA et al., 2000).

Atividades antifungica e antibacteriana foram descritas através dos testes de
concentracao inibitéria minima, concentragao fungicida minima e difusdo em disco
dos extratos etandlico bruto e derivados nao padronizados obtidos da planta
Arrabidaea chica contra as leveduras Candida albicans e Candida paropsilosis,
contra fungos filamentosos Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum,
contra as bactérias Staphylococcus aureus e Staphylococcus hominis (BARATA et

al., 2006).

2.3 Analises fitoquimicas

Em analises fitoquimicas, quando ndo se conhece previamente o conteudo do
material a ser analisado, costuma-se submeter o material a sucessivas extragdes,
com solventes de polaridade crescente, conseguindo-se, assim, uma extragao
fracionada, em que as diferentes fragdes contém compostos de polaridade também
crescente (FALKENBERG et al., 2003).

A cromatografia € um método frequentemente utilizado para a separacgao de
misturas de substancias presentes no extrato, para a identificacdo ou determinagao
da pureza (WATERMAN e MOLE, 1994). A cromatografia € o processo de analise
imediata por migracao diferencial dos componentes de uma mistura, dentro do
sistema cromatografico. Este sistema é o conjunto formado pela mistura a ser

analisada, pela fase fixa ou estacionaria (representada por um sdlido poroso) e a
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fase movel, representada pelo solvente ou eluente, que fluindo através da fase fixa
ira deslocar os solutos (MATOS, 1997).

As técnicas cromatograficas mais utilizadas para extratos vegetais e de
fungos sdo a cromatografia em camada delgada (CCD), a cromatografia liquida em
coluna aberta (CC), a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), sendo importante o acoplamento de métodos de deteccao
adequados a estas técnicas visando a determinagcao do teor dos constituintes ativos
ou principais (HOSTETTMANN et al., 1997).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos de
especies vegetais ou avaliar a sua presenga. Para se determinar os constituintes ou
as substancias responsaveis por uma certa atividade bioldgica, a investigagao
devera ser direcionada para o isolamento e a elucidacdo estrutural das mesmas
(FALKENBERG et al., 2003).

A identificacdo de metabdlitos secundarios pode servir para obtencédo de
novas drogas e conduzir ao desenvolvimento de novas substancias terapéuticas
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007). O metabolismo das plantas € composto por um
conjunto de reagdes quimicas que ocorre continuamente nas células (MORAIS e
BRAZ-FILHO, 2007). A sintese de compostos como aminoacidos, agucares, acidos
graxos e nucleotideos, essenciais para a sobrevivéncia dos vegetais, faz parte do
metabolismo primario. Muitas substancias produzidas pelo metabolismo secundario
possuem propriedades biologicas importantes e estdo diretamente envolvidas nos
mecanismos que permitem a adequacgado da planta ao seu meio. As substancias
pertencentes a essa classe de metabdlitos possuem diversas fungdes bioldgicas,

tais como defesa contra herbivoros e microrganismos, protecdo contra raios UV,
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atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes (FUMAGALI et al.,
2008).

Dentre os metabdlitos secundarios, varios compostos tém mostrado acao
antifungica, tais como os alcaldides esteroidais cuja atividade esta relacionada com
a capacidade de desestabilizar membranas bioldgicas (CASTILHOS et al., 2007).
Como exemplo, pode-se citar a tomatina isolada do tomate (Lycopersicum
esculentum L.), que possui um amplo espectro antimicrobiano, sendo ativa contra
Aspergillus spp., Candida albicans e Trichophyton spp., fungos sapréfagos, algumas
bactérias Gram-positivas e protozoarios. Os glicoalcaldides presentes na batata
(Solanum tuberosum L.), a solanina e a chaconina, também s&o ativos contra alguns
fungos fitopatdgenos, tais como Trichoderma virile, Helminthosporium carbonum,
Fusarium caeruleum e Cladosporium fulvum (SIMOES et al., 2004).

Outras classes de compostos, tais como as quinonas, tém apresentado
atividade antifungica. O timol (2-isopropil-5-metil fenol) e seu isbmero de posicao,
carvacrol (5-isopropil- 2-metil fenol) possuem acdo antibacteriana e antifungica
maiores que o fenol, e ao mesmo tempo, menor toxidade que esse composto. Os
taninos, presentes na pitangueira, por exemplo, possuem acado bactericida e
fungicida. Os glicosinolatos presentes na mostarda também possuem efeito
antimicético em casos de dermatofitoses produzidas em cobaias (SIMOES et al.,

2004).

2.4 Fungos
Os fungos sao microrganismos que constituem um grupo diversificado e
abundante na natureza, fazendo parte de varios nichos no ambiente, incluindo a

microbiota de homens e animais. Sao caracterizados por estruturas unicelulares ou
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multicelulares e classificados de acordo com sua morfologia em filamentosos,
leveduras e dimodrficos (PRADO, 2007). Sao seres eucaridticos, isto €, apresentam
uma membrana nuclear que envolve os cromossomos e 0 nucléolo. Sao
classificados como seres heterotroficos por ndo possuirem pigmentos fotossintéticos
(SIDRIM e ROCHA, 2004).

O reino Fungi (Eumycota) esta atualmente subdividido em sete filos:
Microsporidia, ~ Chytridiomycota,  Blastocladiomycota, = Neocallimastigomycota,
Glomeromycota, Basidiomycota e Ascomycota, sendo estes dois ultimos incluidos
no sub-reino Dikarya (HIBBETT et al., 2007).

Os fungos causam doencas em animais e vegetais, destroem a madeira e
materiais sintéticos e compartiiham com as bactérias um importante papel na
decomposicao de restos organicos do solo (MENDES-GIANINNI e MELHEM, 1996).

As afecgbes cutaneas por fungos sdo as patologias mais frequentes em
animais domésticos. Muitas dermatoses, nao-especificas, pruriginosas ou nao, sao
diagnosticadas como micoses com base em evidéncias clinicas inadequadas. As
infeccbes oportunistas causadas pelos fungos dermatéfitos — comumente
encontrados em animais domésticos (Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Epidermophyton floccosum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Trichophyton tonsurans) e leveduras (Malassezia pachydermatis e Candida albicans)
estdo entre as infecgdes fungicas mais difundidas na clinica de animais domésticos

(QUINN et al., 2005).

241 Dermatofitose
A dermatofitose € uma infeccdo de estruturas queratinizadas como unhas,

pélos e camada cérnea da pele, de facil contagio. Em caes, os fungos dermatofitos
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zoofilicos (preferem animais como hospedeiros), mais comuns sdo o Microsporum
canis (Figura 3) e o Trichophyton mentagrophytes (Figura 4), ja os dermatdfitos
geofisicos (encontrados no solo) como o Microsporum gypseum Sao menos
frequentes. As leveduras sao encontradas em problemas de pele, porém, menos
prevalentes como a Malassezia pachydermatis (Figura 5) e a Candida albicans

(BIBERSTEIN, 2003).

Figura 3. Esporos e hifas de Microsporum canis. Fonte: http://www.medmicro.wisc.edu/resources/

imagelib/mycology/images/microsporum_canis.qgif.
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Figura 4. Esporos e hifas de Trichophyton mentagrophytes. Fonte: http://www.facmed.unam.

mx/deptos/microbiologia/micologia/imagenes%20de%20galeria/dermatofitos/images/tmentagrophytes

4_jpa.ipg.

Figura 5. Esporos de Malassezia pachydermatis. Fonte: http://timm.main.teikyou.ac.jp/pfdb/image/
nishiyama_y_20010917/768x512/019.jpg.
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As micoses superficiais em humanos podem ser originadas da proépria
microbiota nomal como a Malassezia furfur. A Malassezia sp. € uma levedura
zoofilica e lipofilica, porém nao lipodependente, encontrada na superficie cutanea e
conduto auditivo externo de mamiferos, sendo, ocasionalmente, isolada da pele
sadia do homem. As leveduras do género Malassezia sp., pertencem a familia
Cryptooccaceae, ordem Cryptococcales, classe de Blastomycetes, divisao
Deuteromycotina. Sao leveduras com espessa membrana celular, com multiplas
camadas (NOBRE et al., 2001). M. pachydermatis é a Unica espécie lipofilica ndo
dependente do género entre as outras sete espécies existentes (ZAITZ et al., 2000).
A Candida albicans pertence a microflora da pele e mucosas e pode ocasionar
doencgas de pele de maneira oportunista (WECKESSER et al., 2007). Geralmente
sdo microrganismos comensais € que habitam a pele de mamiferos e aves, inclusive
o canal auditivo do cao.

O contato direto com ectoparasitas (artrépodes) e hifas de fungos € o principal
modo de transmissdo. Estes organismos podem estar presentes nos animais ou no
ambiente, mas também em escovas, pentes e camas do animal ocorrendo o
contagio (WILLEMSE, 1994).

A prevaléncia dos fungos € indiferenciada por diversos fatores tais como
regido, clima e populagdo animal. Alguns fungos oportunistas podem produzir
dermatomicoses devido a stress, terapéutica com esterdides ou antibidticos. O
sucesso do isolamento de fungos saprofitas depende de diversas consideragdes,
tais como, sinais clinicos, quantidade de colbnias isoladas em cultura e isolamento
repetido do mesmo fungo (MAZA, 1999).

Quanto aos aspectos clinicos, a lesdo pode ser localizada, multifocal ou

generalizada. Pode haver prurido minimo a discreto e, ocasionalmente, intenso. Em
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geral, as lesdes se manifestam como areas circulares de alopecia, irregular ou
difusa, com graus variados de descamacdo. Os pélos remanescentes, podem
parecer curtos ou quebradicos. Outros sinais incluem eritema, papulas, crostas,
seborréia e oncodistrofia de uma ou mais falanges (BIBERSTEIN, 2003).

Quando o animal apresentar os sinais clinicos de dermatofitose devem ser
realizados exames complementares de pele que possibilitem o diagndstico
diferencial de outras dermatopatias como demodicose, piodermatite superficial,

processos alérgicos ou neoplasicos (WILLEMSE, 1994).

2.4.2 Tratamentos de dermatofitose

Para o tratamento de dermatofitoses, os agentes antifungicos sistémicos sao
os farmacos de escolha, pois os caes apresentam alta densidade de pélos e os
organismos estdo profundamente inseridos nos foliculos pilosos, entdo o contato
com agentes topicos nao se faz completo. O tratamento antifungico sistémico néo
reduz o contagio rapidamente e tem-se um acréscimo de eficacia quando associado
aos agentes topicos (MULLER et al., 1985).

O cetoconazol é indicado para uso sistémico em dosagem de 5-10 mg/kg,
sendo que pode ser utilizado para tratamento topico. Possui amplo potencial
terapéutico para o tratamento de infecgdes micéticas superficiais e sistémicas. O
itraconazol € um antifungico de largo espectro com indicacdo para micoses
superficias e quando o cetoconazol ndo se demonstrou eficiente, com dose diaria de
5-10 mg/kg e em micoses profundas e subcutaneas com doses de 10-20 mg/kg/dia.
Agentes antimicoticos mais comumente encontrados em cremes e pomadas incluem
clotrimazol (1%, 2x/dia), muito aplicado em infecgdes por Microsporum canis e

Trichophyton mentagrophytes, econazol e miconazol (1-3%), tendo seu uso topico
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mais indicado devido a toxicidade que apresentam. Enilconazol possui indicagao
somente veterinaria com minimos efeitos colaterais, tem sido eficaz no tratamento
de dermatofitoses em concentracao final de 0,2%. O tratamento de dermatofitoses
beneficia-se muito de banhos contendo antifungicos. Assim sendo, enilconazol 0,2%
e clorexidina 2-4% demonstraram-se muito eficientes para este fim (NOBRE et al.,
2002).

Em geral, o prognéstico € bom para animais com dermatofitose, sendo
desfavoravel em animais com doengas imunossupressoras primarias (MEDLEAU e

HNILICA, 2003).

2.5 Bactérias

Existe um amplo grupo de microrganismos patogénicos associados a
infeccoes de pele. As bactérias gram-positivas Staphylococcus sp e Streptococcus
sp., ocasionam infecgdes do tipo furunculos, carbunculos, abcessos, impetigos e
erisipelas. Pseudomonas sp. sdo comensais e relacionadas a doencgas
imunocompetentes (WECKESSER et al., 2007).

Na medicina veterinaria, as causas mais comuns de tratamento com
antimicrobianos em caes e gatos sdo: feridas e infec¢gdes da pele, dermatites,
infeccbes no trato respiratorio, urinarias, gastrintestinais e otite canina
(GUARDABASSI et al., 2004). As afecgbes da pele mais frequentemente
diagnosticadas nos animais domésticos sao de origens bacterianas, imunopaticas e
enddcrinas, sendo que no Brasil, as parasitarias também estdo entre as mais
frequentes.

Nos caes, as bactérias encontradas normalmente na pele s&o: Microccus sp.,

Staphylococcus coagulase-positiva (Staphylococcus intermedius e Staphylococcus



24

epidermitis), Staphylococcus coagulase — negativa, Streptococcus hemoalitico,
Clostridium sp., e o Propionibacterium acnes. Ja nos gatos encontramos:
Micrococcus sp., Staphylococcus coagulase — negativo (Staphylococcus simulans),
Streptococcus alpha hemolitico e Acinetobacter sp. As afecgbes cutineas
normalmente sao infecgdes oportunistas. Outros géneros comuns sao: Proteus sp.,
Pseudomonas sp. e Streptococcus sp., esses podem complicar a infeccdo cutanea

como invasores secundarios (WILLEMSE, 1994).

2.5.1 Staphylococcus aureus
O Staphylococcus aureus é frequentemente encontrado como membro da
microbiota normal do corpo humano e € das bactérias patogénicas mais importantes,
pois atua como agente de uma ampla gama de infec¢des, variando desde aquelas
localizadas, geralmente superficiais, até algumas disseminadas (TRABULSI et al.,
2005). Apesar da grande variedade de quadros clinicos causados pelo S. aureus, as
infegdes superficiais sdo muito comuns, como abcessos cutadneos e as infecgdes de

feridas.

2.5.2 Staphylococcus epidermidis
O Staphylococcus epidermidis € frequentemente encontrado na microbiota
normal ou como causa de infecgdes em humanos e animais. Encontrado
constantemente em pele e nas mucosas, de maneira semelhante ao que ocorreu
com outros membros da microbiota normal, nas ultimas décadas o S. epidermidis

tornou-se um importante agente de infeccao hospitalar (BUERIS et al., 2005).
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2.5.3 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa é encontrado no solo, na agua, nos vegetais, nos
animais, nos alimentos e nos mais diversos ambientes hospitalares. Dificiimente a P.
aeruginosa causa infeccdo em um individuo normal. O inicio da infec¢gdo ocorre
devido uma deficiéncia na defesa do organismo. Pode ocorrer em traumas, cirurgias,
queimaduras, didlises, transplantes, ou até mesmo no uso prolongado de cateter

(LINCOPAN e TRABULSI, 2005).

2.5.4 Escherichia coli
A Escherichia coli € uma espécie da familia Enterobacteriacea extremamente
heterogénica e complexa. Encontra-se na flora intestinal do homem e também dos
animais e esta associada com infecgdes urinarias, meningites e outras infecgdes

extra-intestinais (FRANZOLIN et al., 2005).

2.6 Testes antimicrobianos com extratos vegetais

Os métodos de triagem mais utilizados sdo os de difusdo em agar e o
bioautografico, que sdo considerados qualitativos, pois apenas mostram se existe ou
nao atividade antibidtica no extrato (RIOS et al.,, 1998). Os testes de avaliagao
antimicrobiana sdo padronizados pela National Commitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) e desenvolvidos para analisar agentes antimicrobianos
convencionais como os antibidticos (NASCIMENTO et al., 2007).

A identificacdo de fungos filamentosos tem como fundamento, a observacgao
da morfologia da colbnia e aspectos microscopicos. A analise da colbnia visa
observar: cor, textura, superficie, pigmento difusivel no meio de cultura, entre outros,

e pode ser feita no tubo de ensaio contendo a cultura primaria do fungo. Porém, o
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mais adequado € a analise do fungo em uma cultura feita no ponto central de uma
camada de agar distribuido em placa de Petri. A velocidade de crescimento, que
pode ser rapida (< 7 dias), intermediaria (8 a 14 dias) ou lenta (> 15 dias) é
fundamental para identificagdo presuntiva do fungo. A diferenciacao foi feitas das
espécies dos fungos e bactérias que causam afeccbes dérmicas em animais
domeésticos.

A técnica de microcultivo em lamina visa proporcionar o estudo detalhado das
diferentes estruturas fungicas, bem como a disposi¢cédo destas ao longo das hifas. A
observagcdo das estruturas microscopicas, tais como: hifa hialina ou demacia,
septada ou cenocitica, forma, disposi¢cao e formacao dos esporos, sado suficientes,
em geral, para a identificacao de fungos filamentosos. A morfologia microscoépica é
melhor visualizada com a técnica de microcultivo que preserva a disposig¢ao original
dos esporos sobre as hifas e mantém integras certas estruturas formadoras de
esporos.

O método bioautografico foi acrescentado aos protocolos tradicionais usados
na pesquisa de produtos naturais com atividade antibacteriana em 1946, por Goodall
e Levi. Atualmente, este método é usado por integrantes de laboratérios de quimica
de produtos naturais, devido as facilidades de execugao (ELOFF, 2001).

Os métodos de diluigao in vitro detectam possiveis atividades antimicrobianas
de compostos, utilizando métodos celulares sem alvo especifico. O ensaio para
determinacdo da concentragao inibitéria minima (CIM) é obtido através da
microdiluicdo que consiste em se preparar diluicbes sucessivas do antimicrobiano a
ser testado, em meios de cultura soélidos ou liquidos, semear a bactéria ou fungo em
estudo e apds incubagao verificar a menor concentragdo (maior diluicdo) do

antimicrobiano que inibiu o crescimento do microrganismo. Determina-se a CIM,
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como sendo a menor concentragao que inibe o crescimento do microrganismo. Este
meétodo apresenta a vantagem de ser quantitativo, podendo ser usado, tanto para

amostras hidrossoluveis, como lipossoluveis (MITSCHER et al., 1972; RIOS et al.,

1998).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente trabalho visa o estudo farmacoldégico antimicrobiano in vitro de

extratos e fragdes purificadas da planta Arrabidaea chica frente a espécies de

bactérias e fungos comumente associados a doengas de pele de humanos e animais

domeésticos.

N
7>

N
7>

N
7>

N
7>

3.2 Especificos
Obter extratos padronizados e fragdes purificadas da planta;,
Testar o efeito antimicrobiana in vitro dos extratos e fragdes purificadas;
Conhecer os constituintes quimicos da planta Arrabidaea chica; e
Identificar substancias potencialmente ativas contra microrganismos patogénicos

para o homem e os animais domésticos.



. MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos, aparelhos e outros

- Aparelho rotoevaporador BUCHI® - Rotavapor R-210

- Autoclave vertical SC-75

- Céamara com lampada de UV 254 e 366nm

- Capela de fluxo laminar horizontal

- Centrifuga 5804R - Eppendorf®

- Coluna de vidro 60 cm de comprimento e 4,5 cm de largura

- Cuba Cromatografica para CCD da marca Merck®

- Espatula de ago-inox

- Estufa de secagem e esterilizagdo com circulagao e renovacéao de ar
Marconi®

- Estufa de incubagao de temperatura controlada

- Lamina de vidro

- Laminula

- Liofilizador Thermo Electron Corporation — Thermo Fisher Scientific®,
Modelo FR- Drying Digital Unit — Modulyod 115

- Lupa binocular microscopica 410 Ron

- Microscopio biolégico binocular Nikon®

- Misturador vortex Q920

- Moedor industrial

- Papel filtro

- Pera de borracha

- Pinga anatbmica
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Pipetador automatico GILSON (100, 200 e 1000 ulL)

Pipeta graduada de vidro (1, 5e 10 mL)

Pipeta graduada descartavel (10 e 20 mL)

Placa de aquecimento Fisatom®

Placas de aluminio para Cromatografia em camada delgada em silica gel
Art. 5554 —DC- Alufolien Kieselgel 60 F254 — Merck®

Placas de aluminio para Cromatografia em camada delgada em celulose -
HPTLC — Alufolien 1.16092.0001 - Merck®

Placas com 96 pogos

Placas de plastico para Cromatografia em camada delgada em silica gel —
1.05735.25 — TLC Plastic silica gel 60 F254 - Merck®

Placas de vidro 20x20 cm, 5 mm de espessura

Placas de vidro para Cromatografia em camada delgada em silica gel -
1.05642-50 HPTLC — Platten Kiesilgel — F254 - Merck®

Placas de Petri

Proveta graduada (1000 mL)

Secador de cabelo Taiff®

Silica gel 60 — Merck®

Sonicador Thornton®

Ultratermostatizador MA-184 - MARCONI®

Vidrarias em geral (funil de separacao, Erlemeyer, Kitassato, Becker)
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4.2 Drogas e reagentes

- Acetona - Synth®

- Acetato de Etila - Nuclear®

- Acido acético glacial - Merck®

- Acido cloridrico - Merck®

- Acido férmico - Merck®

- Acido sulfarico - Merck®

- Acido trifluoracético - Merck®

- Butanol — Casa americana®

- Clorofenicol - Proquimios®

- Cloroférmio deuterado - Merck®
- Cloroférmio P.A. - Merck®

- Dextrose - Labsynth®

- Etanol 96GL — Casa americana®
- Hexano - Nuclear®

- Itraconazol

- Meio de cultura Sabouraud - Merck®
- Meio de cultura Muller Hinton — Hinton Himedia Laboratories Put, limeted®
- Metanol deuterado - Merck®

- Metanol P.A. — Casa americana®
- Oleo de oliva

- Oleo mineral

- Peptona — Bio-red®

- TCC - cloreto de trifeniltetrazolium - Merck®
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4.3 Origem do material vegetal

As folhas de Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verl. (Figura 6) foram
coletadas de cultura de propagacao vegetativa com idade aproximada de 10 anos,
localizada no setor de plantas medicinais e hortalicas da Embrapa Amazénia
Ocidental na Rodovia AM 010, Km 29, que liga Manaus ao municipio vizinho de
Itacoatiara em 01/10/2009 as 8:00h da manha. A coleta foi realizada com o auxilio

do pesquisador Dr. Francisco Célio M. Chaves.

Figura 6. Espécie Arrabidaea chica Verlot (Bignoniaceae).

4.4 Secagem, extragao e fracionamento

4.4.1 Processo de secagem

Os ramos de Arrabidaea chica foram cortados a uma altura de 10 cm em

relagcao ao solo e em seguida as folhas foram separadas dos caules. As folhas foram
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secas a temperatura ambiente (aproximadamente 30°C) e na sombra durante 1
semana (Figura 7), foram trituradas em moinho industrial e armazenadas em sacos
plasticos pretos. Foram separadas as exsicatas, colocadas em jornal, isopor e
madeira, levadas a estufa de ar forcado a 50°C durante 1 semana. As excicatas
(Figura 8) apds secagem foram encaminhadas ao Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Amazonas, Campus Manaus-Zona Leste (IFAM-CMZL),
Avenida Cosme Ferreira, 8.045, Sao José Operario, Manaus/AM, recebidas e
identificadas pelo Prof. Dr. Valdely Ferreira Kinupp, Fundador-Curador do Herbario
EAFM. O depdsito foi nomeado - Chaves, F.C.M. 1(EAFM2900), 2 (EAFM 2901);
3 (EAFM 2902).

O p6 das folhas de A. chica (Ac) foi encaminhado ao Laboratério de Quimica

de Produtos Naturais do Instituto Biolégico de Sao Paulo, para analises fitoquimicas,

realizadas em conjunto com a Dra. Mitsue Haraguchi.

Figura 7. Folhas de Arrabidaea chica coletadas na Embrapa Amazénia Ocidental. A- Folhas

separadas dos caules. B- Folhas secas ap6s uma semana no ambiente.
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Figura 8. Coleta da material vegetal. Separagao das exsicatas e preparagéo para secagem em estufa

de ar forgado.

4.4.2 Processo de extragao

O p6 das folhas de Ac, pesando 300 g foi extraido exaustivamente por
maceragcdo sob agitacdo manual em hexano, por 1 a 2 h, a temperatura de
aproximadamente 22°C, na auséncia de luminosidade; posteriormente, o0 material foi
fitrado em papel de filtro pregueado, os extratos filtrados foram reunidos,
concentrados totalmente em rotoevaporador BUCHI (sob pressdo reduzida a
aproximadamente 20°C) e secos para fornecer o residuo do extrato hexanico
designado EHac, pesando 1,2408 g. Em seguida, o material vegetal retido no filtro
(torta) foi extraido com cloroférmio, empregando os mesmos procedimentos
descritos para extracao hexanica, para obter o residuo do extrato cloroférmico
denominado ECac, pesando 6,8618 g. Finalmente, o material vegetal foi extraido
com etanol 92% usando o mesmo procedimento anterior para obter o residuo do

extrato etanolico designado EEac, pesando 12,0629 g (Figura 9).
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4.4.3 Processo de fracionamento do EEx.

O extrato EEac foi dissolvido em agua e extraido por particao
consecutivamente em agua/acetato de etila e agua/butanol saturado com agua, em
ambiente isento de luminosidade e temperatura de aproximadamente 22°C, para
obter fracdo de acetato de etila e fragdo butandlica, respectivamente. Cada uma das
fracdes foi concentrada totalmente em rotoevaporador sob pressao reduzida a 20°C
para fornecer residuos da fracdo acetato de etila (FAEac) e fracdo butandlica (FBac),

pesando respectivamente, 4,0 e 0,3 g.

4.4.4 Obtencgao do extrato aquoso liofilizado

Em ambiente com auséncia de luminosidade a temperatura de aprox. 22°C, o
po das folhas de Ac, pesando 10 g foi extraido com 100 mL de agua destilada sob
agitacdo empregando sonicador por 1 h, filtrado em gaze até esgotar. O extrato
aquoso obtido foi centrifugado por 10 min a 5 000 rpm em centrifuga 5804R da
marca Eppendorf® e a parte liquida recolhida. O sobrenadante foi recolhido e
liofilizado em aparelho Liofilizador Thermo Electron Corporation — Thermo Fisher
Scientific®, Modelo FR- Drying Digital Unit — Modulyod 115, para obter extrato

aquoso denominado EAac.



36

Folhas secas e

moidas de A. chica

1) Extragdo com Hexano
2) Filtragdo

3) Concentracdo

Extrato
Hexanico g Extfr:‘:\gég com
oroférmio
E *
( HAC) 2) Filtragdo
3! Concentragﬁo

Extrato

Cloroférmio
(EC,)*

1) Extragdo com Etanol

2) Filtragao
3) Concentragdo

Extrato

Etanolico
(EEAC)* 1) Dissolugdo em dgua

2) Extragdo com
acetato de etila

3) Concentragdo

Fragdao Acetato Fracdao aquosa
de Etila (FAE ,)*

1) Extragdo com n-
butanol Sat. Agua

2) Concentracdo

Fracao
aquosa

Figura 9. Representacao grafica dos métodos de extracao e fracionamentos.

* Extratos e fragcdes destinadas aos primeiros testes antimicrobianos.
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4.4.5 Analises cromatograficas dos extratos e fragées por
Cromatografia de Camada Delgada
Os extratos hexanico (EHac), cloroférmico (ECac) e etandlico (EEac) e fracdes
de acetato de etila (FAEac) e butandlica (FBac) foram analisados por placas de CCD
em silica gel 60G (MERCK®) empregando como fase moével os sistemas de

solventes apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Sistemas de solventes empregados em CCD em placas de silica gel 60G e celulose para

eluicdo dos extratos e fragoes de Ac.

Sistemas Fase Fase Moével Proporgao

Estacionaria

A Silica gel acetato de etila : acido acético glacial | 100:11:11:26

: acido formico : agua [EAFW]

B Silica gel acetato de etila :acido férmico : acido | 85:9:6

cloridrico 2N [EFW]

C Silica gel Cloroférmio : acetona : acido férmico | 7,5:1,6:0,8
[CAAF]

D Silica gel Cloroférmio : acetato de etila [CA1] 4:1

E Celulose n-butanol saturado com agua : acido | 4:1:5

aceético glacial : agua [BAW]

F Celulose acido acético : acido cloridrico conc. : | 15:3:82

agua [AHW]

G Silica gel Cloroférmio : metanol [CM] 75:5
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As manchas foram visualizadas em l|ampada ultravioleta e através de
reveladores, tais como: reagente de Dragendorff, solugao de cloreto férrico 10% em
meio alcoéolico, cloreto de aluminio 10% em meio alcodlico e solugdo de acido

sulfarico 10% seguido de aquecimento a 100°C.

4.4.6 Analises cromatograficas dos extratos e fragées por
cromatografia em coluna

Apos a confirmagado de atividade antimicrobiana dos extratos e fragoes
obtidos através dos métodos de difusdo em agar e bioautografia (itens 4.5.4.1 e
4.5.4.2, respectivamente), esses foram submetidos a cromatografia em coluna
(Figura 10) com a finalidade de separar os seus constituintes quimicos. A FAEa. foi
purificada em coluna de vidro com dimensao de 60 cm de comprimento e 4,5 cm de
largura, empacotada com 80 g de silica gel 60 (MERCK® Art. 7754, 70-230 mesh
ASTM), eluida com cloroférmio seguida de mistura de cloroférmio e acetato de etila
3%, coletando fracbes de 50 mL cada. Cada fragdo obtida foi concentrada
totalmente em rotoevaporador sob pressdo reduzida a temperatura de 25°C. As
fracbes coletadas totalizando 97, foram monitoradas em placas de vidro para
cromatografia em camada delgada em silica gel (1.05642-50 HPTLC - Platten
Kiesilgel — F254 da MERCK®) e sistema de solventes C conforme apresentado na
Tabela 1 e as manchas visualizadas através de revelagdo com solugdo de acido
sulfurico 10% seguida de aquecimento a 100°C. As fragdes semelhantes nas placas
de CCD foram reunidas (Figura 12), o solvente foi evaporado totalmente em
rotaevaporador (BUCHI) sob baixa pressdo a temperatura aproximadamente de

25°C e o residuo foi numerado em frascos (Figura 11) previamente tarados.
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Em outra coluna de vidro com as mesmas dimensdes de 60 cm de
comprimento e 4,5 cm de largura, empacotado com silica gel 60 (MERCK® Art.
7754, 70-230 mesh ASTM), pesando 100g foi aplicada 1g do ECac eluindo com
cloroférmio seguido de mistura de cloroférmio e acetona 5% e coletando fragbes de
100mL a 150mL cada. Cada fracdo obtida foi concentrada totalmente em
rotaevaporador sob pressao reduzida a temperatura de 25°C, secada e pesada. As
fracdes coletadas totalizando 19, foram monitoradas em CCD (1.05642-50 HPTLC —
Platten Kiesilgel — F254) e sistema de solventes C conforme apresentado na Figura
1 e visualizadas as manchas através de revelacdo com solugcédo de acido sulfurico
10% seguido de aquecimento a 100°C.

As amostras reunidas foram novamente cromatografadas em camada
delgada nas mesmas condi¢des e calculado o fator de retencédo (Rf) das manchas
através da relagao entre a distancia percorrida do ponto de aplicagao da amostra até
o centro da mancha e a distancia percorrida pela fase movel, conforme a expressao

abaixo:

Distancia (cm ou mm) percorrida pela substrato
Rt

Distancia (cm ou mm) percorrida pela fase mével
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Figura 10. Cromatografia em coluna de silica gel. A e B- Eluicdo da amostra fracdo acetato de etila

(FAE\); e C- Eluicdo da amostra cloroférmio (ECac)-

Figura 11. Fracdes obtidas da coluna cromatografica da amostra FAEx.
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- Cromatografia em coluna
- Fase estacionaria Silica gel 60
- Fase movel — C [CAAF]

Figura 12. Esquema de fracionamento da fragdo FAE,; por cromatografia em coluna empacotada

com silica gel 60 e eluida com sistema CA1 (cloroférmio : acetato de etila - 4:1).

Apods o término do fracionamento, todas as fragdes foram analisadas através
de CCD (Cromatografia em Camada Delgada) e as fragdes semelhantes (Rf iguais),
foram unidas e posteriormente testes in vitro foram realizados para verificar a

atividade antimicrobiana das fragcbes e compostos.

4.4.7 Separagao dos constituintes quimicos das fragoes por CCD

preparativa

As fragbes com bons resultados nos testes de difusdo em agar e bioautografia
foram aplicadas em placas cromatograficas em camada delgada preparativa para
separagao dos compostos ativos (Figura 13). Para isso, foram preparadas placas

cromatograficas de vidro impregnadas com mistura de silica gel 60 GP (MERCK®)
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com espessura de 0,5 mm (preparador de placa da CAMAG), seguida de ativacao
em estufa a 100°C por 1 h. Posteriormente, foram aplicadas amostras das fragdes
ativas, desenvolvidas no sistema de solvente C (CAAF) e as manchas visualizadas
com uso de I|admpada ultravioleta e a olho nu (Figura 14). As manchas
individualizadas foram raspadas do vidro, colocadas em recipiente de vidro para
extracdo com solvente, filtradas e concentradas totalmente. Em seguida, foram
analisadas em CCD, LC-MS (cromatografia liquida acoplada a espectometria de
massa), RMN (ressonancia magnética nuclear de carbono) para verificagcdo da

pureza e submetidas a novos ensaios microbioldgicos.

Ac1
- Cromatografia em coluna Le2,
- Fase estacionaria silica gel 60 G,
- Fase movel — C [CAAF] Aok,

Ac6 Ac9B2
AcT.
Ac8. Ac9A
(Ac9.
Ac10 Ac9B1
Actt,
Ac12A
Ac12B
Ac12 Ac12C
Act3
Act4 Ac12D
Act5
&clf Ac12E
Act?,
Ac18
Ac19 Ac12F
Ac12G

Figura 13. Fracionamento em coluna de vidro cromatografica da amostra ECa..
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_Coluna 3
‘ ~ Fragao 9

Figura 14. Cromatografia em camada delgada preparativa da Fragao Ac9 em silica gel 60G, fase
mével C (CAAF).

4.4.8 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
e ressonancia magnética nuclear de carbono

As fragbes cromatograficas ativas foram analisadas em cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrdmetro de massas (Shimadzu® - Japao),
composto por 2 bombas LC-10AD, médulo de comunicacdo CBM-20A, detector
espectrofotométrico UV-Vis SPD-M10AVP e espectrébmetro de massas LCMS-
2010EV. O sistema esta acoplado a um computador, operado por software
Shimadzu LCMS solution, versdo 3.50 SP2. As mesmas amostras foram submetidas
ao espectrometro de ressonancia magnética nuclear de carbono empregando o
equipamento Bruker. As analises de LC-MS foram realizadas no Laboratério de
Quimica vinculado ao Laboratério de Farmacologia da Escola Paulista de Medicina

da Universidade Federal de Sao Paulo.
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A fase mével consistiu de gradiente linear de agua/metanol 15 a 95% durante
30 min, em coluna analitica Shimpack VP-ODS (150 x 2.0 mm) empacotada com
particulas esféricas de 5 um, eluida com fluxo constante de 0,2 mL/min. As amostras
foram dissolvidas em agua/metanol 15%, filtradas em filtro de 0,22 uyM (Millipore —

USA) e injetadas no cromatégrafo em aliquotas de 10 uL.

As mesmas fracdes ativas foram submetidas ao espectrémetro de ressonancia
magnética nuclear de carbono empregando o equipamento Bruker operando a 125
MHz. As amostras foram dissolvidas em cloroférmio deuterado com uma gota de
metanol deuterado. As andlises de RMN foram realizadas na Central Analitica do

Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

4.5 Avaliagao da Atividade Antimicrobiana
Os testes antimicrobianos foram realizados na Fundagdo Oswaldo Cruz,

Instituto Lebnidas e Maria Deane, Laboratorio de Biodiversidade, em Manaus.

4.5.1 Microrganismos

4511 Coleta e identificagao dos microrganismos

isolados de animais domésticos

Foram avaliados indculos de cepas de agentes causais de dermatites e
micoses superficiais de animais domésticos (caninos e felinos), dermatdfitos e
leveduras, isolados a partir de materiais clinicos (raspado cutédneo — pélo e crostas)

coletados em pacientes da Clinica Veterinaria ProntoVet de Manaus-AM. As
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amostras foram coletadas de 20 cides e 8 gatos com lesbes caracteristicas de

dermatites e/ou micoses superficiais.

4.5.2 Autenticacao das culturas em nivel de espécie

Foi utilizada a técnica de microcultivo para fungos filamentosos. Em uma
placa de Petri estéril foi adicionado o meio de cultura agar Sabouraud, a lamina foi
montada mediante o corte com bisturi, de blocos de 5 mm x 5 mm de agar
Saboraud, onde o fungo foi semeado, a partir de repique recente, no cubo e na placa
de agar e recoberto com uma laminula estéril. A placa foi tampada e colocada em
estufa com temperatura controlada durante 15 dias a 25°C, até que se observou o
desenvolvimento de hifas com ou sem pigmentagao. Apds crescimento adequado, a
laminula, com o micélio aderido, foi removida do bloco de agar (Figura 15), montada
sobre uma ladmina contendo o corante lactofenol azul-algoddao (Quadro 2), e
examinada ao microscopio optico (SIDRIM et al., 2004). O material originado de
dermatopatias de caes e gatos foi identificado fenotipicamente de acorco com os

autores Quinn et al. (2005).

Quadro 2. Preparacgéo do corante azul de lactofenol-algodao.

Corante Azul de lactofenol-
algodao

Acido latico 20 g

Cristais de fenol 20 g

Glicerina 20 g

Azul algodao 0,05 g

Agua destilada 20 g
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Apos identificacdo pelo método do microcultivo, os materiais que continham
os fungos Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis (da espécie canina e
felina), e as leveduras Candida albicans e Mallassezia pachydermatis foram
conservados e depositados na colegao da Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ/AM
— Centro de Pesquisa Lebnidas e Maria Deane. As amostras foram depositadas na
CFAM e receberam as seguintes numeracdes: Trichophyton mentagrophytes CFAM
1288; Microsporum canis CFAM 1289; Malassezia pachydermatis CFAM 1290; e
Candida albicans CFAM 1285.

A Colegcao de Fungos da Amazénia, CFAM, que esta inserida na Colecao
Biologica do Instituto Lebnidas e Maria Deane (CBILMD), possui um acervo de
relevante importancia, uma vez que é composta de linhagens isoladas de diferentes
substratos da Amazobnia brasileira, regido ainda pouco explorada quanto a sua

riqueza microbiana. A CFAM ¢ filiada a World Federation for Culture Collection,

WFCC, sob o registro WDCM 957.

Al S
Figura 15. Técnica de microcultivo para identificagdo dos fungos isolados de raspados cuténeos de

animais domésticos. A- Microcultivo de Microsporum canis; e B- Microcultivo de Trichophyton

mentagrophytes.

As bactérias utilizadas para os testes foram adquiridas da Coleg¢ado de

Bactérias da Amazonia, CBAM, que estd inserida na Colegao Bioldgica do Instituto
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Lebdnidas e Maria Deane, CBILMD, é constituida por um patrimdénio de significancia
cientifica. O acervo composto de bactérias da Amazobnia, inclui 340 isolados
identificados e conservados pelos métodos de 6leo mineral, a -20°C e liofilizagao. As
bactérias do acervo utilizadas neste trabalho, foram as seguintes: Staphylococcus
aureus CBAM 324; Escherichia coli CBAM 002; Psedomonas aeruginosa CBAM 232;

e Staphylococcus epidermidis CBAM 293.

4.5.3 Reativagao das culturas preservadas

Das culturas de fungos preservadas em agua destilada e leveduras
preservadas em oleo mineral, foram retiradas fragcdes e transferidas para placas

contendo meio de cultura especifico (Tabela 2).

Tabela 2. Constituintes dos meios de cultura sélidos para fungos filamentosos e leveduras.

Meio agar Saboraud, descrito por Lacaz et al., 2002

Peptona 10 g/L Bio-Red®
Dextrose 30 g/L Labsynth®
Agar bacteriolégico 30 g/L MERCK®
Cloranfenicol 100 ug Proquimios®

Meio agar Saboraud e éleo de oliva, descrito por Lacaz et al., 2002

Peptona 10 g/L Bio-Red®
Dextrose 30 g/L Labsynth®
Agar bacteriolégico 30 g/L MERCK®
Cloranfenicol 100 ug Proquimios®
Oleo de Oliva 10 mL
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A peptona, a dextrose e o agar foram dissolvidos em agua destilada e o
material autoclavado por 15 minutos a 121°C. Essa formulagao utilizou antibiéticos
(cloranfenicol) de largo espectro visando inibir o crescimento de bactérias,
eventualmente presentes em materiais clinicos, as quais, por possuirem maior
velocidade de crescimento, podem esgotar o substrato do meio e impedir o
crescimento de fungos.

Das culturas de bactérias preservadas, foram retiradas fracdes e transferidas

para placas contendo o seguinte meio de cultivo apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Constituintes do meio de cultura sélido para bactérias.

Meio agar Mueller-Hinton, descrito por Lacaz et al., 2002

Meio agar Mueller* 38 g/L Hinton Himedia
Laboratories Put,

limited®

*O Meio de cultivo foi dissolvido em agua destilada e autoclavado por 15 minutos a 121°C.

Para a confirmacdo das caracteristicas macroscopicas, as placas foram
mantidas em estufa a 25°C, por 15 dias para fungos filamentosos, 48h para
leveduras e 24 h para bactérias em 37°C. As microestruturas foram observadas em
laminas obtidas por microcultivo. Para o reconhecimento das caracteristicas da
espécie foram utilizadas metodologias para identificagcado fenotipica de acordo com

Quinn et al. (2005) e Lacaz et al. (2002).
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4.5.4 Obtencao e caracterizagao das substancias antimicrobianas
4.5.41 Método de Difusdao em Agar pela técnica do poco

O método de difusdo em agar consiste na semeadura em meio de cultura
soélido, geralmente agar Mueller-Hinton para bactérias, agar Sabouraud para fungos
filamentosos e Candida albicans ou agar Saboraud com 6leo de oliva para
Malassezia pachydermatis. Foram preparadas suspensdes celulares de
microrganismos em tubos de ensaio contendo agua estéril, com densidade
semelhante a coluna n°1 da escala de MacFarland (ALVES et al.,, 2008; NCCLS,
2003). Apos a solidificagao do meio foram inoculados 100 uL da suspensao celular e
espalhados pela placa com um “swab” estéril. Os pogos foram feitos com auxilio de
um tubo de ensaio pequeno de vidro estéril no meio agar (Figura 16). Os extratos
EHac, ECac, EEac, EAAc € fragdes FAEaq, FBac na concentracdo de 50 mg/mL foram
dispensados diretamente nos pocgos. Para o controle negativo foram utilizados os
solventes etanol, cloroformio e agua estéril e para o controle positivo itraconazol
para fungos e leveduras e cloranfenicol para bactérias (1 mg/mL MERCK®) (SILVA
et al., 2010). Os testes foram realizados em triplicata.

As placas foram colocadas em estufa com temperatura controlada de 25°C
para fungos filamentosos e leveduras durante 15 dias e 48 h respectivamente. As
placas-testes contendo as bactérias foram mantidas em estufa durante 24 horas a
37°C. Apdés o tempo determinado foram medidos os halos de inibicdo do
crescimento dos microrganismos. A maioria dos autores considera significativo o

halo maior que 9 mm (ISHIKAWA, 2001).
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454.2 Bioautografia

Os extratos organicos e fracbes que se monstraram ativos nos testes de
difusdo em agar, foram redissolvidos com o solvente extrativo para a determinacao
do perfil cromatografico e teste de bioautografia adaptada de Alves et al. (2001) e
Holetz et al. (2002). Nos ensaios bioautograficos, em cada placa de cromatografia
de camada delgada (CCD) de silica gel 60 F254 (MERCK®), foram aplicados com
capilar os padrbes (itraconazol para fungos e cloranfenicol para bactérias como
controle positivo; e solventes organicos como controle negativo) e os extratos
organicos (EHac; ECac; EEac; FAEac; FBac; EAac). Os cromatogramas foram
desenvolvidos em 4 sistemas de eluigao: 1- acido trifluoacético 2% : metanol (10:90)
em 9 placas de fase reversa (MERCK®); 2 — cloroférmio : acetona : acido férmico
(7,5:1,6:0,8) em 9 placas de silica gel em fase normal (MERCK®); 3 — acido acético

glacial : acido cloridrico : agua (1,5:0,3:8,2) em 9 placas de celulose (MERCK®); e 4
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— cloroférmio : acetato de etila (4:1) em 9 placas de silica gel de fase normal
(MERCK®). As placas foram secas em capela e, posteriormente, observadas sob a
luz ultravioleta para determinar as bandas dos metabdlitos secundarios. Os
respectivos Rf (fator de retencéo) foram determinados nas bandas visualizadas nas
placas usadas como controle.

Para determinacdao da atividade antimicrobiana por bioautografia em
condigoes assépticas, foram utilizados 20 mL dos meios de agar Mueller Hilnton
para bactérias, ou agar Sabouraud a 40°C para fungos ou agar Sabouraud mais 6leo
de oliva para leveduras, suplementados com 500 uL de suspenséao celular de cada
microganismo com densidade semelhante a coluna n°1 da escala de MacFarland e
500 uL de cloreto de trifeniltetrazolium 1,0% (MERCK®). Depois da homogeinizagao
da mistura, foram vertidos em cima do cromatograma colocado em placas de Petri
(Figura 17). Apos a solidificagédo do meio, as placas foram incubadas em estufa com
temperatura controlada de 25°C para fungos (durante 15 dias no maximo), para
leveduras (48 h) e para bactérias 37°C (24 h). A atividade antimicrobiana foi avaliada
visualizando-se a area de inibicao de 0,4 mg de cada extrato e fragdo aplicada nas

placas de cromatografia (SPOONER e SYKES, 1972; KUJUMGIEV et al., 1993).

Figura 17. Metodologia empregada para os testes de bioautografia. A- fluxo laminar e materiais;
B- meios de cultura contendo os microorganismos e TCC sendo vertido sobre placa de

cromatografia dentro de uma placa de petri.
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4.5.4.3 Determinagao da concentragao inibitéria minima

(CIM) pelo método de microdiluicao em caldo

Em microplacas estéreis de 96 orificios foram adicionados 100 uL de meio de
cultura liquido (caldo) em todos os orificios. Na linha A da placa foram adicionadas
as amostras (100 pL) dos compostos ativos a serem analisados na concentragao de
100 pg/mL. Em seguida, com uma pipeta de microdiluicdo de 12 canais, foram feitas
as diluigdes seriadas, transferindo-se 100 uL da linha A para a linha B, e assim
sucessivamente até a linha F da placa, sendo que a linha G reservada para o
solvente utilizado para solubilizar as amostras (etanol - controle negativo), e a linha
H, mantida sem amostras de compostos ativos, utilizando o cloranfenicol (40 ug/mL)
para bactérias e o itraconazol (0,005 mg/mL) para os fungos como controle positivo
(SOUZA et al., 2004; TELLES e MOSCA, 2000). A seguir foram inoculados 25 uL da
suspensao celular de cada microganismo com densidade semelhante a coluna n°1
da escala de MacFarland e 25 uL de cloreto de trifeniltetrazolium 1,0% (MERCK®)
como solugdo indicadora em cada um dos orificios da placa. As placas foram
seladas e incubadas a 25 e 37°C, para fungos e bactérias, respectivamente. A CIM
foi determinada como a menor concentracdo do composto ativo capaz de impedir a
mudanca de cor, ou seja, de inibir o crescimento celular. Os testes foram realizados
em ftriplicata. A CIM 50% foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir

50% dos isolados.
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4.5.4.4 Determinagao da Concentragao Bactericida
Minima (CBM)

Para determinar a concentracdo bactericida minima (CBM), nos pogos onde
nao ocorreu crescimento visivel dos microrganismos foram realizadas subculturas,
com uma aliquota de 10 ul, semeados na superficie do agar Muller-Hinton, ou agar
Sabouraud. Apos 48 h de incubacao a 35°C para bactérias e 15 dias a 27°C para
fungos, foi determinada a concentracdo bactericida minima como a menor
concentracao das amostras capaz de causar a morte do inéculo.

Para a interpretagcdo dos resultados considerou-se que, acdo bacteriostatica
seria a inibicdo no ensaio do MIC, mais o cresicmento do microrganismo na
subcultura (CBM) e a agao bactericida a auséncia de crescimento na subcultura

(BARON e FINEGOLD, 1990).

5. ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram submetidos a analise estatistica descritiva, no Excel: MAC —
2008 e o programa STATISTICA 7.0. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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6. RESULTADOS

6.1 Rendimentos e propriedades fisico-quimicas dos extratos e
fragoes purificadas
A obtencdo dos extratos, o fracionamento e as analises cromatograficas,
foram realizados em ambiente sem luminosidade e temperatura ao redor de 22°C
para evitar alteracdo quimica dos metabdlitos secundarios, principalmente das
antocianidinas (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Os extratos hexanico (EHac),
cloroférmico (ECac) e etandlico (EEac), tiveram os rendimentos apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4. Rendimentos dos diferentes extratos obtidos de folhas moidas de A. chica.

Extratos e Fragoes Peso(g) Rendimento (%)*
EHac 1,2408 0,41
ECac 6,8618 2,30
EEac 12,0629 4,02
FAEx. 4,0125 1,34
FBac 0,3123 0,10
EAAc 1,1301 11,3

EHac = extrato hexanico; ECac = extrato cloroférmico; EEac = extrato etandlico; FAEa. — Fragéo acetato de etila;
FBac = fragéo butandlica; EAac = extrato aquoso.

*% relativa ao peso inicial do p6 da folha de A. chica (300g)

Os extratos e fragdes foram desenvolvidos em placas cromatograficas (Figura
19) de silica gel e celulose envolvendo diferentes sistemas de solventes (Quadro 3).
Os cromatogramas dos extratos EHac, ECac, EEac € EHAAc €m placas de silica gel
no sistema de solventes C (CAAF) revelados com o reagente de Dragendorff
(indicativo da presenca de alcaldide); com solugdo de cloreto férrico em meio
alcdolico, com vapores de amdnia e com solugao de cloreto de aluminio em meio

alcodlico (indicativo de flavonodides), ndo apresentaram manchas caracteristicas,
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indicando auséncia de substancias de natureza alcaloidal e flavonoidica. A
revelacdo com &acido sulfurico 10% seguida de aquecimento a 100°C (indicativo de
presenca de terpenos e esterdides), e vapores de iodo (indicativo da presenca de
compostos com carbonos insaturados), mostraram manchas definidas (Tabela 5 e
Figura 19). A visualizagcdo de manchas a olho nu, de coloragdo amarelada a
vermelha, dos extratos de Ac, possivelmente da indicacdo da presenca de
antocianidinas (WILLIAMS e GRAYER, 2004).

Os cromatogramas dos extratos ECac, EEac € das fragdes FAEac € FBac, além
de EAac desenvolvidos nas placas de silica gel e celulose nos sistemas de solventes
C e D e reveladas com acido sulfurico 10% mostraram:.

- 0 ECac € a EEac pelo menos 6 manchas indicativas de terpenos nos
seguintes valores de retencao: vermelha, Rf = 0,17; vermelha, Rf = 0,3; vermelha, Rf
= 0,43; vermelha, Rf = 0,47; verde, Rf = 0,5; vermelha, Rf = 0,76; verde, Rf = 0,82 e
mancha com coloragao azul escuro, Rf = 0,6 possivelmente de natureza esteroidal.

- a FBac forneceu uma mancha vermelha com Rf de 0,12

- 0 EAac uma cauda vermelha.

- a FAEac mostrou manchas vermelha, Rf = 0,13; vermelha, Rf = 0,22;

vermelha, Rf = 0,31; amarela Rf = 0,5; verde, Rf = 0,56; e verde, Rf = 0,89.

A Figura 18 apresenta um cromatograma de ECac, do padrao acido
oleandlico, da FAEac € do EEa¢, desenvolvido em sistema C (Tabela 1) e revelado
com solugéo de acido sulfurico 10 % seguida de aquecimento. A amostra de ECac
apresentou entre diversas manchas, uma mancha com Rf de 0,625 de coloragéo
magenta similar ao padrdo de acido oleandlico, indicando a presenca deste

triterpeno comum na familia Bignoniaceae e talvez de um derivado.
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Figura 18. Cromatograma das amostras de extratos cloroférmico (ECa.), padrdo acido oleandlico,
fracdo acetato de etila (FAEA:) e extratos etandlico (EEa.), em silica gel desenvolvida no sistema C
[CAAF] e reveladas com solucéo de acido sulfurico 10% seguido de aquecimento a 100°C. Notar a

semelhanga das manchas indicadas pelas setas.



Tabela 5. Cromatogramas dos extratos de A. chica em diferentes sistemas de solventes.

Sistema Visualizagao/ | EHac ECac EEAac EHAAc
de Revelagao
solventes
A Sem cauda cauda cauda (verde, | cauda (verde,
revelacéo (verde, (verde, vermelho) vermelho)
vermelho) vermelho)
B Sem cauda cauda cauda (verde, | cauda
revelacdo (verde, (verde, amarelo, (vermelho
¢ vermelho) vermelho) | vermelho) claro)
C Sem vermelho vermelho vermelho vermelho/
revelacdo Rf=0,18 Rf=0,12 Rf = 0,087 alaranjado
¢ Rf=0,11
amarelo vermelho vermelho
Rf = 0,56 Rf=0,37 Rf=0,31
verde verde verde
Rf=0,68 Rf=0,95 Rf=0,97
Dragendorff negativo negativo negativo negativo
Cloreto férrico | negativo negativo negativo negativo
10%
Cloreto de negativo negativo negativo negativo
aluminio 10%
Hidrdoxido de negativo negativo negativo negativo
amonio
Acido negativo amarelo vermelho negativo
sulfarico 10% Rf=0,062 | Rf=0,17
amarelo vermelho
Rf=0,15 Rf=0,3
amarelo vermelho
Rf=0,37 Rf=0,43
cinza vermelho
Rf=0,5 Rf = 0,47
verde verde
Rf = 0,56 Rf=0,5
azul verde
Rf = 0,62 Rf=0,76
magenta
Rf=0,75
verde
Rf = 0,85
lodo negativo negativo negativo negativo
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Tabela 5. Cromatogramas dos extratos de A. chica em diferentes sistemas de

(Continuagéao)
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solventes.

D Sem cauda cauda cauda (verde, | negativo
revelagao (verde, (verde, vermelho)
vermelho) vermelho)
E Sem laranja laranja laranja laranja
revelacéo Rf=0,25 Rf = 0,31 Rf=0,18 Rf=0,1
laranja
Rf=0,33
F Sem negativo amarelo amarelo laranja
revelacao Rf=0,32 Rf=0,17 Rf=0,15
amarelo/
alaranjado

Rf=0,32
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Figura 19. Cromatogramas dos extratos hexénico (EHpc), cloroférmico (ECpc), etandlico (EEac) e
hidroalcdolico (EHAA:) em silica gel desenvolvidos no sistema C [CAAF] e revelados com reagente de
Dragendorff [A], solugc&o alcodlica de cloreto férrico [B], vapores de amdnia [C], solugdo alcodlica de

cloreto de aluminio [D], solugéo de acido sulfurico 10% seguida de aquecimento [E] e vapores de iodo

[F].
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Posteriormente, diante dos resultados obtidos nos testes de difusdo em agar
e na bioautografia, foi realizado o fracionamento em coluna cromatografica da fracéo

acetato de etila (FAEac) (Tabela 6) e do extrato cloroférmico (ECac) (Tabela 7).

Tabela 6. Fragbes obtidas em coluna cromatografica da fragdo acetato de etila (FAEx:), eluida em

sistema de solvente CA1 (cloroférmio : acetato de etila — 4:1).

Fragoes finais Fragoes reunidas* Peso (g) — Rendimento (%)**
E1 14-20 0,0116 - 2,4
E2 21-27 0,0022 - 0,4
E3 41-58 0,0069 — 1,4
E4 67-79 0,0084 - 1,6
E5 59-60 0,0009 - 0,2

* as amostras foram reunidas de acordo com a semelhanga no Rf.

**% relativa ao peso da FAEa¢ (500 mg) fracionada em coluna cromatografica.
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Tabela 7. Fragdes obtidas em coluna cromatografica do (ECyc), eluida em sistema de solvente CAAF
(cloroférmio : acetona : acido férmico — 7,5:1,6:0,8).

Fragoes finais Peso (9) Rendimento (%)*
Ac1 0,0568 5,68
Ac2 0,0114 1,14
Ac3 0,0101 1,01
Ac4 0,0077 0.77
Ac5 0,1139 11,39
Acb6 0,025 2,5
Ac7 0,0195 1,95
Ac8 0,0240 2,40
Ac9 0,0751 7,51
Ac10 0,0844 8,44
Ac11 0,0616 6,16

Ac12 0,0216 2.16
Ac13 0,0583 5,83
Ac14 0,0235 2,35
Ac15 0,2261 2.23
Ac16 0,1238 1,24
Ac17 0,0805 8,05
Ac18 0,1381 1,38
Ac19 0,1609 1,61

*% relativa ao peso do ECa. (1 g) fracionada em coluna cromatogréfica.
Ac9 e Ac12 fragdes purificadas em placas de cromatografia em camada delgada preparativa.

Durante o fracionamento em coluna cromatografica as fracbes obtidas foram
acompanhas através de placas de CCD de silica gel em vidro (MERCK®) para
determinarmos através dos Rfs as fracbes semelhantes. As fragdes obtidas nas
duas colunas cromatograficas da FAE.. e do EC,., foram submetidas a novos testes
de bioautografia, que determinaram o melhor fracionamento e possiveis manchas

com atividade e seu tempo de retencgéao.
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As manchas com Rfs que mais se aproximavam daqueles Rfs positivos nos

testes de bioautografia foram separadas através de placas de cromatografia

preparativa (Figura 20).
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Figura 20. Acompanhamento das fragdes obtidas através de coluna cromatografica da amostra ECac
aplicadas em placas de CCD de silica gel em vidro (MERCK®), revelada com &cido sulfurico 10% e

aquecidas a 100°C. Setas: indicam as manchas que possivelmente apresentaram atividade. Fragdes

Ac1 a Ac19 e padrao do ECxc no centro da placa.

Os resultados obtidos com a Ac9 e a Ac12 estdo mostrados na Figura 21.
Depois de extraidas das placas preparativas as subfragdes obtidas de Ac9 e Ac12
foram recromatografadas em CCD de silica gel e os resultados mostraram a total

concordancia com as manchas selecionadas das fragoes Ac9 e Ac12 (Figura 21).
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9C 9B1 9E CHCI3 12B 12E 12F

Ac9B1
Rf=0,75

Ac12E
Rf=0,56

-

9C 9B1 9E CHCI3 12B 12E 12F

Figura 21. Placas de CCD mostrando as manchas e fatores de retencéo (Rf) das subfracdes de Ac9
e Ac12, extraidas das placas preparativas de silica gel eluidas em sistema de solvente C (CAAF). O
extrato original ECa. (CHCI3) foi aplicado no centro da placa. As setas indicam as manchas com Rfs
de interesse (Ac9B1, Rf=0,75; Ac12E, Rf=0,56; Ac12C, Rf=0,63; e Ac12F1, Rf=0,5). As demais
subfragcdes (Ac9C, Ac9E, Ac12B, Ac12F1, Ac9B2, Ac9C, Ac12B2, Ac12F, Ac12F2 e Ac12G)

mostraram indicativos de impurezas.

A mancha da subfracéo purificada Ac9B1 em CCD mostrou semelhanga com o
padrdo de acido oleandlico, como mostrado anteriormente (Figura 18).

Para confirmacdo da atividade antimicrobiana das subfragcdes purificadas,
foram realizados os testes de bioautografia e os testes para determinagdo da

concentragao inibitéria minima e da concentragéo bactericida minima.
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6.2 Atividade Antimicrobiana

Os raspados cutaneos coletados de caes e gatos atendidos na clinica
veterinaria foram identificados com a prevaléncia de Microsporum canis em 5% dos
caes e em 10% dos gatos, 5% de Trichophyton mentagrophytes em cées, e de 10%
de Malassezia pachydermatis em caes. Nessas amostras, foram encontrados
diversos fungos de ambiente, leveduras e bactérias, como: fungos - Cladosporum
sp, Phialofora sp, Onychocola sp, Curvularia sp, Rhizopus sp, Mucor sp, Fusarium
sp, Aspergilus sp, Absidia sp, Microspirum canis, Trichophyton mentagrophytes;
leveduras - Candida albicans, Mallassezia pachydermatis; e bactérias do género

Staphylococcus sp (Tabela 8).

Tabela 8. Prevaléncia dos dermatofitos, fungos de ambiente e leveduras em isolados a partir de

amostras clinicas de caes e gatos com lesbes caracteristicas de dermatites e micoses superficiais.

Fungo Total Cao (%) Gato (%)

n=20 n=38

Absidia sp 1 5 -

Aspergilus sp 2 5 5

Candida 3 15 -

albicans

Cladosporum sp 3 15 -

Curvularia sp 2 5 5

Fusarium sp 1 5

Mallassezia 2 10 -

pachydermatis

Microsporum 3 5 10

canis

Mucor sp 3 5 10

Onychocola sp 1 5 -

Phialofora sp 1 5 -

Rhizopus sp 3 10 5

Rhodotorula sp 1 5

Trichophyton 1 5 -

mentagrophytes
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6.2.1 Atividades avaliadas com o método de difusao em agar
O método de difusdo em Agar Saboraud pela técnica do pogo em triplicata néo
mostrou atividade de nenhum extrato (ECac, EEac, FAEac € FBac) contra o

Trichophyton mentagrophytes CFAM 1288.

Foi realizado como teste antibacteriano o método de difusdo em agar Muller
Hinton pela técnica do pogo para a bactéria Staphylococcus epidermidis. Na Figura
23, observamos halos de inibicdo de 16,1 mm para o extrato ECa¢; 16,5 mm para o
extrato EEa¢; 16,6 mm para a fragdo FAEa¢; 16,2 mm para a fragao FBac; 20,2 mm
para o controle positivo (cloranfenicol); e resistente (R) para o extrato EAac. Os
extratos EHac e EAac Nndo mostraram atividade contra a bactéria Pseudomonas
aeruginosa, enquanto os extratos ECac, EEa;, FAEA: € FBac apresentaram os
seguintes halos de inibicdo: 11,2 mm; 11,1 mm; 11,2 mm; e 11,4 mm,
respectivamente (Figura 22). O controle positivo (cloranfenicol) teve um halo de
inibicdo de 20,3 mm (Tabela 9). Os testes foram realizados em ftriplicata e

visualizados apds 24hs com lupa.
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Figura 22. Teste de atividade antibacteriana utilizando o método de difusdo em agar (técnica do
poco). Halos de inibicao confirmando a agdo antibacteriana dos extratos ECac, EEac, FAEAc €
FBac contra as bactérias: A- Staphylococcus epidermidis CBAM 293; e B- Pseudomonas

aeruginosa CBAM 232.



Tabela 9. Atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes de A. chica obtida através do método de

difusdo em agar.

67

Extratos/Fragoes ™ MC CA MP SA SE PA EC
(50 mg/mL)

Microrganismos

EHac R R R R R R R R
ECac R +++ R R + +++ ++ +
17,1 8,3 16,1 11,2 |91
16,2 8,1 16,2 15,3 | 9,5
20,1 9,5 20,1 15,2 |98
EEac R +++ R R + +++ ++ +
17,5 8,5 16,5 11,1 8,7
17,8 9,1 16,8 115 |84
16,1 10,1 19,1 12,1 9,1
FAEac R +++ R R + +++ ++ +
16,2 8,2 17,3 11,2 |87
17,7 8,5 16,6 11,3 | 8,8
17,0 8,9 19,3 11,4 |91
FBac R +++ R R + +++ ++ +
17,3 8,3 16,2 114 |89
16,3 9,2 16,7 11,7 |83
16,1 9,1 17,6 12,3 | 9,2
EAxc R R R R R R R R
Cloranfenicol ++++ |+ | |
20,1 20,2 20,3 | 234
20,3 | 21,1 20,9 | 235
20,5 |23,3 21,2 | 22,2
Itraconazol ++++ | +H++ |+ +++
21,4 20,9 16,2 16,3
21,8 21,3 16,3 16,2
20,8 20,2 16,6 16,1
CN R R R R R R R R

TM: Trichophyton mentagrophytes (CFAM 1288); MC: Microsporum canis (CFAM 1289); CA: Candida albicans (CFAM 1285);
MP: Malassezia pachydermatis (CFAM 1290); SA: Staphylococcus aureus (CBAM 324); SE: Staphylococcus epidermidis

(CBAM 293); PA: Pseudomonas aeruginosa (CBAM 232); EC: Escherichia coli (CBAM 002).

R: resistente; 8-11mm: +; 11,1-16mm: ++; 16,1-20mm: +++; 20,1-26mm: ++++; CN: controle negativo, agua e etanol.

numeros indicam os halos de inibigdo obtidos nas triplicatas realizadas com cada microorganismo.

Os
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As Figuras 23 a 27 mostram a representacao grafica dos resultados em halos
de inibicdo (média + desvio padréao) obtidos com cada extrato testado frente aos
microrganimos no teste de difusdo em agar apresentados na Tabela 9. Nota-se que
os extratos ECac, EEac, FAEAc € FBac apresentaram halos de inibigao significativos e
maiores que 8 mm contra o fungo Microsporum canis, as bactérias Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.
Os maiores halos de inibigdao foram contra o fungo Microsporum canis e contra a
bactéria Staphylococcus epidermidis. Os testes realizados com o fungo Trichophyton
mentagrophytes, com as leveduras Candida albicans e Malassezia pachydermatis

nao apresentaram halos de inibicao.

28

26

2 |
n |

18 ¢ [u]

16 | E

14|

Didmetro dos halos de MC em (mm)

12t

10

O Media
T~ tervalo de confianga 95%

ECAc EEAc FAEAc FBAc kraconazol

Figura 23. Atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes de A. chica obtida através do método de
difusdo em agar contra o fungo Microsporum canis. No grafico a abcissa mostra a referéncia dos
extratos e fragées (ECac, EEac, FAEA: € FBac — na concentragdo comum de 50 mg/mL); enquanto a
ordenada mostra os valores dos halos de inibicdo (mm). Valores obtidos através da média e desvio

padréo, usando intervalo de confianca de 95%.
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Figura 24. Atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes de A. chica obtida através do método de
difusdo em agar contra a bactéria Staphylococcus aureus. No grafico a abcissa mostra a referéncia
dos extratos e fragdes (ECac, EEac, FAEA: € FBac; — Na concentragdo comum de 50 mg/mL); enquanto
a ordenada mostra os valores dos halos de inibicdo (mm). Valores obtidos através da média e desvio

padréo, usando intervalo de confianca de 95%.
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Figura 25. Atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes de A. chica obtida através do método de
difusdo em agar contra a bactéria Staphylococcus epidermidis. No grafico a abcissa mostra a
referéncia dos extratos e fragdes (ECac, EEac, FAEAc € FBac — na concentragdo comum de 50 mg/mL);
enquanto a ordenada mostra os valores dos halos de inibigdo (mm). Valores obtidos através da média

e desvio padrao, usando intervalo de confian¢a de 95%.
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Figura 26. Atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes de A. chica obtida através do método de
difusdo em agar contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa. No grafico a abcissa mostra a referéncia
dos extratos e fragdes (ECac, EEac, FAEA: € FBac; — Na concentragdo comum de 50 mg/mL); enquanto
a ordenada mostra os valores dos halos de inibicdo (mm). Valores obtidos através da média e desvio

padréo, usando intervalo de confianca de 95%.
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Figura 27. Atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes de A. chica obtida através do método de
difusdo em agar contra a bactéria Escherichia coli. No grafico a abcissa mostra a referéncia dos
extratos e fragdes (ECac, EEac, FAEA: € FBac — na concentragdo comum de 50 mg/mL); enquanto a
ordenada mostra os valores dos halos de inibicdo (mm). Valores obtidos através da média e desvio

padréo, usando intervalo de confianca de 95%.
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6.2.2 Testes antimicrobianos dos extratos e fragoes de A. chica
avaliadas com bioautografia
O teste de bioautografia foi realizado para determinar as possiveis manchas
em cromatografia de camada delgada com atividade antimicrobiana (Quadro 3). O
teste contra a bactéria Staphylococcus epidermidis mostrou atividade para as
fracoes FAEac, FBac (Rf de 0,73; 0,68; e 0,62) e para controle positivo Itrazonazol (Rf

de 0,61) (Figura 28).

EHAc ECAc EEAc FAEAc FBAc EAAc C

EHAc ECAc EEAc FAEAc FBAc EAAcC

EHAc ECAc EEAc FAEAc FBAc EAAcC A EHAc ECAc EEAc FAEAc FBAc EAAc C B

Figura 28. Bioautografia dos extratos (EHac; ECac; EEac; FAEAc; FBac; EAac) da A. chica. Sistema de
eluigdo D (CA1). A- Placa controle (sem inclusdo de bactérias); B — com Staphylococcus epidermidis,
notar halos de inibicdo nas fragdes FAE. e FBac: Rf=0,73; Rf=0,68; e Rf=0,62; notar auséncia de halo
de inibicdo nos extratos EHa., ECac, EEa.. O controle positivo cloranfenicol (C) mostrou halo de
inibicdo com Rf=0,58.
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Os testes de bioautografia contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli mostraram halo de inibicdo para o extrato ECa. com Rf de 0,59
coincidente nos dois testes. O controle positivo (cloranfenicol) apresentou Rf=0,45

(Figura 29).

ECAc EEAc FAEAc C ECAc EEAc FAEAc C

% d
ECAc EEAc FAEAc C ' ECAc_EEAc_FAEAc C

___ECAc EEAc FAI =7;mi A
Figura 29. Bioautografia dos extratos (EHac; ECac; EEac; FAEac; FBac; EAAc) oObtidos da planta A.

chica. Sistema de eluicdo C (CAAF). A — Placa controle (sem inclusdo de bactérias); B -

Pseudomonas aeruginosa, notar halo de inibicdo no extrato ECac: Rf=0,59; C - Escherichia coli, notar

halo de inibigdo no extrato ECx.: Rf=0,59. Controle positivo cloranfenicol (C): Rf=0,45.

O teste de bioautografia foi positivo para o extrato ECac. mostrando halos de
inibicdo com Rf=0,4; Rf=0,5; e Rf=0,61 e na fracdo FAEax; halos de inibicdo com
Rf=0,11 contra a Malassezia pachydermatis (Figura 30). O controle positivo

itraconazol teve halo de inibicado com Rf=0,89.
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Figura 30. Bioautografia dos extratos (EHac; ECac; EEac; FAEAc; FBac; EAac) oObtidos da planta A.
chica. Sistema de eluicdo G (CM). A- Placa controle (sem inclusdo de leveduras); B - Malassezia
pachydermatis, notar halos de inibicdo nas fracbes FAE.: Rf=0,11, e extratos EC,.: Rf=0,4; Rf=0,5 e

Rf=0,61. O extrato EEx; n&o mostrou halos de inibicdo. Controle negativo itraconazol () com Rf=0,89.

6.2.3. Bioautografia de fragdes de A. chica obtidas em

cromatografia em coluna de silica gel

Apés confirmacéo inicial da atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes da
A. chica (Quadro 3), aquelas com melhor atividade foram escolhidas para o
fracionamento em coluna cromatografica. Os melhores resultados no teste de
bioautografia de sub-fragcdes obtidas do fracionamento em coluna cormatografica da
amostra FAEx., foram a sub-fragao E4 (sub-fragcdes reunidas de n° 61 a 66) e a sub-

fracao E5 (fragdes reunidas de n° 59 e 60).

Os melhores resultados de biautografia foram com as fragdes obtidas através

de coluna cromatografica do extrato ECa;, que separou a fracdo Ac1 (fragdes
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reunidas de n° 15 a 18); a fragao Ac3 (fragdo n° 2); a fracédo Ac5 (fragdes reunidas

de n° 35 a 40); a fragéo Ac7 (fragdes reunidas de n° 58 a 69).

As novas fragdes obtidas foram testadas contra a bactéria Staphylococcus
epidermidis, demonstrada no tesde de bioautografia na Figura 31. A Fragdo FAEac
apresentou atividade nos Rf=0,68 e Rf=0,82, a amostra Ac4 no Rf=0,82, a amostra
Ac5 no Rf=0,82, a amostra do ECac nos Rf=0,56, Rf=0,69 e Rf=0,81, na amostra Ac1
nos Rf=0,69 e Rf=0,82, na amostra Ac3 nos Rf=0,69 e R=0,82, na amostra Ac5 no
Rf=0,82, na amostra Ac7 no Rf=0,82, enquanto o cloranfenicol usado como controle

positivo, apresentou halo de inibicdo no ponto de aplicagao na placa.

FAEAc Ac4 Ac5 ECAc Ac1 Ac3 Ac5 Ac7C

Figura 31. Bioautografia das fragbes de A. chica obtidas através de coluna de silica gel. A- Placa
controle (sem inclusdo de bactérias); B- com Sthaphylococcus sp., notar halos de inibicdo nas
subfragdes de FAE,.: E4 = fragbes n° 61 a 66; E5 = fragbes n° 59 e 60; nas fragdes de ECac: Acl =
Fragbes n° 15 a 18; Ac3 = fragdo n° 2; Ac5 = fragbes n° 35 a 40; Ac7 = fragbes n° 58 a 69. FAx.:
Rf=0,68 e 0,82, E4: Rf=0,82, E5: Rf=0,82, ECx.: Rf=0,56, 0,69 e 0,81, Ac1: Rf=0,69 e 0,82, Ac3:
Rf=0,69 e 0,82, Ac5: Rf=0,82, Ac7: Rf=0,82. Controle positivo cloranfenicol (C): halo de inibicdo no

ponto de aplicagao.
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Quadro 3. Resultados do teste de bioautografia com fracdes do extrato da planta Arrabidaea chica.

Atividade antibacteriana Atividade antifungica
Extrato Fase moével
SE PA SA EC CA MP MC TM
EHac 1 - - + + - - - -
2 - - + + - + - -
3 - - + - - + - -
4 - - + + - - - -
ECac 1 - - + + - - - -
2 - - - - - + - -
3 - - - - - - - -
4 + + - + - - - -
EEac 1 - - + - - - - -
2 - + o+ - - + - -
3 - + - + - - - -
4 - - - + - - - -
FAEAc 1 - - + - - - - -
2 - + o+ - - + - -
3 - + - + - - - -
4 + - - + - - - -
FBac 1 - + + - - - - -
2 - + o+ - - + - -
3 - + o+ - - - - -
4 + -+ + - - - -
EAac 1 - -+ - - - - -
2 - -+ - - + - -
3 - -+ - - - - -
4 - - - + - - - -

SE: Staphylococcus epidermitis (CBAM 293); PA: Pseudomonas aeruginosa (CBAM 232); SA: Staphylococcus
aureus (CBAM 324); EC: Escherichia coli (CBAM 002); CA: Candida albicans (CFAM 1285); MP: Malassezia
pachydermatis (CFAM 1290); MC: Microsporum canis (CFAM 1289); TM: Trichophyton mentagrophytes (CFAM
1288).

(+) para testes que tiveram pontos antimicrobianos ativos na cromatografia (TLC); (-) para testes que n&o tiveram
pontos antimicrobianos ativos.

Sistemas de eluigdo: 1- &cido trifluoacético 2% : metanol (10:90); 2 — cloroférmio : acetona : &cido férmico
(7,5:1,6:0,8); 3 — acido aceético glacial : acido cloridrico : agua (1,5:0,3:8,2); e 4 — cloroférmio : acetato de etila
(4:1).
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6.2.4 Caracterizagao das substancias antimicrobianas

Com os resultados dos testes de bioautografia, nova separagdo dos
constituintes quimicos das fragdes foi obtida em cromatografia em camada delgada
preparativa. As fragcdes purificadas foram submetidas aos testes de concentragao
inibitéria minima (CIM), concetragdo fungicida minima (CFM) e concentragao
bactericida minima (CBM) contra as leveduras Candida albicans e Malassezia
pachydermatis; contra as bactérias Staphylococcus aureus, Staphylocossus

epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

As placas mostradas nas figuras 32 a 37 sao os testes em placas de 96 pogos
para se determinar a concentracido inibitéria minima. Testes preliminares foram
realizados com todas as fragdes purificadas, comparando-se os fatores de retencao
(Rf) com as atividade observadas nos testes de bioautografia. Os melhores
resultados comprovados em ftriplicada foram com as fragcbes purificadas Ac12F1,

Ac12E e Ac9B1 (Tabela 10 e 11). Os testes foram realizados em ftriplicata.

Tabela 10. Concentragéo inibitéria minima de fragdes purificadas de A. chica contra bactérias

patogénicas.

Fragoes/ Concentragéo inibitéria minima (ng/mL)

compostos ativos

Bactérias
Staphylococcus  Staphylococcus  Pseudomonas Escherichia coli
aureus epidermidis aeruginosa
Ac12F1 6,2 12,5 12,5 1,5
Ac12E 6,2 12,5 12,5 3,1

Ac9B1 6,2 12,5 25 6,2
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Figura 32. Teste em placa para determinagcdo da concentracdo inibitéria minima utilizando fragdes
purificadas (F12F1=Ac12F1, F12E=Ac12E e F9B1=Ac9B1) obtidas das folhas de A. chica contra
Staphylococcus epidermidis. CN — controle negativo; CP — controle positivo. Notar que os pocinhos

de coloragdo résea mostram o crescimento do microrganismo (resistente as fragdes purificadas).

~— 50 ug/mL
— 25 ug/mL
— 12,5 pg/mL

— 6,2 ug/mL

— 3,1 ug/mL
— 1,5 ug/mL

- CP

Pseudomonas aeruainosa

Figura 33. Teste em placa para determinacdo da concentracdo inibitéria minima utilizando fragdes
purificadas (F12F1=Ac12F1, F12E=Ac12E e F9B1=Ac9B1) obtidas das folhas de A. chica contra
Pseudomonas aeruginosa. CN — controle negativo; CP — controle positivo. Notar que os pocinhos de

coloracéo résea mostram o crescimento do microrganismo (resistente as fragcbes purificadas).
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Figura 34. Teste em placa para determinagcdo da concentracdo inibitéria minima utilizando fragdes
purificadas (F12F1=Ac12F1, F12E=Ac12E e F9B1=Ac9B1) obtidas das folhas de A. chica contra
Escherichia coli. CN — controle negativo; CP — controle positivo. Notar que os pocinhos de coloragéo

résea mostram o crescimento do microrganismo (resistente as fragdes purificadas).

— 6,2 ug/mL
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Figura 35. Teste em placa para determinacdo da concentracdo inibitéria minima utilizando fragdes
purificadas (F12F1=Ac12F1, F12E=Ac12E e F9B1=Ac9B1) obtidas das folhas de A. chica contra
Staphylococcus aureus. CN — controle negativo; CP — controle positivo. Notar que os pocinhos de

coloracéo résea mostram o crescimento do microrganismo (resistente as fragcbes purificadas).
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Tabela 11. Concentragéo inibitéria minima de fragdes purificadas de A. chica contra leveduras

patogénicas.

Fragcoes/Compostos Concentracao inibitéria minima (ng/mL)

Ativos
Leveduras
Candida albicans Malassezia pachydermatis
Ac12F1 50 6,2
Ac12E 25 6,2
Ac9B1 25 12,5
F12F1 FI2E  / FoB1 | :
\ ROU% /N M (oum(L\ A L/ — 50 ng/mL
\( \( N D \ \\/ W ) — 25 pg/mL
EE / -~
\( 03(/0\/@} “"3 \ y" by, /‘ — 12,5 pg/mL
\ \ \_ - 6,2 ug/mL
— 3,1 ug/mL
— 1,5 ug/mL
o
—- CP
i tNYCh Y — CN
£ —
__ Candida albicans

Figura 36. Teste em placa para determinacdo da concentracdo inibitéria minima utilizando fragdes
purificadas (F12F1=Ac12F1, F12E=Ac12E e F9B1=Ac9B1) obtidas das folhas de A. chica contra
Candida albicans. CN — controle negativo; CP — controle positivo. Notar que os pocinhos de coloragcéo

résea mostram o crescimento do microrganismo (resistente as fragdes purificadas).
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Figura 37. Teste em placa para determinagdo da concentragdo inibitéria minima utilizando fragoes
purificadas (F12F1=Ac12F1, F12E=Ac12E e F9B1=Ac9B1) obtidas das folhas de A. chica contra
Malassezia pachydermatis. CN — controle negativo; CP — controle positivo. Notar que os pocinhos de

coloragao résea mostram o crescimento do microrganismo (resistente as fragdes purificadas).

O teste de concentracdo bactericida minima analisou as mesmas fracdes
purificadas utilizadas na CIM. Para a interpretacao dos resultados foi considerado
que, a inibicdo no ensaio da CIM e crescimento do microrganismo na subcultura
(CFM e CBM) indicava acao fungiostatica ou bacteriostatica, e a auséncia de
crescimento na subcultura indicava agao fungicida ou bactericida, respectivamente
(BARON e FINEGOLD, 1990). Os resultados foram concordantes com aqueles
apresentados nos testes de concentracdo inibitoria minima, indicando a presencga de

substancias com acgao fungicida ou bactericida (Tabela 12 e 13).
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Tabela 12. Concentragao bactericida minima de fragdes purificadas de A. chica contra bactérias

patogénicas.

Fracoes/Compostos Concentragao bactericida minima (ug/mL)

Ativos
Bactérias
Staphylococcus  Staphylococcus  Pseudomonas Escherichia coli
aureus epidermidis aeruginosa
Ac12F1 6,2 12,5 12,5 1,5
Ac12E 6,2 12,5 12,5 3,1
Ac9B1 6,2 12,5 25 6,2

Tabela 13. Concentragdo fungicida minima de fragbes purificadas de A. chica contra leveduras

patogénicas.

Fragcoes/Compostos Concentracao inibitéria minima (ng/mL)

Ativos
Leveduras
Candida albicans Malassezia pachydermatis
Ac12F1 50 6,2
Ac12E 25 6,2
Ac9B1 25 12,5

As placas semeadas com o conteudo dos pocinhos nos quais a atividade
antimicrobiana havia sido confirmada através da CIM, estao ilustradas na Figura 38A
que mostra a placa sem crescimento de microrganismos, isto €, resultado indicativo
de acao fungicida; a Figura 38B mostra o crescimento de microrganismos na placa,

sendo indicativa de acao fungiostatica.
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Figura 38. Placas utilizadas no teste para determinagédo da concentragéo fungicida minima de fragdes
purificadas contra Malassezia pachydermatis. A- Placa demonstrando concentra¢gdes com atividade

fungicida; B- Placa demonstrando crescimento da levedura em amostras que demonstraram

crescimento na CIM.
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6.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria

de massas (LC-MS)

As fragcdes Ac12F1, Ac9B1 e Ac12E foram analisadas em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrdmetro de massas
(Shimadzu — Japao). A fase mével consistiu de gradiente linear de agua/metanol 15
a 95% durante 30 min, em coluna analitica Shimpack VP-ODS (150 x 2.0 mm)
empacotada com particulas esféricas de 5 um, eluida com fluxo constante de 0,2
mL/min. As amostras foram dissolvidas em agua/metanol 15%, filtradas em filtro de

0,22 uM (Millipore — USA) e injetadas no cromatégrafo em aliquotas de 10 L.

A analise da fracdo Ac12F1 por LC-MS (Figura 39 e 40) mostrou picos com

tempos de retencéo: 1,8; 4,7; 8,4; 16,9; 20,1; 26,2 e 26,7 min.

s
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100 12§ 160 1756 200 256 0 27k

Figura 39. Perfil cromatografico da fragdo Ac12F1 de Arrabidaea chica em LC-MS utilizando coluna

C18, gradiente linear de dgua/metanol de 15 a 95% em 30 min e fluxo de 0,2 mL/min.
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Os espectros dos compostos correspondentes aos picos maijoritarios da

fracao purificada Ac12F1 sdo mostrados a seguir na Figura 40:

A

Inten(x1,000,000)
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0.95] 70347 760,30

1 Jl5141432 611.38 8 .498;1.35
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Figura 40. Espectros de massas dos picos majoritarios da fragao purificada Ac12F1 da A. chica. A:
espectro do pico com tempo de retengcéo de 26,2 min. B: espectro do pico com tempo de retengao de
26,7 min.
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A andlise da fracdo Ac9B1 por LC-MS (Figura 41 e 42) mostrou picos com
tempos de retencgao: 1,9; 4,5; 6,6; 8,3; 10,0; 17,2; 19,0; 21,5; 23,8; 25,7; 27,0 e 27,7

min.

zn:E
"
1

0.5
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Figura 41. Perfil cromatografico da fragao Ac9B1 de Arrabidaea chica em LC-MS utilizando coluna

C18, gradiente linear de dgua/metanol de 15 a 95% em 30 min e fluxo de 0,2 mL/min.
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Os espectros dos compostos correspondentes aos picos majoritarios da

fracdo Ac9B1 sdo mostrados a seguir:

Inten(x1,000,000)

3.0]

L A
700 800

m/z

B
Inten(x10,000,000)
] 5,
125 44518
1.00]
0.75]
0.504 467.16
0.251 9T.21
o.ooﬂ‘_H‘_‘Hl‘hm”‘H‘_‘H_ ;
300 400 500 600 700 800 m/z
C
Inten (x10,000,000)
1.00
] 507.13
0.75
0501
] 52917
0_2&: 5221
256.05
580.24
o.ooLﬂ‘_Hu_‘HHhﬁ_‘”_‘”_ ;
300 400 500 600 700 800 m/z

Figura 42. Espectros de massas dos picos majoritarios da fragdo F1. A: espectro do pico com tempo

de retengao de 1,9 min. B: espectro do pico com tempo de retengéo de 27,0 min. C: espectro do pico

com tempo de retengéo de 27,7 min.
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A andlise da fracdo Ac12E por LC-MS (Figura 43 e 44) mostrou picos com

tempos de retencédo: 2,0 e 13,6 min.

e
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Figura 43. Perfil cromatografico da fragao Ac12E de Arrabidaea chica em LC-MS utilizando coluna

C18, gradiente linear de dgua/metanol de 15 a 95% em 30 min e fluxo de 0,2 mL/min.

Os espectros dos compostos correspondentes aos picos majoritarios da

fracdo Ac12E sdo mostrados a seguir:
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Figura 44. Espectros de massas dos picos majoritarios da fragdo Ac12E de A. chica. A: espectro do

pico com tempo de retengao de 2,0 min. B: espectro do pico com tempo de retengéo de 13,6 min.
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As fragdes purificadas Ac12F1, Ac12E e Ac9B1 foram submetidas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), indicando seus constituintes em
forma de misturas. Na analise de ressonancia magnética nuclear de carbono da
amostra Ac12F1, foram visualizados sinais em 125,6 e 122,4 ppm indicativos de
carbono insaturado, em 79,6 e 65,9 ppm correspondendo ao carbono carbindlico (-
C-O-H e/ou —C-0O-), e em 14 a 55 ppm similares aos carbonos do esqueleto do
triterpeno do tipo oleaneno (Figura 45), mostrando que se trata possivelmente de
uma mistura de dois componentes (VECHIA et al., 2009; FATOPE et al., 2000),
sendo um deles derivado de acido oleandlico, corroborando com o cromatograma
em camada delgada comparando o extrato com o padrao acido oleandlico (Figura

19).
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Figura 45. Estrutura quimica de derivados triterpénicos, (1) acido oleandlico, (2) acido ursdlico
(WOLSKA et al., 2010).
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Na ressonadncia magnética nuclear de carbono da amostra Ac9B1, foram
visualizados sinais em 144,3; 138,6; 128,7; 125,4; 122,2 ppm indicativos de carbono
insaturado, em 83,7; 68,8 e 63,6 ppm correspondendo ao carbono carbindlico (-C-O-
H e/ou —C-O-), e em 14 a 55 ppm similares aos carbonos do esqueleto do triterpeno
do tipo oleaneno (Figura 18), tratando-se possivelmente de uma mistura de trés

substancias, sendo duas delas em quantidades proximas.
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7. DISCUSSAO

As folhas da planta A. chica sao utilizadas na medicina popular como anti-
inflamatorio e adstrigente para tratamentos de doencas de pele, desinfeccdo das
partes intimas de mulheres, cdlicas intestinais, diarréia com sangue, leucorréria,
anemia e leucemia. Devido ao seu uso tradicional, pequenas empresas da
Amazbnia comegaram a incorporar aqueles extratos em suas formulagoes
cosméticas sem nenhuma indicagdo a agoes terapéuticas. Por exemplo, extratos de
crajira foram introduzidos nessas formulagées como protetores de maquiagem, como
antioxidantes inibidores da formagao de rugas, para melhorar a tonicidade da pele,

ou, ainda, como agentes antiinflamatérios (MARC et al., 2001).

Diferentemente desses usos, nossos estudos foram direcionados para
demonstrar a atividade farmacoldgica dos extratos de crajiru, optando desde o inicio
pela padronizagao da planta coletada de cultivos controlados, pela padronizagédo do
processo extrativo e pela padronizagdo quimica dos extratos cuja atividade era
pretendida. Mais ainda, os testes foram realizados utilizando microrganismos, fungos
e bactérias, de colegcbes estabelecidas oficialmente na FIOCRUZ da Amazobnia
(CFAM e CBAM); os outros microrganismos utilizados nos testes foram isolados de
animais amostrados em Clinica Veterinaria da Cidade de Manaus, constituindo um
material representativo da epidemiologia local das otites e dermatopatias da regiao.
Mais ainda, os microrganismos utilizados em todos os testes biolégicos foram
previamente identificados, O diferencial da pesquisa relatada nesse trabalho de
Tese foi, portanto, a garantia da qualidade do material utilizado, em obediéncia as

Boas Praticas de Laboratorio.
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Tem-se conhecimento de um outro estudo académico em que os extratos de
crajiri avaliados em testes de suscetibilidade frente a uma gama de leveduras,
fungos filamentosos e bactérias apresentaram diferentes capacidades de inibicao de
crescimento ou eliminagdo do microrganismo testado. O estudo serviu a um depdésito
de patente, e talvez por isso os detalhes da pesquisa sao pouco esclarecedores
(BARATA et al., 2006). As micoses nao sdo doengas de notificacdo obrigatoria e
despertam pouco interesse em trabalhos associados e estudos epidemiolégicos. Por
isso, torna-se quase impossivel obter informacbes exatas e recentes sobre a
extensdo dessas infecgdes no Brasil (LACAZ et al., 2002). Nesse sentido, o depdsito
de microrganismos em bancos oficiais de Microbiologia € uma necessidade, pois
somente nas colegdes, podem ser avaliadas as mudangas nos perfis fenotipicos e
genotipicos das amostras que caracterizam a biodiversidade microbiana de uma
determinada regido (MULLER et al.,, 1985; ODDS, 1991; DOAN e DAVIDSON,
2000). Por isso, a coleta, a identificacdo, a preservagcdo e o depdsito de
microrganismos na colecao de fungos da Amazodnia pode vir a contribuir muito para
estudos posteriores de prevaléncia clinica. Por outro lado, frente as influéncias do
ecossistema na expressdao génica dos metabdlitos secundarios das plantas, é
necessario que os extratos testados por sua atividade farmacolégica sejam

quimicamente padronizados (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Os dois métodos mais comumente utilizados para a triagem da atividade de
extratos e fragcdes purificadas de plantas com potencial bactericida e antifungico séo
o de difusdo em agar e o de diluicdo em caldo. Os testes de difusdo em agar podem
ser realizados através das técnicas do disco, do pogo ou “template”. Estudos
comprovaram que a difusdo em agar pela técnica do poco é mais facil, da resultados

mais constantes e tem custo menor, quando comparada as demais técnicas. Essas
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vantagens justificam seu uso na triagem inicial de extratos com atividade

antimicrobiana (ALVES et al., 2008).

O método de difusdo em agar consiste na semeadura em meio de cultura
soélido, geralmente agar Mueller-Hinton para bactérias e agar Sabouraud para fungos
e leveduras. No agar soélido semeado com o microrganismo, discos de papel
impregnados com o extrato, ou com as fragdes que serao testadas, podem ser
posicionados, medindo-se a inibicdo do crescimento ao seu redor. A variante deste
método, com dispensacao direta dos extratos em pocgos feitos no agar estéril foi
utilizada neste trabalho. Segundo VALGAS (2002), o método com pogos, da
melhores resultados, porque o gradiente constante de concentracdo dos produtos
permite a difusdo radial rapida em trajetéria horizontal, podendo alcancgar distancias
maiores no mesmo intervalo de tempo necessario no metodo de disco. No entanto, a
técnica de difusdo em agar permite avaliar qualitativamente a presencga de atividade
antimicrobiana, se os extratos difundirem do poco para o agar, pois, caso contrario,
nao ocorrera a formacao de halo de inibicdo. Como o halo também é indicativo da
capacidade de difusao dos extratos, o teste considera como resultados positivos os
halos maiores ou iguais a 8 mm sobre qualquer microrganismo testado.

Com esse critério, no presente tabalho os extratos EHac € EAxc em testes de
difusdo em agar foram negativos, enquanto os extratos ECac, EEac, as fracoes FAEA.
e FBac apresentaram halos de inibigcao significativos. O teste de difusdo em agar tem
melhores resultados com substancias polares, que difundem melhor no meio salino
(CHOMA e GRZELAK, 2011).

Os extratos EHac € EAac S@0 apolares, o que provavelmente dificultou a difusdo
no meio de cultura, indicando, talvez de forma imprecisa, a resisténcia dos

microganismos aos extratos.
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A efetividade da agdo dos mesmos extratos e fragdes foi confirmada no teste
de bioautografia que também direcionou o fracionamento genérico das amostras
ativas.

A Dbioautografia é um teste comum que permite analisar atividades
antimicrobianas de extratos de plantas com sensibilidade comparativamente maior
que a de outros testes (CHOMA e GRZELAK, 2011). A escolha deste teste no nosso
trabalho foi motivada pela necessidade de localizar na CCD os grupos de
substancias que possivelmente estariam envolvidos com a atividade antimicrobiana.

O teste de bioautografia confirmou a atividade contra as bactérias:
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, quando utilizamos o extrato ECxc, fracbes FAEa: € FBac. Os
extratos EHac € EAac inibiram as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
O extrato EEa; mostrou halos de inibicdo contra as bactérias Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Nos testes de bioautografia contra as leveduras e fungos filamentosos, a
atividade antimicrobiana somente foi confirmada nos extratos EHac ECac EEac, EAAc,
e fragdes FAExc, FBac contra a Malassezia pachydermatis e a Candida albicans,
enquanto o Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis mostraram
resisténcia a todos extratos e fragdes testados.

Apos a definicdo dos Rf das manchas com halos de inibicdo na bioautografia, o
extrato ECac € a fragcdo FAEac, por apresentarem os melhores resultados, foram
fracionados em coluna cromatografica. Depois do fracionamento as amostra obtidas
foram novamente submetidas aos testes de bioautografia.

Confirmando os resultados anteriores obtidos com os extratos mae, as fragoes

obtidas do extrato ECx. tiveram os melhores resultados nos testes de bioautografia.
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As fragdes foram ativas contra as bactérias Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli; e contra a
levedura Malassezia pachydermatis. Foram identificados os Rfs dos possiveis
compostos ativos que mostraram halos de inibicéo.

As fragcbes que apresentaram atividade antimicrobiana foram aplicadas em
placas preparativas de cromatografia em camada delgada e as subfragdes ativas
foram obtidas por raspagem das placas. Estas subfragées foram submetidas a novos
testes de bioautografia para confirmagdo da atividade antimicrobiana. A
bioautografia foi positiva para as amostras Ac9B1, Ac12F1, Ac12E e Ac12C.

Em teste piloto, a CIM dessas subfragdes identificou os melhores resultados
com as amostras, Ac12F1, Ac12E e Ac9B1, que mostraram atividade antimicrobiana
com CIM = 12,5 ug/mL contra Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli, e CIM
= 25 ug/mL contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Contra as leveduras, o CIM para a Candida albicans foi 50 ug/mL e para a
Malassezia pachydermatis foi 25 ng/mL.

Oa testes definitivos de CIM realizados em ftriplicata com as subfragdes,
Ac12F1, Ac12E e Ac9B1 confirmaram e definiram as suscetibilidades com mais
preciséo:

- contra as bactérias Staphylococcus epidermidis a CIM foi de 12,5 ug/mL
frente as trés subfragdes (Ac12F1, Ac12E e Ac9B1);

- contra Staphylococcus aureus a CIM foi de 6,2 ug/mL com as trés subfragdes;

- contra a Escherichia coli a CIM foi de 1,5 ug/mL com a subfragao Ac12F1, 3,1
ug/mL com a subfragdo Ac12E e 6,2 ug/mL com a subfracdo Ac9B1;

- contra a Pseudomonas aeruginosa a CIM foi de 12,5 ug/mL frente as

subfragcdes Ac12F1 e Ac12E, e 25 ug/mL com a subfragao Ac9B1.
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- contra as leveduras Candida albicans a CIM foi de 50 ug/mL com a subfracao
Ac12F1 e 25 ug/mL com as subfragdes Ac12E e Ac9B1;

- contra a Malassezia pachydermatis a CIM foi de 6,2 ug/mL com as subfracdes
Ac12F1 e Ac12E, e 12,5 ug/mL com a subfragdo Ac9B1.

Os testes de concentragdo fungicida e bactericida minima confirmaram os
resultados apresentados no teste da CIM indicando a morte dos microrganismos na
concentracao inibitéria minima apresentada.

Segundo Alves et al., 2008, o método de diluigdo em caldo é a melhor opgao
para se determinar a atividade microbiana. A determinagao da CIM é considerada a
melhor ferramenta para determinar a susceptibilidade dos organismos aos
antimicrobianos. No entanto, os autores consideram que os métodos de diluigdo em
caldo ou agar sao igualmente aceitaveis para medir quantitativamente a atividade in
vitro de um agente antimicrobiano contra um microrganismo especifico (ALVES et
al., 2008).

O teste de microdiluicdo permite avaliar a atividade antimicrobiana de extratos
e fragcbes purificadas de plantas em termos quantitativos, mas nao existe consenso
na literatura de qual valor de CIM deve ser considerado para qualificar um extrato,
ou fragdes purificadas de planta, como fitoterapico promissor. Alguns autores
consideram um extrato potente quando o valor de MIC é inferior a 1000 pg/mL,
enquanto outros consideram CIM < 500 pg/mL (CARNEIRO et al., 2008; KOSINA et
al., 2010; SHIKANGA et al., 2010; WECKESSER et al., 2007).

Deve-se considerar que a atividade antimicrobiana de substancias puras esta
sujeita a um menor numero de interferentes que a avaliagdo da atividade de
amostras complexas, como sao os extratos brutos de espécies vegetais. De fato, o

conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas do agente antimicrobiano
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(solubilidade, carga ibnica e massa molecular), possibilita evidenciar possiveis
interferéncias causadas por constituintes desconhecidos presentes nas amostras

(ALVES et al., 2008).

Em nosso trabalho, a analise das subfragdes ativas em LC-MS e RMN além
de ter permitido direcionar os fracionamentos para isolar os compostos
antimicrobianos de maior interesse (HOSTETTMANN et al., 1997) permitiram
também a padronizagao dos fitoterapicos de A. chica, antes da purificagcdo quimica,
do isolamento e da identificacdo dos compostos. Nesse sentido, quando submetidas
a ressonancia magnética nuclear de carbono, as fragdbes Ac12F1 e Ac9B1
mostraram tratar-se de analogos triterpénicos do tipo oleaneno. Esses triterpenos

ainda nao haviam sido descritos na planta A. chica.

Muitos terpendides sédo descritos com acao antimicrobiana. ALCERITO et al.
(2002) por exemplo, descreveram atividade antifungica contra Cladosporium
sphaerospermum nas folhas de Arrabidaea brachypoda, uma bignoneacea nativa e
comum no cerrado brasileiro com terpendides e flavondides importantes para

protecao da planta contra patdgenos e contra radiacao ultravioleta.

Os terpendides sado metabdlitos secundarios formados de unidades de
isopreno com importancia fitoquimica em o6leos essenciais formados de misturas de
mono e sesquiterpendides. Demonstrou-se que os triterpenos pentaciclicos
encontrados no Oleo essencial de muitas familias botanicas possuem atividade
antimicrobiana (LIU, 1995) estimada em 60% contra fungos e 30% inibindo
bactérias. O acido oleandlico e acido ursdlico isolados a A. chica sao triterpenos
pentaciclicos (FATOPE, 2000; WOLSKA et al., 2010). Esses isoprendides contendo

30 atomos de carbono estdo presentes na alimentagdo humana e o consumo
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abundante parece indicar sua baixa toxicidade. Como muitas plantas usadas na
medicina tradicional e com potencial clinico bem estabelecido, contém esses
triterpenos, ou seus derivados, existe na literatura uma ampla abordagem

farmacolégica para esses dois triterpenos isbmeros.

Na China, por exemplo, os compostos tém sido usados via oral em
tratamento de doengas hepaticas humanas (LIU, 1995). Atividades anti-inflamatéria,
analgésica, cardiotbnica, antiulcerativa, hepatoprotetora, contra diabetes, fungicida e
parasiticida foram descritas (LI et al., 2003; NISHINO et al., 1988; UDAYAMA et al.,
1998; ORTIZ-ANDRADE et al., 2007; BECKER et al., 2005; CUNHA et al., 2003;

VECHIA et al., 2009).

A atividade antimicrobiana / antiviral também é muito citada, mas as vezes os
resultados sado  controversos (MENGONI et al., 2002). Por exemplo, agao
antibacteriana contra Staphylococcus epidermidis foi descrita para os acidos
oleandlico e ursdlico isolados de Salvia officinalis (SALEEM et al., 2010); o acido
ursdlico teve a MIC de 8 ug.ml”. Em estudo recente o acido oleandlico isolado da
Calendula officinalis (Asteraceae) teve um efeito antimicrobiano frente a muitas
espécies de bactérias, especialmente a Staphylococcus epidermidis, mas também
contra Klebsiella pneumoniae, E. coli e Pseudomonas aeruginosa (SZAKIEL et al,
2008). Contrapondo-se a esses resultados, o acido oleandlico extraido de
Caesalpinia paraguarensis (Fabaceae) teve atividade moderada contra S. aureus
com a CIM de 64 ug mL" enquanto o &cido oleandlico isolado de Syzygium
guineense (Myrtaceae) nao inibiu o crescimento bacteriano da Escherichia coli. O
acido oleandlico obtido do extrato de Geum rivale (Rosaceae) nao inibiu o

crescimento das bactérias S. aureus, E. coli e P. aeruginosa; ja o acido oleandlico
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obtido do isolamento da planta Cyclamen mirabile (Primulaceae) inibiu o crescimento
da bactéria S. aureus, da P. aeruginosa e da E. coli (PANNIZZI| et al., 2000;

DJOUKENG et al., 2005; CALIS et al., 1997; WOLSKA et al, 2010).

O extrato n-butanol de Alstonia macrophylla (Apocyanaceae) e o de Mallotus
pelatus (Euphorbiaceae), ricos em acido ursolico, mostraram atividade antibacteriana
moderada contra Staphylococcus aureus. De acordo com Vechia et al. (2009), o
acido oleandlico e o acido ursolico apresentam atividade antitumoral potencial e os
seus esqueletos oleanano e ursano sao farmacoéforos promissores na busca de
potenciais agentes terapéuticos. No entanto, o mecanismo de agao dos terpenos
ainda nao é conhecido, acreditando-se que um componente lipofilico produza uma

desorganizagao da membrana celular (VECHIA et al., 2009).

No presente trabalho, além dessas agbes em microrganismos comuns, foi
evidente a inibicao de Staphylococcus epidermidis e Malassezia pachydermatis, dois
microrganismos que na Medicina Veterinaria estdo associados a otites externas de
carnivoros domésticos. Esta infeccao €& de dificil tratamento com os recursos
existentes, devido a ocorréncia de recidivas e de resisténcia a multiplos

antimicrobianos.

O Género Malassezia pertence ao reino Eunycota, divisdo Basidiomycota,
classe Hymenomycetes, ordem Tremellales e familia Filobasidium uniguttulatum. As
leveduras do género Malassezia ganharam especial atengao, principalmente na
medicina humana, devido a formas recidivantes de dermatites seborréicas em
individuos imunodeprimidos e as septicemias em neonatos prematuros submetidos a

alimentacgao parenteral (MICKELSEN et al., 1988).
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Varios estudos tém descrito os microrganismos da microbiota normal no
ouvido canino e a associacdo entre S. intermedius, S. epidermidis e M.
pachydermatis tem sido demonstrada nos quadros de otite externa canina (SCOTT
et al., 1996; LILENBAUM et al., 2000; NOBRE et al., 2001). A infeccao por bactérias
e por leveduras € um fator primario da otite, por serem geralmente oportunistas e
complicadores das mudancgas iniciadas com outros fatores primarios (JACOBSON,
2002). A M. pachydermatis tem sido frequentemente associada a dermatites em
caes, estando sua intensa proliferacdo associada a processos de desequilibrio local
e sistémico (GUILLOT e BOND, 1999). Terapia antibacteriana, glicocorticoides,
alergias, dermatite seborréica, distubios nutricionais ou hormonais e doencas
imunossupressoras, podem ser fatores predisponentes a malasseziose (BOND et al.,

1996; GUILLOT e BOND, 1999; CRESPO et al., 2002).

Estima-se que em média 30% dos cades sao portadores de leveduras
lipofilicas no meato acustico externo. A multiplicacdo intensa desta levedura esta
sempre associada a modificacdo do ecossistema cutdneo e a, manifestacéo
patogénica (PLANT et al., 1992; BOND et al.,, 1997; PRADO et al., 2007). A M.
pachydermatis pode ser isolada também dos pélos, cavidade oral, reto, anus,
mucosa vaginal e sacos anais, mas a colonizagao das mucosas pode ser secundaria

a proliferacao de leveduras da pele (BOND et al., 1996).

A terapéutica atual da otite externa de caes e gatos utiliza antifungicos tépicos
(nistatina, clotrimazol, natamicina e cetaconazol) associados a antiinflamatérios
esterdides, antibidticos e, eventualmente, a acaricidas (MACHADO et al., 2003). A
eficacia dos antifungicos topicos € duvidosa. Quando necessario o tratamento

sistémico utiliza imidazdis (cetoconazol, miconazol e econazol), triazdis (itraconazol)
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e hipossulfito de sédio (COUTINHO, 2003; COSTA e GORNIAK, 2006; NASCENTE
et al., 2003). Existem evidéncias de resistancia de Staphylococcus epidermidis de
conduto auditivo de cades a antibidticos (rifampicina, tetraciclina, gentamicina,
ampicilina e penicilina G (LILENBAUM et al., 2000), mas os insucessos terapéuticos
estdo mais ligados a falhas no controle da Malassezia spp., do que propriamente a
resisténcia das leveduras aos antifungicos (MACHADO et al., 2003). No entanto, os
efeitos sistémico indicativos de hepatoxicidade, nauseas, voémitos, diarréia, erupgdes

cutaneas tdpicas ou idiossincrasicas, sdo comuns (COSTA e GORNIAK, 2006).

Por tudo isso, a obtencédo de extratos padronizados de A. chica com atividade
inibidora do crescimento da microbiota do ouvido externo de caninos é promissora e
auspiciosa. Além disso, os resultados do presente trabalho mostram a possibilidade
de serem desenvolvidos fitoterapicos para afec¢des cutdneas padronizados nas
mais variadas formas farmacéuticas: creme cicatrizante, produto otoldgico,
antisséptico para limpeza de feridas contaminadas e shampoos antissépticos. E
nesse sentido que estdo sendo direcionados os estudos complementares da Tese

aqui apresentada.
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8. CONCLUSAO

Os aspectos relatados nos diferentes métodos utilizados para a avaliagao
antimicrobiana comprovam o potencial terapéutico de fragdes padronizadas obtidas
do p6 das folhas de Arrabidaea chica. O estudo de substancias derivadas de
plantas, como protétipos, certamente contribui para a obtencdo de fitoterapicos

efetivos e menos toxicos.
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