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LIMA, Renato Abreu. Estudo quimico das cascas de Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek e
seu potencial antimicrobiano. 2016. 188f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade
Federal de Rondonia, Porto Velho, 2016.

RESUMO

Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek é uma planta da Amazoénia Brasileira muito utilizada na
medicina popular contra enfermidades como malaria, leishmaniose e cancer. Acredita-se que essa acao
farmacoldgica pode estar relacionada a presenca de terpenoides presentes no género Maytenus. Com o
aumento dos micro-organismos resistentes as substancias antimicrobianas ja conhecidas, varios
extratos de plantas medicinais estédo sendo testados com a finalidade de procurar novos compostos com
atividade antimicrobiana. Assim, este trabalho visou realizar um estudo fitoquimico e avaliar o
potencial antimicrobiano dos extratos e das substancias isoladas das cascas de M. guianensis sobre
bactérias e fungos. As cascas foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke em Manaus-AM,
devidamente secas e trituradas, sendo submetidas a extracdo em aparelho de Soxhlet com diferentes
solventes de acordo com o aumento do grau de polaridade. O isolamento e purificacdo dos
constituintes quimicos do extrato das cascas foram realizados por meio de cromatografia em coluna
utilizando-se como fase fixa silica gel. As revelagdes das substancias cromatografadas de camada
delgada se deram por exposicdo das cromatoplacas a luz ultravioleta (250 nm) e por pulverizagdo com
revelador universal seguido de aquecimento em estufa a 100°C. A identificacdo estrutural dos
constituintes quimicos isolados das cascas de M. guianensis foi realizada por meio de métodos
espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN-'H) e Carbono-13
(RMN-'*C), uni e bidimensional, espectroscopia de massa e espectroscopia na regido do
infravermelho. Para avaliar o potencial antimicrobiano sobre as bactérias ATCC e patogénicas e
fungos, utilizou-se a técnica de difusdo em 4&gar utilizando protocolos especificos para 0s
experimentos. O delineamento foi o inteiramente casualizado, com trés repeticdes por tratamento. A
avaliacéo do teste consistiu em medir o crescimento das colonias das bactérias e fungos, apds 24 horas
do inicio do experimento. Os resultados obtidos do estudo fitoquimico até o presente momento
permitiram isolar quatro substancias, sendo dois triterpenos friedelina e friedelanol (triterpeno 29-
hidroxifriedelan-3-ona, triterpeno 16B-hidroxifrielan-3-ona) e triterpenos quinonametideos (tingenina
B e tingenona). Os resultados fitoquimicos deste trabalho em conjunto com os dados descritos na
literatura, mostram nitidamente que M. guianensis é uma rica fonte de triterpenos das classes dos
fridelanos e quinonametideos, que estes sao restritos a familia Celastraceae. Além disso, 0s extratos e
as substancias isoladas das cascas de M. guianensis apresentaram efeito inibitorio contra pelo menos

quatro das cinco bactérias ATCC testadas e fungos, notando-se halos de inibicdo satisfatérios sendo



inéditos os testes antimicrobianos demonstrando que M. guianensis € uma promissora planta para o
desenvolvimento de um novo fitoterapico antimicrobiano, e mais estudos devem ser realizados quanto
a composicdo quimica e entendimento da atividade sobre fatores de viruléncia das bactérias
multirresistentes. Porém, resultados negativos foram encontrados para bactérias patogénicas. Os
resultados sinalizam o potencial antimicrobiano dessa planta, podendo esta ser promissora para 0S

estudos de desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-Chave: Celastraceae, Mayenus guianensis, Triterpenos Friedelanos e Quinonametideos,

Atividade Antimicrobiana.



LIMA, Renato Abreu. Chemical study on the bark of Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek
and potential antimicrobial. 2016. 188f. Thesis (Doctoral Degree in Biotechnology) - Federal
University of Rondodnia, Porto Velho, 2016.

ABSTRACT

Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek is a Brazilian Amazonian plant widely used in folk medicine
against diseases such as malaria, leishmaniasis, and cancer. It is believed that this pharmacological
action may be related to terpenoids present in species belonging to the Maytenus genus. Due to the
increase in the number of microorganisms resistant to antimicrobial substances already known, various
herbal extracts have been tested in order to find new compounds with recognized antimicrobial
activity. Thus, this research aimed to carry out a phytochemical study and evaluate the antimicrobial
potential effect of isolated compounds from the bark of M. guianensis on bacteria and fungi. The barks
were collected in the Adolpho Ducke Forest Reserve, in Manaus, the state capital of Amazonas, Brazil.
Subsequently, they were properly dried and ground, and subjected to extraction in Soxhlet apparatus
with different solvents according to the degree of polarity. The isolation and purification of the
chemical constituents of the extract from the barks were performed through column chromatography,
using silica gel as fixed phase. The development of the chromatographed substances in Thin Layer
Chromatography was made by exposing the cromatoplates to ultraviolet light (250 nm) and by
pulverization using a universal indicator, followed by heating in an oven at 100 °C. The structural
identification of the isolated chemical constituents of M. guianensis was performed using
spectroscopic methods of nuclear magnetic resonance Hydrogen-1 (1H-NMR) and Carbon-13 (13C-
NMR), one- and two-dimensional, mass spectroscopy, and spectroscopy in the infrared region. To
evaluate the antimicrobial potential effect on ATCC bacteria, pathogenic bacteria, and fungi, it was
applied the agar well diffusion technique using specific protocols for the experiments. The design was
completely randomized with three replicates per treatment. The test evaluation consisted of measuring
the growth of bacteria and fungi colonies, 24 hours after the beginning of the experiment. The results
obtained from this phytochemical study, until now, allowed the isolation of four substances: two
friedelin and friedelanol triterpenes (triterpene 3-ox0-29-hydroxyfriedelane and triterpene 3-0x0-16p-
hydroxyfriedelane) and quinonamethide triterpenes (tingenine B and tingenone). Phytochemicals
results of this work in conjunction with the data described in literature clearly show that M. guianensis
is a rich source of triterpenes classes of fridelanos and quinonamethide, they are restricted to
Celastraceae family. In addition, extracts and compounds isolated from the bark of M. guianensis
presented inhibitory effect against at least four of the five tested bacteria and fungi ATCC, noting

satisfactory inhibition halos being novel antimicrobial testing. However, negative results were found



for pathogenic bacteria. Thus, M. guianensis plant is a promising for the development of new
antimicrobial herbal, and further studies must be made on the chemical composition and understanding
of activity on virulence factors of multiresistant bacteria. The results indicate the antimicrobial

potential of this plant, which may be promising for drug development studies.

Keywords: Celastraceae, Mayenus guianensis, Triterpenes Friedelanos and quinonamethide,
antimicrobial activate.
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1. INTRODUCAO

O estudo fitoquimico e da atividade biologica de Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek,
familia Celastraceae, constitui parte de um projeto aprovado pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) por meio do processo 405277/2013-0 que vem
sendo desenvolvido no Laboratorio de Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais (LPQPN) da
Universidade Federal de Rondonia (UNIR) com o objetivo de estudar fitoquimicamente plantas
utilizadas na medicina popular.

A biodiversidade brasileira € reconhecida como uma das mais expressivas da biosfera terrestre
e tem um papel muito importante no bem-estar e na satde do homem, ao prover produtos basicos e
servigos ecossistémicos. Com mais de 55 mil espécies vegetais descritas, 0 que corresponde a 22 % do
total mundial, esta rica biodiversidade é acompanhada por uma longa aceitacdo de uso de plantas
medicinais e conhecimento tradicional associado. Aproximadamente 48 % dos medicamentos
empregados na terapéutica advém direta ou indiretamente, de produtos naturais, especialmente de
plantas medicinais (ALHO, 2012).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM), o mercado de
medicamentos fitoterapicos movimenta até 500 milhdes de ddlares por ano no Brasil e estima-se que
no mundo, seria gasto cerca de US$ 27 bilhdes (em torno de 7 % do mercado mundial de
medicamentos) com plantas medicinais. O mercado farmacéutico tradicional cresce, mundialmente, de
3 a4 % ao ano, enquanto o de fitoterapicos sobe de 6 a 7 % (BOTSARIS, 2010).

A utilizacdo de plantas pelo homem objetivando a promoc¢do e manutencdo de sua salde é
comprovada historicamente por registros de longa data, como por exemplo, 0s egipcios, assirios,
mesopotamicos, indianos e chineses. As plantas serviam para afeccfes variadas, desde febres,
disturbios psicoldgicos e gastrointestinais, a infecgdes bacterianas, acne, gota, e até epilepsia, pelo
emprego de formulacBes simples, como cataplasmas, chas, decoctos, pos, defumadouros, tinturas e
outras formulac@es herbais (BALUNAS; KINGHOM, 2005; HALBERSTEIN, 2005).

Com isso, a Fitoterapia é paradoxalmente uma pratica moderna. Moderna porque atualmente
tem recebido respaldo da comunidade cientifica, cujos trabalhos de pesquisa tém confirmado os efeitos
benéficos dessa forma de tratamento. Uma das causas do crescimento do uso de fitoterapicos, portanto,
é justamente a competéncia cientifica em estudar, testar e recomendar o uso de determinadas plantas
para fins especificos (SILVA, 2005).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes,
tais como flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, etc., ttm sido objeto de estudos, nos quais ja
foram comprovadas suas a¢des farmacoldgicas por meio de testes pré-clinicos e clinicos. No entanto,
poucos desses produtos foram estudados de acordo com protocolos cientificos modernos (LAPA et al.,
2003).



Produtos de origem boténica sdo fontes de recursos para a producdo de inseticidas, bactericidas
e fungicidas, pois possuem substancias, com diferentes estruturas quimicas, desempenhando assim, um
papel importante na interagdo da planta com o meio ambiente (CASTRO; SENA; KLUGE, 2005). Na
industria, os produtos do metabolismo secundario de plantas sdo fontes de aditivos alimentares,
medicamentos, corantes e fungicidas. Atualmente, a bioprospeccdo por moléculas que apresentem
atividade bioldgica e possam ser utilizadas como fontes de novas drogas tém crescido
significativamente (PALMA; PALMA, 2012).

As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais
se constituem em modelos para sintese de um grande numero de farmacos. Chama a atencdo dos
pesquisadores da area de produtos naturais a grande diversidade de estruturas e de propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas dos produtos naturais (GUERRA; NODARI, 2004).

A presenca de importantes metabolitos secundarios e a identificacio de compostos
biologicamente ativos (CALIXTO, 2005), faz com que a utilizacdo de plantas medicinais muitas vezes
se torne eficiente para o desenvolvimento de novos medicamentos com altas propriedades terapéuticas
a fim de curar doencas causadas por diversos micro-organismos.

A familia Celastraceae que € composta por 98 géneros e aproximadamente 1.264 espécies
(OLIVEIRA et al., 2006; FONSECA et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2008; OLIVEIRA et al.,
2012), que sdo distribuidos em diversas partes do mundo, particularmente nas regides tropicais e
subtropicais, incluindo o norte da Africa, América do Sul e Asia (SPIVEY; WESTON; WOODHEAD,
2002; DUARTE et al., 2010; HURTADO, 2013; MOHAMED; PERWEZ, 2014).

Ha varios estudos que demonstram que os principios ativos da familia Celastraceae apresentam
interesse bioldgico e que estes estdo associados a flavonoides, sesquiterpenos, alcaloides e triterpenos
pentaciclicos (GONCALVES; ALVES-FILHO; MENEZES, 2005; MICHELIN et al.,, 2005;
OLIVEIRA et al., 2006).

As atividades farmacoldgicas sdo popularmente atribuidas a espécie do género Maytenus, tais
como: antirreumatica, antibacteriana, antitumoral, antiulcerogénica, anti-inflamatéria e
imunossupressora (NOZAKI et al., 1986).

Entre as atividades bioldgicas atribuidas a Maytenus, o maior género da familia Celastraceae,
esta a atividade antinociceptiva (JORGE et al., 2004), antioxidante (MAGALHAES et al., 2011),
antiplasmodial (HURTADO, 2013), citotoxica e mutagénica (MENEGUETTI et al., 2014),
antiparasitaria (MENEGUETT]I, 2015), antifungicida (LIMA et al., 2016a) e antibactericida (LIMA et
al., 2016b).

Nos ultimos anos, muitos antibacterianos e antifngicos tém apresentado pouca eficacia no que

diz respeito ao combate as doencas infecciosas, isso ocorre principalmente devido a alta incidéncia de



infeccdes causadas por micro-organismos multirresistentes. Partindo desse ponto, os profissionais da
salde enfrentam constantemente um desafio para combater tais infeccdes (SANTOS et al., 2011).

As bactérias demonstram grande facilidade de resisténcia a agdo dos agentes antibacterianos,
ou seja, possuem ou desenvolvem resisténcia aos mesmos, como por exemplo, cloranfenicol.
Entretanto, desde a descoberta dos primeiros antimicrobianos, vém sendo estudados inimeros e novos
agentes que tenham a capacidade de inibir o crescimento ou mesmo de matar estes micro-organismos
(HURTADO, 2013).

Enquanto que nos fungos, especificamente para Candida albicans, as medidas de controle
incluem o tratamento com derivados azdlicos (fluconazol, miconazol e itraconazol) e os poliénicos
(anfotericina B e nistatina), atuando de forma topica ou sistémica (KURIYAMA et al., 2005), onde a
maioria tem motivado estudos clinicos sobre a susceptibilidade in vitro de fungos, a novos produtos
devido ao aparecimento de espécies resistentes (ALMEIDA et al., 2012).

Por conseguinte, a ocorréncia de fatores indesejaveis, tais como o surgimento de resisténcia de
algumas cepas aos antimicrobianos convencionais, o estudo de plantas com propriedades terapéuticas,
abrangendo aquelas com atividade antimicrobiana tem crescido bastante, ndo apenas por constituir-se
em recurso terapéutico alternativo, mas ainda permitindo isolar substancias que podem ter eficacia
significativa (ALVES et al., 2006).

A aquisicao de resisténcia aos antimicrobianos trata-se de um fenémeno genético, relacionado
com alteracdo de genes contidos nos micro-organismos, que codificam diferentes mecanismos
bioquimicos que impedem a acdo das drogas, estes mecanismos de acdo podem ser: interferéncia na
sintese da parede celular; inibicdo da sintese de proteina; interferéncia na sintese de acido nucleico;
diminuigdo da permeabilidade ao agente antimicrobiano e destrui¢do da estrutura da membrana celular
(TENOVER, 2006).

As substancias antimicrobianas ou antibidticas representam talvez o maior avanco da
farmacoterapia nas Gltimas cinco décadas ou mais, com progresso sem limites dentro da terapéutica
medicamentosa (SIMOES et al., 2007).

Os antimicrobianos constituem um grupo especial de agentes terapéuticos, geralmente
produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. S&o substancias que, em pequenas concentracoes,
devem possuir atividade letal ou inibitéria contra muitas espécies microbianas, prevenir o
desenvolvimento de micro-organismos resistentes, auséncia de efeitos indesejaveis ao hospedeiro,
estabilidade quimica, entre outras. A atividade antimicrobiana é um item relevante na caracterizacao de
extratos vegetais, dada a importancia e o numero bastante grande de doencas infecciosas que
acometem o homem (LIMA, 2010; SILVA et al., 2014a).

Algumas plantas apresentam substancias em sua composi¢cdo com potencial bactericida e

fungicida e, tais plantas devem ser estudadas para serem utilizadas diretamente em ensaios biologicos,



bem como servir de matéria-prima para sintese de novas formulacdes medicamentosas (CELOTO et
al., 2008).

Portanto, acBes e medidas devem ser tomadas para reduzir o uso indiscriminado de antibidticos.
Considerando-se a diversidade de substancias que existem nas plantas medicinais e a possibilidade de
se encontrarem novas substancias em paralelo com as resisténcias antibacterianas e antifungicas, este
trabalho teve como objetivo realizar um estudo fitoquimico e avaliar o potencial dos extratos e
substancias isoladas das cascas de M. guianensis sobre as bactérias ATCC Escherichia coli (ATCC
25922), Klebisiela pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (ATCC
25923), e bactérias patogénicas Acinetobacter baumannu (ATCC 19606143), Enterococcus faecalis
(ATCC 4083), Escherichia coli enterotoxigénica tipica (E 234869), Escherichia coli enteroagregativa
(ATCC 042) Salmonella arizonae (UFAM), Shigella desenteriae (ATCC 13313) e o fungo C. albicans
(ATCC 10231).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas representaram, durante muitos seculos, a Unica op¢éao terapéutica para 0 homem. Ha
registros de sua utilizacdo em manuscritos sumérios de 5.000 anos a.C. (RASKIN; RIPOLL, 2004). No
inicio do seculo XIX, com o aprimoramento da quimica farmacéutica, as plantas passaram a
representar a primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de medicamentos. A partir da
década de 1990, com o grande avan¢o da sintese organica e novos processos biolégicos, 25 % dos
farmacos prescritos nos paises industrializados foram originarios de 120 compostos de plantas
(HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

Os produtos naturais possuem grande diversidade estrutural de compostos, desta forma,
constituem uma importante fonte para descoberta e desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos
(SAKLANI; KUTTY, 2008). Para isso, a abordagem fitoquimica tem contribuido de forma
fundamental, por meio do isolamento e da identificacdo estrutural de compostos farmacologicamente
ativos, facilitados pelo continuo aperfeicoamento de métodos cromatograficos e espectroscépicos
(PHILLIPSON, 2007).

Assim, as modernas técnicas de triagem, separacdo e elucidacdo estrutural tém renovado o
interesse das industrias farmacéuticas por produtos naturais. Entretanto, apesar desse crescente
interesse, poucas plantas foram estudadas (SAKLANI; KUTTY, 2008).

O Brasil apresenta potencial para pesquisa de novos farmacos de origem natural, uma vez que
possui grande biodiversidade vegetal, contando com 56 mil espécies descritas (MELO; AMORIM,;
ALBUQUERQUE, 2009). Diniz et al. (2013) afirmam que nos Gltimos anos tem surgido uma grande
preocupacdo em se conhecer a composicdo das ervas medicinais da regido amazonica, visto que muitas
delas sdo indicadas para as mais diversas enfermidades que acometem o homem.

A Etnoboténica e a Etnofarmacologia sdo campos interdisciplinares de investigacdo que foram
baseados no conhecimento empirico das civilizagdes sobre substancias utilizadas como medicamentos
(SIMOES et al., 2007). Nos ultimos anos, muitos estudos tém investigado o verdadeiro potencial
dessas plantas com base no seu uso popular e medicinal. Recentemente, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), divulgou uma listagem oficial de 66 plantas medicinais e suas
propriedades curativas. Este fato é motivado pelo interesse em medicamentos a base de produtos
naturais, preocupacdo com 0s possiveis efeitos colaterais e ainda o valor econdmico agregado
(BRASIL, 2013).

Contudo, a ANVISA estd se mantendo alerta quanto & comercializagdo indevida de plantas
medicinais e seus produtos, por isso torna-se necessario que haja um maior subsidio técnico, cientifico

e cultural para o controle de qualidade da matéria-prima e seus derivados, mantendo a integridade



quimica das espécies de forma a permitir a autenticacdo das suas propriedades (YUNES; CECHINEL-
FILHO, 2011).

2.2 PRODUTOS NATURAIS

Estima-se que a porcentagem da populacdo que utiliza tratamentos ndo convencionais,
inclusive com plantas medicinais, é de 10 % na Dinamarca, 33 % na Finlandia, 49 % na Austrélia, 48
% nos Estados Unidos e 63 % no Brasil. Na América Latina, estes valores tendem a ser maiores, uma
vez que nas regides tropicais, existem diversas espécies de plantas medicinais de uso local, com
possibilidade de geracdo de uma relacdo custo-beneficio bem menor para a populacdo, promovendo
salide a partir de plantas produzidas localmente (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; VEIGA-JUNIOR,
2008).

A crise da biodiversidade transformou-se em tema de discussao global, com dados cada vez
mais alarmantes (HOEFFEL et al., 2011). Um estudo realizado pela International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources (IUCN, 2010) sobre espécies vegetais medicinais
ameacadas demonstra que cerca de 380 mil espécies mundiais se enquadram em alguma categoria de
ameaca, sendo que uma em cada cinco corre risco de extincdo, tornando-as tdo ameacadas quanto 0s
mamiferos. O estudo avaliou uma ampla amostra de espécies coletivamente representativas de todas as
plantas do mundo, projetando um retrato global do risco de extingdo, revelando as ameagas mais
urgentes e as regides mais afetadas.

Desta forma, alguns potentes farmacos ainda ndo estdo totalmente descobertos, podendo citar
alguns exemplos: Papaver somniferum L., conhecida popularmente como papoula, planta usada para a
extracdo do 6pio, cujo componente majoritario € a morfina, isolada em 1803 por Setuner, cujo
principio ativo é empregado para combater a dor. Posteriormente, em 1932, Robiquet isolou desta
mesma planta a codeina, e a papaverina foi isolada em 1948 por Merck. Outros exemplos marcantes
sdo o da Digitalis purpurea L. e D. lanata Ehr., plantas que foram a origem da descoberta de
medicamentos para doencas relacionadas ao coragdo. Delas extraem-se glicosideos cardiotdnicos,
sendo os mais utilizados a digitoxina e a digoxina (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003;
CARVALHO, 2004).

O primeiro isolamento de um principio ativo ocorreu na Franga em 1804, por Armand Séquin.
Alguns principios ativos isolados de plantas (Figura 1), como morfina, quinina e cocaina, continuam

sendo empregados no tratamento de doencas.

Figura 1 - Estruturas quimicas de principios isolados de plantas
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Fonte: Montanari; Bolzani (2001)

Nota: Os alcaloides morfina (1), quinina (2) e cocaina (3) sendo visualizados conforme estrutura quimica

Cabe ressaltar ainda, que devido ao impacto da urbanizacdo e industrializagdo, 0s recursos
naturais e os conhecimentos da medicina popular estdo rapidamente desaparecendo. A maioria das
sociedades tradicionais do mundo ja ndo sdo mais cercadas pelo habitat natural que antigamente servia
como base da medicina tradicional e areas de conhecimento popular que se acumularam e foram se
aperfeicoando por milhares de anos (CALDERON; SILVA; STABELI, 2010).

2.3 METABOLITOS

Dé-se 0 nome de metabolismo ao conjunto de rea¢Ges quimicas que continuamente estao
ocorrendo em cada célula. A presenca de enzimas especificas garante uma certa direcdo a essas
reacOes, estabelecendo o que se denomina rotas metabdlicas. Os compostos quimicos formados,
degradados (ou simplesmente transformados) sdo chamados de metabdlitos e as reacdes enzimaticas
envolvidas, sdo designadas como anabdlicas, catabdlicas ou de biotransformacéo (SANTOS, 2007).

O metabolismo priméario compreende o conjunto de processos que desempenham uma funcéo
essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de solutos. Essas reacfes
possuem certa direcdo devido & presenca de enzimas especificas, estabelecendo, assim, as rotas
metabdlicas, visando o aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da
célula. Alem do metabolismo primario, responsavel pela sintese de celulose, lignina, proteinas,
lipideos, agUcares e outras substancias importantes para a realizagdo das funcdes vitais, as plantas
também apresentam o chamado metabolismo secundario (CHAMPEET; HARVEY; FERRIER, 2008).



Os metabdlitos secundarios tém muitas funcbes comuns para as plantas, sendo algumas
hormonais, de crescimento, assim como as auxinas, citocininas, acidos abcisicos e giberelinas. Além
disso, possuem acdo protetora em relagdo a estresses de abidticos, como o0s associados com as
mudancas de temperatura, conteldo de agua, niveis de luz, exposicdo a ultravioleta e deficiéncias de
nutrientes minerais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

As plantas séo ricas em substancias que, aparentemente, ndo estdo diretamente relacionadas
com 0s processos metabolitos normais da fotossintese, respiracdo e crescimento. A maior parte das
espécies de plantas superiores é capaz de biossintetizar e acumular substancias com alguma atividade
bioldgica em quantidades suficientes para serem extraidas de forma econdmica. Tais compostos sdo
chamados metabdlitos secundarios, cujos produtos, embora ndo necessariamente essenciais para o
organismo, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e perpetuacio da espécie no planeta (SIMOES
et al., 2007).

Os trés maiores grupos de metabdlitos secundarios sdo: terpenos, compostos fendlicos e
alcaloides. Os terpenos sdo sintetizados a partir do acido meval6nico (no citoplasma) ou do piruvato e
3-fosfoglicerato (cloroplasto). Os compostos fendlicos sdo derivados de aminodcidos arométicos
(triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do &cido chiquimico e também de aminoéacidos alifaticos
(Figura 2) (BUSTILLO-PARDEY, 2005; SIMOES et al., 2007).

Figura 2 - Ciclo biossintético dos metabodlitos secundarios
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Fonte: Simdes et al. (1999) apud Soares (2013)
Nota: Diferentes metabdlitos secundarios encontrados em vegetais

Esses compostos podem ser utilizados diretamente ou transformados, sendo utilizados na
industria farmacéutica, cosmética, alimenticia e agroquimica. As funcdes que essas substancias
desempenham no organismo ndo sdo todas conhecidas, embora os avancos cientificos na area tenham
esclarecido muitas funcdes desses compostos (CASTRO et al., 2004).

Os metabolitos secundarios produzidos por plantas tiveram um papel fundamental no
desenvolvimento da quimica organica sintética moderna. Historicamente, o desenvolvimento da
quimica organica ocorreu paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a partir do seculo XIX,
quando foram registrados os primeiros estudos sobre plantas, com base cientifica. Isso resultou no
isolamento de alguns principios ativos de plantas, entdo conhecidas como medicinais. Desses estudos
foram obtidas algumas substancias que se consagraram como principios ativos eficazes, e que hoje
ainda sdo muito empregados no tratamento de doencas relacionadas ao processo de inflamacao,
cicatrizacio e degenerativas (SIMOES et al., 2007).

Devido a sua frequente presenca nos vegetais, facilidade de acesso e variedade de composic¢ao

quimica, Oleos essenciais e extratos vegetais constituem objeto de extensivo estudo visando a



identificacdo de atividades biologicas, cujos resultados apontam para potencial terapéutico. Dentre as
principais atividades farmacoldgicas atribuidas, destacam-se: antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antioxidante, anticolinesterase, anti-helmintica, antiparasitaria, analgésica, sedativa e antitumoral
(HENRIQUES; PIRES; APEL, 2009).

A producdo destes componentes pode ter varias fungdes, dentre estas, proteger a planta da
herbivoria, do ataque de patdgenos, bem como beneficia-la na competicdo com outros vegetais. Além
disso, favorecem a atracdo de polinizadores, de dispersores de sementes, bem como de micro-
organismos simbiontes. Acrescidos a estes fatores bidticos, a producdo de metabdlitos secundarios
também protege o vegetal de influéncias externas, como temperatura, umidade, exposicdo a luz
ultravioleta (UV) e deficiéncia de nutrientes minerais (PERES, 2004).

A sintese de metabolitos secundarios pode ser afetada por condi¢cBes ambientais, por
representarem uma interface quimica entre as plantas e o0 meio ambiente circundante. Os vegetais
respondem a estimulos ambientais bastante variaveis, de natureza fisica, quimica ou biolégica, fatores
tais como fertilidade e tipo do solo, umidade, radiacdo solar, vento, temperatura e poluicdo
atmosférica, dentre outros, podem influenciar e alterar a composic¢éo quimica dos vegetais (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

2.4 PLANTAS NA PESQUISA CONTRA BACTERIAS E FUNGOS

Desde a descoberta e subsequente uso clinico dos antibiéticos, tem-se observado uma
resisténcia a esses agentes, com um comensuravel impacto negativo sobre o tratamento das doencas
infecciosas. A resisténcia bacteriana a antibidticos é caracterizada como o principal problema no
tratamento de infeccdes hospitalares e um problema alarmante com o aumento dos indices de
resisténcia bacteriana na sociedade (WRIGHT, 2005).

Com isso, o uso indiscriminado de antibi6ticos € o que mais preocupa a comunidade cientifica
e profissional da area de salde, uma vez que existem patégenos humanos que ndo sao susceptiveis a
alguns agentes disponiveis bem como no mecanismo de desenvolvimento de resisténcia que podem ser
aplicados contra alguns antibidticos que futuramente possam ser desenvolvidos.

E relatado que em média dois ou trés antibi6ticos derivados de micro-organismos sio lancados
no mercado a cada ano e cerca de 25 a 30 % da receita expedida nos Estados Unidos tem origem em
plantas superiores, entretanto, poucas sdo utilizadas como antimicrobianos uma vez que temos fungos
e bactérias como fonte de remedios para essa atividade (SILVA, 2005).

As doengas infecciosas representam uma causa importante de morbidade e mortalidade entre os
seres humanos, principalmente em criangas e idosos (BUTLER; BUSS, 2006). Alem disso, a

resisténcia antibacteriana global esta a tornar-se um problema de saide publica (ALMEIDA, 2013).



Embora muitos dos antibidticos mais antigos permanecam eficazes, o desenvolvimento de novos
medicamentos continua a ser crucial (APPELBAUM; JACOBS, 2005).

A grande maioria dos antibacterianos comercializados tem tido como alvo a parede da célula
bacteriana ou biossintese de macromoléculas. As bactérias, no entanto, desenvolvem mecanismos de
defesa, por mutacdo ou aquisicdo de novos genes de outras bactérias. Essas defesas tém incluido
aquisicdo de enzimas, alteracdo da permeabilidade da parede celular, proteinas de efluxo, alteracdo das
moléculas alvo, a fim de protegé-las contra ataques de agentes antibacterianos (ALMEIDA, 2013).

A OMS cita que, para o uso racional de medicamentos é preciso em primeiro lugar, estabelecer
a necessidade do uso do medicamento; em seguida, que se receite 0 medicamento apropriado, a melhor
escolha de acordo com as regras de eficacia e seguranca comprovadas e aceitaveis. E necessario que o
medicamento seja prescrito adequadamente na forma farmacéutica, doses e periodo de duracdo do
tratamento; que esteja disponivel a um preco acessivel, e que responda sempre aos critérios de
qualidade exigidos; que se dispense em condi¢bes adequadas, com a necessaria orientacdo e
responsabilidade e, finalmente que se cumpra o regime terapéutico ja prescrito de maneira adequada
(GOLL; FARIA, 2014).

Diante disso, tem sido observado um crescente interesse da comunidade cientifica pelas plantas
medicinais e pela fitoterapia, por apresentarem potenciais terapéuticos e econémicos, visados
especialmente pela industria farmacéutica, que realiza a prospeccdo de novos produtos, com menos
efeitos indesejaveis do que os farmacos existentes (BRANDAO et al., 2006; LIMA et al., 2006;
MEDEIROS et al., 2007; HENDRY et al., 2009). A selecdo de patdgenos resistentes aos
antimicrobianos € um dos casos mais bem documentados de evolucdo bioldgica, e um sério problema
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, desafiando a antibioticoterapia humana e animal
(DUARTE, 2006).

Muitas industrias farmacéuticas tenham produzidos novos antibidticos e modificado alguns
farmacos ja existentes, o consumo excessivo de antibacterianos em alguns paises, tem resultado no
aumento de resisténcia bacteriana, causando sério problema de saude publica (DUARTE, 2006;
ALMEIDA, 2013).

Além disso, a aceitagdo popular da fitoterapia tem reforcado a importancia de mais estudos nas
areas de Etnobotéanica e Etnofarmacologia, a fim de introduzir no mercado, apenas aqueles produtos
comprovadamente eficazes e seguros (OLIVEIRA; ALMEIDA; SILVA-FILHO, 2005; AGRA,;
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007).

Por conseguinte, pesquisas diversas tém sido realizadas com o proposito de descobrir e validar
as propriedades antimicrobianas de fitoterapicos que possam torna-los aliados como agente efetivos no
combate a resisténcia bacteriana buscando assim novas técnicas de monitoramento de resisténcia
(SILVA, 2005).



Dados sobre a atividade antibacteriana de extratos vegetais frente a varios micro-organismos
permitem evidenciar que as plantas medicinais apresentam potencial para o tratamento terapéutico,
apesar de muitos destes extratos ndo terem sido completamente investigados cientificamente. Existe
um grande numero de espécies vegetais no mundo que sdo consideradas medicinais e bastante
utilizadas pela populacdo, porém ainda sdo necessarios mais estudos cientificos sobre a atividade
bioldgica dessas plantas para sua efetiva utilizacdo (CARVALHO et al., 2014).

Alguns exemplos de patégenos que estdo se tornando totalmente resistentes aos antibioticos
incluem: Enterococcus faecium e E. faecalis resistentes a vancomicina (VRE), S. aureus resistentes a
metilicina (MRSA) e Acinetobacter baumannii e P. aeruginosa resistente a carbapenemos (WALSH,;
AMYES, 2004).

Com uma enorme diversidade de plantas medicinais com poder curativo conforme
conhecimento popular, a Amazo6nia é considerada a maior reserva de plantas medicinais do mundo, e
0s estudos dessas plantas vém se intensificando, porém a parcela de espécies que foram
cientificamente estudadas ainda é muito pequena (BRASIL, 2013).

Produtos de origem vegetal com atividade antimicrobiana possuem uma destacada importancia
em pesquisas de bioprospeccdo, pois 0s antibidticos convencionais no mercado estdo cada vez mais
ineficientes devido ao aparecimento de cepas com resisténcia, 0 que tem se tornado uma preocupacao
mundial (ANDRADE, 2009). Em vista disso, a busca por novas substancias antimicrobianas a partir de
fontes naturais, incluindo plantas, tem ganhado importancia nas companhias farmacéuticas (DUARTE;
DEBUR, 2005).

A maioria dos 06leos essenciais e extratos vegetais possuem potencial de atividade
antimicrobiana. Essa atividade é atribuida a acdo das substancias presentes em sua composi¢do como
os compostos fendlicos, monoterpenos, terpenoides, além de outros metabdlitos secundarios que atuam
de forma direta e indireta da parede celular dos fungos (MAIA; DONATO; FRAGA; 2015).

No Brasil, pesquisas voltadas para a descoberta de prototipos de farmacos e/ou fitoterapicos,
além de propiciarem o avanco da pesquisa basica multidisciplinar, podem contribuir também para o
desenvolvimento tecnoldgico nacional, se levarmos em conta que a diversidade de metabdlitos
produzidos nos biomas brasileiros é ainda muito pouco explorada do ponto de vista farmacologico
(BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Uma vez que as plantas medicinais produzem uma variedade de substancias com propriedades
antimicrobianas, € necessario que programas de triagem possam descobrir compostos com potencial
para 0 desenvolvimento de novos antibidticos. Entretanto, as investigacGes cientificas visando
determinar o potencial terapéutico das plantas sdo limitadas, existindo a falta de estudos cientificos

experimentais que confirmem as possiveis propriedades antibioticas de um grande numero dessas



plantas. Espera-se que compostos que atinjam, nas células, alvos diferentes daqueles utilizados pelos
antibioticos conhecidos, sejam ativos contra patdgenos resistentes (DUARTE, 2006).

A resisténcia bacteriana e fungica é um sério problema do ponto de vista clinico e de salde
publica, influenciando drasticamente no periodo de hospitalizacdo, nos indices de morbidade e
mortalidade, repercutindo de maneira significativa nos custos, especialmente considerando o
prolongamento da internagdo, o consumo de antibidticos, os gastos com isolamento e 0s exames
laboratoriais (ANDRADE; LEOPOLDO; HAAS, 2006).

Doencas causadas por fungos passaram a receber maior atencdo no século passado,
principalmente nas duas décadas finais, avancos nas terapéuticas de doengas de base, maior uso de
antibacterianos, aprimoramento de técnicas de transplantes, enfim, com a maior sobrevida de pacientes
de variadas enfermidades (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Houve um aumento na incidéncia de infeccBes causadas por fungos e bactérias, assim como a
sucessiva resisténcia destes micro-organismos aos antibidticos e antifungicos convencionais (AGUIAR
et al., 2012; AHMED et al., 2012; SPELLBERG; BARTLETT; GILBERT, 2013). Entretanto, tornou-
se necessario pesquisar novas substancias com novos alvos, a fim de combater esta resisténcia
crescente (BARBOSA et al., 2014).

Desta forma, o desenvolvimento de substancias que atuem inibindo a resisténcia microbiana ou
0 seu crescimento € essencial; os vegetais sao uma escolha por possuirem metabdlitos com multiplas
propriedades e tém contribuido em resultados significativo e eficiente em tratamentos terapéuticos
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

2.4.1 BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

Muitos micro-organismos sdo classificados como Gram-positivos e Gram-negativos. Esta
classificacdo baseia-se na coloracdo ou ndo pelo método de Gram, porém seu significado ultrapassa de
longe o conceito de uma simples reacdo de coloracdo empirica. Os micro-organismos Gram-positivos e
Gram-negativos diferem em varios aspectos, e nao apenas na estrutura da parede celular o que ajuda a
diferencia-los, e possui implicagdes na acdo dos antibidticos (RANG et al., 2004; TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2012).

A parede é formada também por cerca de 40 a 45 % de polimeros acidos (que resultam da
elevada polaridade da superficie celular e que apresentam carga negativa) e em cerca de 5 a 10 % de
proteinas e polissacarideos. A camada de polimeros fortemente polares influéncia a penetracdo de
moléculas ionizadas e favorece a entrada de compostos com carga positiva, como a estreptomicina, na

célula (RANG et al., 2004). As gram-positivas estudadas neste trabalho sdo apresentadas a seguir:

2.4.1.1 Enterococcus faecalis



O género Enterococcus inclui diversas espécies residentes do trato gastrointestinal, da vagina e
da cavidade bucal tendo assim, relagdes comensais. Por outro lado, algumas espécies, como E. faecalis
e E. faecium podem originar doengas, tais como: infec¢des urinarias e endocardite. Mais de 90 % das
infeccdes humanas enterocdcicas sdo causadas por E. faecalis, sendo as demais por E. faecium. Outras
doencas relacionadas a espécies desse género sdo raras (KAYAOGLU; ORSTAVIK, 2004,
PARADELLA; KOGA-ITO; JORGE, 2007).

E. faecalis apresenta poucas exigéncias para 0 seu crescimento, sendo capazes de crescer em
temperatura entre 10 a 45 °C, pH 9,6 em 6,5 % de solucéo salina, e de sobreviver a 60 °C por 30
minutos. S0 micro-organismos facultativos, catalase-negativos, e a grande parte das espécies desse
género hidrolisam esculina na presenca de bile. Para a identificacdo de enterococos por procedimentos
convencionais, testes de fermentacdo de carboidratos e utilizacdo de piruvato sdo determinados em
meio de infusdo cérebro-coracdo (BHI), contendo bromocresol violeta e 1 % de carboidratos
esterilizados por filtracdo ou piruvato a 1 %. E. faecalis cresce em piruvato a 1 %, ndo fermentando
manitol e sacarose (FIGDOR; DAVIES; SUNDQVIST, 2003).

E. faecalis é resistente a diversos antibiéticos, como a tetraciclina, gentamincina, ampicilina,
benzilpenicilina, cloranfenicol, eritromicina, kanamicina, rifampicina, estreptomicina e vancomicina
(SEDGLEY et al., 2005). Isto pode estar associado quando a parede celular dessa bactéria que é
formada pelo acido lipopoliteicoico (LTA), que auxilia na ligacdo das bactérias as células eucarioticas,
incluindo linfécitos. O LTA estimula reabsorcdo Ossea, além de estimular diversas células
polimorfonucleadas a liberarem mediadores inflamatorios, contribuindo para o dano tecidual (LIMA;
FAVA,; SIQUEIRA, 2001; KAYAOGLU; ORSTAVIK, 2004).

A infecc@o endodontica causada por E. faecalis costuma tornar-se um problema no tratamento
de dentes comprometidos endodonticamente, pois este micro-organismo é de dificil eliminacao, sendo
considerada a espécie bacteriana mais comumente isolada nos casos de tratamento endodoéntico (LIN;
MICKEL; CHOGLE, 2003; GOMES et al., 2008). Reconhecendo o papel dessa bactéria no fracasso da
terapia do canal radicular, torna-se importante desenvolver estratégias que promovam o controle das

infecgdes causadas por este micro-organismo (FERREIRA, 2010).

2.4.1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria que se apresenta em forma de cocos Gram-positivo, sao
coagulase positivos, maltose e manitol positivos e formadores de coldnias pigmentadas, estando
associado também a proteina A ao micro-organismo (BALABAN; RASOOLY, 2000). Presente no ar e
no ambiente, o S. aureus também faz parte da microbiota da pele e mucosas e dos tratos respiratorio e
gastrintestinal, sendo encontrado na orofaringe dos seres humanos com prevaléncia de 35 a 40 % e na
boca e saliva de 10 a 35 % (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).



Apresentam diametro compreendido entre 0,5 a 1um, sdo micro-organismos imoveis, aerébios
ou anaerdbios facultativos e catalase-positivos, e crescem em meio contendo 10 % de cloreto de sédio,
e em temperatura que varia entre 18 a 40° C (MURRAY et al., 2004).

Sdo bactérias anaerdbicas facultativas, porém crescem melhor aerobicamente. Crescem bem
sob condicBes de alta pressdo osmotica e pouca umidade. Esta habilidade também explica como S.
aureus pode crescer em certos alimentos que apresentam alta pressdo osmotica ou em alimentos com
pouca umidade que tendem a inibir o crescimento de outros micro-organismos (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

Os mecanismos de patogenicidade atribuido ao S. aureus estdo relacionados aos fatores de
viruléncia na forma de toxinas, enzimas e outras proteinas associadas a parede celular, mediadas por

genes plasmodiais ou cromossémicos que combinados conduzem a doenca (CUNHA; CUNHA, 2007).

2.4.1.3 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

A preocupagdo da comunidade médica e cientifica acerca da emergéncia de cepas de S. aureus
resistentes a antibidticos remonta desde o inicio do uso desses medicamentos, quando foi isolada a
primeira cepa produtora de B-lactamase (LOWY, 2003).

Contudo, a populacdo em geral sempre esteve alheia a esses fatores, até porque, apdés a
contaminanacdo de S. aureus resistente a vancomicina, essa preocupacao atingiu o cidaddo comum.
Dentre todas as infec¢Oes hospitalares registradas na Inglaterra, mais de um quinto sdo causadas por S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA) (CEPEDA et al., 2005) e 0 nimero de mortes por essas
infeccdes sofreu um aumento de 122 % entre 2001 e 2005.

A identificacdo de MRSA deve ser rapida para evitar uma disseminacao das cepas resistentes
pelo hospital. O isolamento de pacientes MRSA positivos é recomendado em diversos paises, porém se
for realizado ap6s dois dias ou mais da admissdo do portador de MRSA pode se tornar ineficiente na
contencdo da disseminacdo dessas cepas. Contudo, caso o portador seja isolado em no maximo 24
horas ap6s a admissdo, a transmissdo de MRSA é consideravelmente reduzida (CUNNINGHAM et al.,
2007).

2.4.2 BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

As bactérias gram-negativas possuem paredes celulares que consistem de uma ou poucas
camadas de peptideoglicana e uma membrana externa. A peptideoglicana esta ligada a lipoproteinas na
membrana externa e esta no periplasma. As paredes celulares Gram-negativas ndo contém Aacidos
teicoicos. Pela razdo destas bactérias possuirem uma pequena quantidade de peptideoglicano, tornam-

se mais suscetiveis ao rompimento mecénico (NIKAIDO, 2003).



A membrana externa da célula Gram-negativa consiste de lipopolissacarideos, que atuam como
antigenos bacterianos, lipoproteinas e fosfolipideos, e fornece um mecanismo de defesa a estas
bactérias, sendo uma barreira para certos antibidticos, enzimas digestivas, detergentes, entre outros.
Entretanto, a membrana externa possui canais proteicos, denominados de porinas, que permitem a
passagem de moléculas necessarias para o metabolismo bacteriano, sendo também a passagem para
alguns antibidticos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Sao todos anaerobios facultativos, fermentam a glicose e podem gerar energia por reducdo de
nitratos a nitritos, sdo madveis ou imdveis e ndo formam esporos. Todos 0s membros podem crescer
rapidamente em condicGes aerObias e anaerdbias e possuem exigéncias nutricionais simples
(KONEMAM et al., 2001; MURRAY et al., 2004; STROHL; ROUSE; FISCHER, 2004). As

gram-negativas estudadas neste trabalho sdo apresentadas a seguir:

2.4.2.1 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter € um género pertencente a familia Moraxellaceae, da ordem Gammaproteo-
bacteria. O género Acinetobacter spp., compreende aproximadamente 31 espécies diferentes, sendo
que 17 delas ndo foram nomeadas, pois raramente sdo isoladas em humanos (PELEG; SEIFERT;
PATERSON, 2008). A. baumannii é a espécie mais importante clinicamente, fazendo parte do
complexo A. baumannii-calcoaceticus que compreende outras trés diferentes espécies (A. pitti, A.
nosocomialis e A. calcoaceticus). A distingdo dessas espécies requer métodos avancados de biologia
molecular, que ndo sdo utilizados de rotina no laboratério clinico (MARTINS; BARTH, 2013).

A. baumannii é responsavel por diferentes tipos de infeccdes, como pneumonias, septicemias,
infeccdes urinarias e meningites, especialmente em pacientes imunodeprimidos, tais como pacientes
com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), sendo considerado um patdgeno oportunista
de grande importéncia e relevante nas infeccdes nosocomiais (GIAMARELLOU; ANTONIADOU;
KANELLAKOPOULOU, 2008; LIMA; OLIVEIRA; PAULA, 2008).

Nos ultimos anos, o tratamento das infec¢fes causadas pelo Acinetobacter tem se tornado
critico, em fungdo do surgimento de cepas multirresistentes cuja disseminacdo tem sido associada a
contaminag&o de equipamentos hospitalares e até mesmo por meio do contato das méos colonizadas da
equipe assistencial (GIAMARELLOU; ANTONIADOU; KANELLAKOPOULOQU, 2008). Além
disso, varias espécies tém sido isoladas do solo, da adgua, de vegetais, de animais, da pele e do trato

gastrointestinal de seres humanos saudaveis (BERNARDS et al., 2004).

2.4.2.2 Escherichia coli



Nos primeiros momentos de vida, E. coli € uma das bactérias que sdo adquiridas dos alimentos
e comecgam a habitar o intestino grosso dos seres humanos. Esta bactéria faz parte da flora normal ao
longo da vida (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae. A bactéria E. coli é parte da flora
normal do célon em seres humanos e em outros animais, mas pode ser patogénica dentro ou fora do
trato gastrointestinal. Esta bactéria possui fimbrias ou pili que frequentemente sdo importantes para a
sua aderéncia na superficie das mucosas do hospedeiro, e as diferentes cepas podem ser moéveis ou
imoveis. A maioria das cepas de E. coli sdo capazes de fermentar a lactose, sendo denominadas de
lactose positiva. Sdo todas anaerobicas facultativas, fermentam glicose e podem gerar energia por
reducdo do nitrato a nitrito (STROHL; ROUSE; FISCHER, 2004).

E. coli é um dos micro-organismos comumente envolvidos em septicemia por Gram-negativos
e em choque induzido por endotoxinas. As infecces do trato urinario e de feridas, a pneumonia em
pacientes imunossuprimidos hospitalizados e as meningites em neonatos sdo outras formas comuns de
infecgdes causadas por E. coli (KONEMAN et al., 2001).

Certas cepas de E. coli podem causar enterite ou gastroenterite por seis mecanismos diferentes
que causam seis sindromes distintas. As E. coli diarreiogénicas podem ser denominadas de ETEC (E.
coli enterotoxigénicas), EPEC (E. coli enteropatogénica), EIEC (E. coli enteroinvasora), EHEC (E.
coli enterohemorragica), EAEC (E. coli enteroagregativa) e DAEC (E. coli difusamente aderente)
(MURRAY, 2004).

2.4.2.3 Klebisiela pneumoniae

Estas bactérias sdo bacilos grandes e imdveis que apresentam uma capsula avolumada e sao
lactose positiva (STROHL; ROUSE; FISCHER, 2004). As espécies de Klebsiella estdo amplamente
distribuidas na natureza e no trato gastrointestinal dos seres humanos e animais (KONEMAN et al.,
2001).

A K. pneumoniae pode causar uma forma classica de pneumonia primaria, que geralmente
ocorre em pacientes em condicgdes debilitantes, como alcoolismo, diabetes melito e doenga pulmonar
obstrutiva crbnica. Este tipo de pneumonia tende a ser destrutiva, com necrose extensa e hemorragia,
resultando na producgéo de escarro, que pode ser espesso, mucoide e de cor vermelha. Em casos graves,
podem ser formados abscessos de pulmao, doenca cavitaria cronica e hemorragia interna (KONEMAN
etal., 2001).

A maior incidéncia de infecgbes por espécies de Klebsiella durante a década passada
provavelmente reflete um aumento das infeccbes nosocomiais em pacientes debilitados ou

imunossuprimidos e tendéncia a uma maior resisténcia aos antibidticos. As Klebsielas tém tendéncia a



alojar plasmideos de resisténcia aos antibidticos e virtualmente todas as cepas isoladas de casos
clinicos s&o resistentes a ampicilina, carbenicilina e ticarcilina (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

2.4.2.4 Pseudomonas aeruginosa

Os componentes do género Pseudomonas, pertencem a um grande grupo de bastonetes Gram-
negativos ativamente moveis e aerdbios ndo-fermentadores. Cerca de 1/3 das amostras isoladas de
casos clinicos é pigmentado e produz col6nias com uma cor verde ou verde-azulada caracteristica,
devido ao pigmento hidrossoluvel piocianina (TODER, 2002).

O patdgeno humano P. aeruginosa, € amplamente distribuido na natureza. Pode colonizar seres
humanos saudaveis sem causar doengas, mas também é um patdgeno oportunista significativo que
causam infeccBes hospitalares, como a pneumonia, infeccdo do trato urinario, infeccdes de feridas
operatorias, infeccbes em gqueimaduras graves e em pacientes recebendo quimioterapia para doencas
neoplasicas (STROHL; ROUSE; FISCHER, 2004).

P. aeruginosa produz vérias substancias consideradas como responsaveis pelo aumento de
colonizacdo e infeccdo dos tecidos dos hospedeiros. Essas substancias, juntamente com uma variedade
de fatores de viruléncia, incluindo exotoxina A, leucocidina, viscosidade extracelular, proteases,
fosfolipases e varias outras enzimas tornam a P. aeruginosa uma das bactérias de maior importancia
clinica (KONEMAN et al., 2001).

Esta importancia clinica esta baseada na resisténcia natural aos diversos antibacterianos de uso
habitual. A producdo de uma p-lactamase cromossomal, a impermeabilidade da membrana, a
capacidade de colonizar superficies em forma de biofilme, a presenca de sistema de efluxo, a aquisicéo
de plasmideos de resisténcia, entre outros, fazem com que poucos antibiéticos sejam efetivos contra
esta espécie. Recentemente, a maior importancia tem sido dada ao aparecimento de B-lactamases de
amplo espectro de atividade, bem como carbapenemases que degradam o antibidtico imipinem e o
meropenema (LINCOPAN; TRABULSI, 2005).

Além disso, P. aeruginosa sdo capazes de sintetizar um grande nimero de enzimas diferentes e
provavelmente contribuem significativamente para a decomposicéo de substancias quimicas, tais como
pesticidas, os quais séo adicionados ao solo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

2.4.2.5 Salmonella arizonae

Salmonella é o género de maior relevancia na familia Enterobacteriaceae e na atualidade este é
dividido em duas espécies Salmonella enterica e Salmonella bongori. Salmonella enterica é
subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica
(RODRIGUES; LAZARO; REIS, 2008).



O género Salmonella representa um dos mais importantes grupos de bactérias patogénicas que
podem estar presentes nos alimentos, principalmente os de origem animal, e um dos principais
responsaveis por causar infeccbes alimentares. Além disso, os surtos de Doencas Transmitidas por
Alimentos (DTA) constituem um desafio as industrias alimenticias e aos orgaos de Saude Coletiva,
sendo o hamburguer, tanto de carne bovina quanto o misto, um dos alimentos mais frequentemente
relacionado a estes surtos. As infecgdes alimentares, relacionadas com este produto, principalmente
causadas por Salmonella spp., s&éo denominadas salmoneloses (FORTUNA, 2013).

A Salmonella é conhecida mundialmente como o agente causador de toxinfecces alimentares
em seres humanos (LAN et al., 2009) e estudos recentes revelam que existam aproximadamente 80,3
milhdes de casos anuais de doencgas de origem alimentar relacionada com esse patdgeno em todo o
mundo (MAJOWICZ et al., 2010).

Cepas de Salmonella spp., que séo resistentes aos agentes antimicrobianos constituem um risco
para a saude coletiva, por comprometerem o tratamento eficaz de salmoneloses em seres humanos e
em outras espécies de animais. Os individuos infectados com cepas resistentes aos antimicrobianos sdo
mais propensos a sofrer de um evento adverso a saude, como doenca prolongada, aumento da
gravidade da doenca, hospitalizacdo ou morte, do que aqueles infectados com cepas sensiveis (COOK
et al., 2009). Deste modo, o aparecimento substancial de multirresisténcia em cepas de Salmonella
spp., de origem alimentar implica na necessidade de um uso mais prudente dos antimicrobianos
(FORTUNA, 2013).

2.4.2.6 Shigella disenteriae

A bactéria do género Shigella é um bacilo Gram-negativo da familia Enterobacteriaceae de que
se identificam quatro espécies e mais de 40 sorotipos. E um dos agentes de gastroenterite aguda (GEA)
em todo o mundo, particularmente nos paises em vias de desenvolvimento. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ocorrem anualmente 1,1 milhdo de casos, sendo que mais de
99 % dos casos ocorrem em criangas de paises em desenvolvimento com idade inferior a cinco anos
(KOSEK; YORI; OLORTEGUI, 2010; NUNES et al., 2012).

A shigelose ¢é reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como um dos principais
problemas mundiais de salde publica. A doenga é causada por quatro espécies do género Shigella e
esta entre as principais causas de diarreia em criangas, principalmente nos paises em desenvolvimento,
porém também é responsavel por diarreia nos paises desenvolvidos. Com relacdo ao modo de
transmissdo, o risco de contrair a shigelose esta associado a falta de saneamento basico e/ou de higiene
pessoal (FULLA et al., 2005; PENATTI et al., 2007; BASTOS; LOUREIRO, 2010).

Estima-se que Shigella é responsavel por aproximadamente 500 mil casos de diarreia, causando

aproximadamente 6.231 casos de internacfes e 70 Obitos nos Estados Unidos, anualmente. O género



Shigella ficou em terceiro lugar entre os patdgenos de origem alimentar em 2004, segundo a
Foodborne Diseases Active Surveillance Network (Foodnet) do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, 2007).

2.4.2.7 Candida albicans

O género Candida € composto por fungos leveduriformes hialinos, que apresentam duas formas
de reproducdo: assexuada ou anamorfa e sexuada ou teleomorfa. Taxonomicamente sdo enquadradas
no grupo dos ascomicetos, visto que a reproducdo sexuada é caracterizada pela producdo de ascos
(SIDRIM; ROCHA, 2004).

Candida albicans causa 50-60 % das todas as candidemias diagnosticadas seguida de C.
parapsilosis (10-20 %) e C. tropicalis (6-7 %). InfeccBes da corrente sanguinea por Candida spp.
apresentam mortalidade elevada e sdo responsaveis pelo aumento dos custos hospitalares (ALFONSO
et al., 2010).

A candidiase consiste em uma extensa variedade de sindromes clinicas causadas por um fungo
do género Candida, constituido de aproximadamente 200 espécies diferentes de leveduras, que vivem
normalmente nos mais diversos nichos corporais (PEIXOTO et al., 2014).

As leveduras do género Candida tém grande importancia, pela alta frequéncia com que
infectam e colonizam o hospedeiro humano. Espécies de Candida sdo encontradas no tubo
gastrointestinal em 80 % da populacdo adulta saudavel. Entre as mulheres, cerca de 20 a 30 %
apresentam colonizacdo por Candida vaginal, e em hospitais, 0 género Candida responde por cerca de
80 % das infecgcdes fungicas documentadas, representando um grande desafio aos clinicos de
diferentes especialidades devido as dificuldades diagndsticas e terapéuticas das infec¢des causadas por
tais agentes (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Esta espécie é naturalmente sensivel a todas as drogas antifungicas de uso sistémico, mas casos
de resisténcia adquirida a antifungicos azdlicos sdo conhecidos em pacientes expostos
prolongadamente a estes medicamentos. Quanto a resisténcia a anfotericina B, os relatos sao minimos
(MAGEE; MAGEE, 2005; TIRASCHI et al., 2007).

Dentre os farmacos mais utilizados para o tratamento da candidose oral, destacam-se 0s
derivados azolicos (fluconazol, miconazol e itraconazol) e os poliénicos (anfotericina B e nistatina),
atuando de forma topica ou sistémica (KURIYAMA et al., 2005).

2.5 FAMILIA CELASTRACEAE
A familia Celastraceae distribui-se nas regides tropical e subtropical, incluindo o norte da
Africa, América do Sul e Asia, particularmente na China, contendo 98 géneros e aproximadamente



1.264 espécies (SPIVEY; WESTON; WOODHEAD, 2002; DUARTE et al., 2010). No Brasil, essa
familia é representada por quatro géneros: Austroplenckia Lund., Franhofera Mart., Maytenus Juss. e
Salacia Mart. (OLIVEIRA et al., 2006) (Figura 3).

Figura 3 - Distribuicdo geografica da familia Celastraceae
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Fonte: Stevens, 2006
Nota: As areas em escuro mostram a distribui¢do de espécies da familia Celastraceae ao longo do mundo

Geralmente, as espécies dessa familia se caracterizam por serem arvores, arbustos e raras vezes
trepadeiras; possuem folhas simples, opostas e dentadas; flores ndo vistosas e pequenas (tetrameras ou
pentdmeras), verdes claras ou brancas; frutos encapsulados e, sementes com arilo branco ou laranja
(NUNEZ et al., 2005; SOUZA; LORENZI, 2008).

Para Valladdo et al. (2009), as espécies da familia Celastraceae apresentam folhas simples,
alternas ou opostas; coridcea ou membranosa; pecioladas; com lamina inteira; estipuladas inconspicuas
ou sem estipulas, e sem meristema basal persistente. Em geral, os membros deste grupo de plantas
apresentam folhas resinosas com epiderme mucilaginosa, lamina com cavidades secretoras; mesofilos
com idioblasto esclerenquimatoso e ductos menores sem floema.

Numerosas espécies da familia Celastraceae sdo conhecidas especialmente na China e América
Latina por seu uso como inseticida, bactericida e fungicida na agricultura tradicional e também para o
tratamento de doengcas como disturbios estomacais, artrite reumatoide, antiulcerogénica,
imunossupressora, acdo curativa de feridas na pele, antirreumética e cancer (SPIVEY; WESTON;
WOODHEAD, 2002; FONSECA et al., 2007).

Espécies da familia Celastraceae, ressaltando o género Maytenus, tem sido objeto de inimeras

investigacOes fitoquimicas e muitos metabolitos secundarios apresentam atividades biologicas. As



principais classes de metabdlitos descritos incluem os triterpenos pentaciclicos friedelanicos e

quinonametideos, sesquiterpenos, secofriedelanos, esteroides, derivados agarofuranicos, glicosideos,

proantocianidinas, flavonoides glicosilados, alcaloides piridinicos sesquiterpénicos e as catequinas
(HURTADO, 2013).

Diversas substancias isoladas de espécies da familia Celastraceae apresentam propriedades

biologicas interessantes, por exemplo:

Glicosideos cardiotonicos: um glicosideo da aglicona digitoxigenina. O composto
elaeodendrosideo W, isolado dos troncos de Elaeodendron alluaudianum, apresenta atividade
antiproliferativa contra cancer de ovario humano. Existem aproximadamente, 40 espécies do
género Elaeodendron, sendo encontradas no México, Madagascar, india e Australia (HOU et
al., 2009).

Triterpenos pentaciclicos: sdo formados por um esqueleto de trés atomos de carbono que
podem estar dispostos em cinco aneis de seis membros (NUNEZ et al., 2005). O &cido
populndnico, isolado das cascas de Austroplenchia populnea, apresenta atividade anti-
inflamatdria. Essa planta é encontrada no Cerrado brasileiro e muito utilizada na medicina
popular para o tratamento de disenterias e inflamacdes, como o reumatismo (ANDRADE et al.,
2007).

Sesquiterpenos: com esqueleto basico de di-hidro-B-agarofurano. Essa estrutura compreende
aneis A e B na forma de uma decalina, possuindo uma ponte tetra-hidrofuranil fundida. Esse
isolado das folhas de Celastrus vulcanicola, apresenta atividade de inibicdo fotossintética. Os
constituintes isolados desta planta e sua atividade bioldgica ainda ndo tinham sido investigados.
C. vulcanicola é uma trepadeira lenhosa subtropical distribuida na América Central e no Caribe
(TORRES-ROMERQO et al., 2008).

Alcaloides sesquiterpénicos piridinicos: com esqueleto basico de sesquiterpeno do tipo di-
hidro-B-agarofurano com &cido dicarboxilico piridinico incorporado. A substancia opositina A,
isolada dos troncos de Pleurostylia opposita, apresenta moderada atividade citotoxica contra
células tumorais de colo humano (WHITSON et al., 2006).

Triterpenos quinonametideos: sdo metabdlitos secundarios restritos a plantas superiores da
familia Celastraceae (CORSINO et al., 2000). Tingenona € uma substancia isolada das raizes
de vérias espécies da familia Celastraceae, por exemplo, Austroplenckia populnea (DUARTE
et al., 2006) e Hippocratea excelsa (MENA-REJON et al., 2007). Apresenta numerosas
atividades bioldgicas, tais como: Trypanossoma cruzi (DUARTE et al., 2006), Giardia
intestinais (MENA-REJON et al., 2007) e inibic&o da proteina tubulina que pode ser o modo de

acdo que justifica a atividade citotoxica e antitumoral (MORITA et al., 2008).



e Flavonoides glicosilados: da classe dos flava-3-ol. O metabdlito 3-benzoato-(-)-epicatequin-5-
B-glicosila, isolado das partes aéreas de C. orbiculatus, apresenta moderada atividade
antioxidante. Esta planta é utilizada na medicina popular para o tratamento de artrite, infeccoes
bacterianas e como tranquilizantes e € amplamente distribuida na China (GUO et al., 2004).

e Diterpenos: apesar de serem pouco frequentes na familia, os de esqueleto isopimarano e
abietano tém sido os mais isolados. A substancia triptolida, isolada das cascas das raizes de
Tripterygium wilfordii, apresenta potente atividade contra a larva de Mythimna separata (LUO
et al., 2004).

2.6 GENERO Maytenus JUSS.

O género Maytenus é o maior e mais diversificado da familia Celastraceae e esta inserido na
subfamilia Celastroideae, secdo Oxphylla, que é restrita a América do Sul (CARVALHO-OKANO;
LEITAO-FILHO, 2004).

Este género possui cerca de 200 espécies tropicais; dentre estas, 76 espécies e 14 variedades
sdo encontradas no Brasil, principalmente na Regido Sul (NEGRI; POSSAMAI; NAKASHIMA,
2009). Espécies deste género sdo encontradas na Floresta Amazénica, Floresta Atlantica, Cerrado,
Caatinga e no campo rupestre. Muitas espécies deste género sdo utilizadas na medicina popular,
morfologicamente, esse género é formado por arvores, arbustos ou subarbustos. As folhas tém forma
variada, que pode ser crenada, serrada ou aculeada nas margens. Possuem flores inconspicuas,
esverdeadas e fruto capsula (CARVALHO-OKANO; LEITAO-FILHO, 2005).

O género Maytenus ha muito tempo ja é utilizado na Africa do Sul como remédio anti-
inflamatorio e analgésico por via oral e tdpica. Dentre as espécies, a M. aquifolium, conhecida
popularmente como “espinheira santa”, mostrou atividade anti-inflamatéria com o extrato
hidroalcoolico (KIMURA et al., 2000).

Pesquisas revelam que a casca das arvores de M. senegalensis vem sendo usada em regides
africanas, pela medicina popular, para o tratamento de reumatismo, diarreia, dispneia e infeccdo de
olhos (MATU; VAN STADEN, 2003).

Tem havido um aumento significativo no interesse em plantas do género Maytenus,
especialmente no Brasil, que apresenta quase 40 % das espécies conhecidas (CARVALHO-OKANO;
LEITAO-FILHO, 2004), que ocorrem no: Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondonia e
Roraima), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte e Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso), Sudeste
(Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina), sendo algumas utilizadas na medicina tradicional, para o tratamento de diversas

enfermidades conforme pode ser observado na Tabela 1:



Tabela 1 - Algumas espécies do género Maytenus ocorrentes no Brasil

Espécie

Acéao descrita pela medicina
tradicional

Referéncias

Maytenus aquifolia Mart

Antillcera e analgesico

TIBERTI et al., 2007; NIERO;

(Espinheira-santa) ANDRADE; CECHINEL-
FILHO, 2011.
Maytenus ebenifolia Reissek Tratamento de reumatismo, REVILLA, 2002; MACARI;
(Chuchuhuasi) hemorroidas, artrite, resfriados, PORTELA; POHLIT, 2006.
disenteria, erupgbes da pele,
diurético, bronquite e infeccbes
femininas, relaxante  muscular,
analgésicos, anticancerigeno,

Maytenus ilicifolia Mart. ex.
Reissek
(sombra-de-touro)

afrodisiaco e tonico estimulante

Antillcera,  diurético, laxante,
antitumoral, digestivo, tratamento de
feridas, antisséptico, antiasmatico,
analgésicos, anticancerigeno e anti-

JORGE et al., 2004; VELLOSA
et al., 2006; PESSUTO et al.,
2009; SANTOS-OLIVEIRA;
COULAUD-CUNHA;

inflamatorio COLACO, 2009; NIERO;
ANDRADE; CECHINEL-
FILHO, 2011,
Maytenus guianensis  Tratamento de reumatismo, REVILLA, 2002; BORRAS,
Reissek. hemorroidas, artrite, resfriados, 2003; MACARI; PORTELA;
(Chichud) disenteria, erupgbes da pele, POHLIT, 2006; HURTADO,
diurético, bronquite e infeccdes 2013; MENEGUETTI, 2015.
Maytenus obtusifolia Mart.  Antillcera, ansioliticos, antitumoral MOTA et al., 2008; NIERO;
(erva-cancerosa) e anti-inflamatério ANDRADE; CECHINEL-
FILHO, 2011.
Maytenus rigida Mart. Analgésico, anti-infeccioso e anti- MOTA et al., 2008; NIERO;
(chapéu de couro) inflamatorio ANDRADE; CECHINEL-
FILHO, 2011.
Maytenus robusta Reissek.  Antiulcera MOTA et al., 2008; NIERO;
(coracdo-de-bugre) ANDRADE; CECHINEL-
FILHO, 2011.
Maytenus salicifolia Antialérgico e alivio de coceiras VALLADAO et al, 2009;
Reissek. NIERO; ANDRADE;

(espinho-de-deus)

CECHINEL-FILHO, 2011

Fonte: Adaptado de Niero; Andrade; Cechinel-Filho (2011)

Nota: Espécies medicinais pertencentes a familia Celastraceae

Na regido Norte sdo descritas 11 espécies endémicas: M. ebenifolia, M. floribunda, M.
gonaclada, M. guianensis, M. laevis, M. laurina, M. sapotiformis, M. myrsinoides, M. oblongata, M.
obtusifolia e M. sprucei (LOMBARDI; GROPPO; BIRAL, 2015).



Dentre as espécies encontradas nesta regido, sete ja foram estudadas fitoquimicamente, sendo
M. obtusifolia, M. ebenifolia, M. floribunda, M. gonoclada, M. myrsinoides, M. laevis e M. guianensis,
tendo sido isolado diversos metabdlitos secundarios (NAKAGAWA et al., 2004; MACARI,
PORTELA; POHLIT, 2006; DA SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2009; HURTADO, 2013;
MENEGUETTI, 2015; LIMA et al., 2016a).

2.7 ESPECIE Maytenus guianensis KLOTZSCH ex REISSEK

Maytenus guianensis é uma arvore de pequeno porte endémica de terra firme na Amazonia,
sendo conhecida popularmente como chichud, xixua, chuchahuasi, chucchu huashu, chuchuasi,
chuchasha e tonipulmon (DUKE; VASQUEZ, 1994; REVILLA, 2002).

Suas folhas sdo oblongas lanceoladas ou elipticas, inteiras, acuminadas, coridceas e lustrosas na
face superior, de 10-20 cm de comprimento e 3-4 cm de largura, cartacea, veia central proeminente em
ambas as faces, secundarias inconspicuas; apice acuminado a cuspiado com peciolo de 4 mm de
largura, inflorescéncia axilar, flores numerosas, pentdmeras diminutas, calice colorido com dentes
deciduos e pétalas obovadas de cor branca, o fruto em forma de capsula ovoide, sementes oblongas
com arilo branco (Figura 4) (REVILLA, 2002).

Suas raizes e caule sdo utilizados como analgésico, anti-inflamatério, afrodisiaco, relaxante
muscular, antirreumatico e antidiarreico. As folhas da espécie no preparo de cha e pomada também séo
indicadas no tratamento de artrite, impoténcia, resfriado, bronquite, hemorroidas, verminoses,
lumbago, Ulceras externas e usos ginecoldgicos (BORRAS, 2003). Como cosmético é utilizado nas
erupcdes cutaneas e previne o cancer de pele (REVILLA, 2002), além disso, é utilizada para acdo
antiparasitaria (MACARI; PORTELA; POHLIT, 2006), demonstrando um grande potencial

etnofarmacoldgico a ser explorado.

Figura 4 - A espécie Maytenus guianensis
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Fonte: Reinaldo Aguilar (2013)

Legenda: llustracdo das partes aéreas (a); folhas (b); o caule (c); raiz e caule (d)

Acredita-se que a provavel acdo antiparasitaria e anticancerigena descrita popularmente dessa
espécie, seja devido a presenca de terpenoides ocorrentes no género Maytenus (DA SILVA et al.,
2008; SANTOS-OLIVEIRA; COULAND-CUNHA; COLACO, 2009; SILVA et al., 2009; NIERO;
ANDRADE; CECHINEL-FILHO, 2011; HURTADO, 2013; MENEGUETT]I, 2015).

Diversos estudos tem demonstrado o potencial antiparasitario dos terpenoides contra maléria
(RODRIGUES-GOULART et al., 2004; NATHAN; HISHAM; JAYAKUMAR, 2008; MAYER et al.,
2009; SANTOS et al., 2013b; SILVA et al., 2013a), leishmaniose (TELES et al., 2011; BARROS et
al., 2013; LIMA, 2014; SILVA et al, 2014b) e tripanossomiase americana (BEZERRA;
MENEGUETTI; CAMARGO, 2012), o que estimula a realizacdo de estudos com plantas que
contenham esses metabdlitos em seus constituintes quimicos, principalmente na regido amazonica
onde a biodiversidade é pouco explorada no contexto fitoterapico e farmacologico.

O chichua é utilizado contra bronquite e como um regulador de menstruacdo (REVILLA,
2002). A tintura da casca é utilizada como relaxante muscular, contra artrite e reumatismo. Quando a
tintura da casca é adicionado mel de abelha, a mesma é utilizada contra lumbago e como afrodisiaco. O
po da casca torrada é utilizado para combater Glceras externas. Ja o cha da casca € muito utilizado
contra resfriado, pos-parto, antidiarreico, em banhos de assento contra hemorroidas, inflamacéo renal e
verminoses. A tintura da raiz é usada como analgésico, gripe e bronquite. A decoccdo dos galhos é
utilizada como estimulante e tonico (REVILLA, 2002).

Desta espécie, até o0 momento, foram estudados o cerne (PINHEIRO, 1990) e a casca (SOUSA
et al., 1986; MACARI; PORTELA; POHLIT, 2006; LIMA; VARGAS; POHLIT, 2010) e a entrecasca
(HURTADO, 2013). Em sua dissertacdo de mestrado Pinheiro (1990) realizou o estudo do extrato

etanolico do cerne, que resultou no isolamento dos seguintes metabdlitos secundarios: dulcitol, N-



dimetilserina, B-sitosterol, B-sitostenona, 3,7-dioxo-friedelano, proantocianidia A e 4°-O-metil-(-)-
epigalocatequina. Sousa et al. (1986) realizaram o estudo do extrato etandlico da raiz e isolaram os
alcaloides sesquiterpénicos wilfordina e evonina.

Macari; Portela; Pohlit (2006) realizaram o estudo quimico do extrato etandlico da casca da
espécie, resultando no isolamento do flavonoide 4-metilepigalocatequina e por fim Hurtado (2013)
realizou o estudo fitoquimico de sua entrecasca, onde resultou no isolamento de seis triterpenos
pentaciclicos:  3-oxofriedelano,  3p-hidroxfriedelano,  3-oxo-16p-hidroxifriedelano,  3-0x0-29-

hidroxifriedelano, tingenona e tingenina B.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL
e Realizar um estudo fitoquimico e avaliar o potencial dos extratos e das substancias isoladas das

cascas de M. guianensis frente a cepas padrdo de bactérias ATCC, patogénicas e fungos.

3.2 ESPECIFICOS
e |dentificar as estruturas das substancias isoladas do extrato etanolico das cascas de M.

guianensis.
e Verificar a atividade antibacteriana dos extratos das cascas de M. guianensis sobre bactérias

ATCC e patogénicas.
e Analisar a atividade antibacteriana das substancias isoladas das cascas de M. guianensis sobre

bactérias ATCC e patogénicas.

e Avaliar a atividade antifungica do extrato etanolico das cascas de M. guianensis sobre C.

albicans.
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4. JUSTIFICATIVA

Atualmente, estudos envolvendo micro-organismos se tornou importante nas diversas areas do
conhecimento, apresentando assim grande relevancia no que diz respeito a busca por novas formas de
diminuir ou acabar com os problemas provocados por eles. Com isso, dois grupos de micro-
organismos tém ganhado atencdo especial, que sdo as bactérias e os fungos, devido a sua alta
capacidade de causar doencas.

Vérias patologias que afetam a saude publica sdo de origem microbiana, com isso, nas ultimas
décadas, muitos antibacterianos e antifungicos apresentam pouca eficacia no combate as doencas
infecciosas, devido principalmente a alta incidéncia de infeccGes causadas por bactérias e fungos
multirresistentes, tornando-se um desafio para os profissionais da salude, combater tais infeccGes (VON
EIFF; PETERS; HEILMANN, 2002).

Tem-se observado cientificamente que a pratica do uso popular de plantas medicinais com a
finalidade de obtencdo dos mais variados efeitos medicamentosos, incluindo sua fungdo como
antimicrobiano, tem estimulado potencialmente pesquisas que envolvam a flora brasileira com o
intuito na formulacdo de novos antibidticos, uma vez que o uso de plantas no tratamento e na cura de
enfermidades é uma pratica antiga, amplamente utilizada pela populacdo mundial.

Diante disso, a introducdo dos antibioticos na terapéutica representa hoje um grande avanco
para saude publica mundial, uma vez que a utilizacdo de forma indiscriminada na prevencdo e
tratamento de vérias doencas permitiu a selecdo de bactérias resistentes, onde cada classe de
antibacterianos possui mecanismos de acdes diferentes, entre eles, a inibicdo da sintese de
peptideoglicanos, proteinas, acidos nucleicos e metabdlitos essenciais, ou até mesmo na mudanca da
permeabilidade da membrana plasmatica. Contudo, muitas bactérias podem apresentar mecanismos de
resisténcia, como os plasmideos e os transposons, elementos genéticos que fornecem mecanismos
adicionais para a modificacdo genética.

Contudo, a biotecnologia tem procurado também novos meios de cura com base em novos
componentes quimicos ou principios ativos de produtos da biodiversidade, no potencial farmacéutico
de inimeras espécies de micro-organismos, plantas e animais, além da busca da medicina preventiva
nesses novos produtos da diversidade bioldgica. Esse segmento de pesquisa cientifica tem apresentado
rapido progresso, com contribui¢do da biologia molecular, genética, engenharia genética, bioquimica,
farmacologia, com descobertas de novos antibioticos, agentes antivirais, vacinas e, até mesmo, com o
emprego da nanotecnologia (MINDELL, 2009).

Por ser o maior ecossistema do mundo, a Amazonia é considerada a maior reserva natural de
plantas medicinais, estas que possuem em sua composi¢do quimica, substancias bioativas, que podem
ser importantes como fonte de novos medicamentos no mercado, possibilitando assim sua eficacia

como valor terapéutico em doengas causadas por micro-organismos.



Dados da literatura sobre a atividade antibacteriana de extratos vegetais e seus isolados,
avaliada frente a micro-organismos sensiveis e resistentes a antibidticos, mostram o grande potencial
das plantas para tratamento terapéutico. Neste contexto, o estudo quimico e bioldgico de plantas
medicinais vem se tornando cada vez mais essencial em diversas areas de pesquisa e desenvolvimento
e inovacdo de medicamentos.

O estudo fitoquimico, dentre outras fungdes, possibilita a validacdo de plantas medicinais
consagradas pela medicina popular e contribui para a determinacéo de alvos bioldgicos de importancia
etno e farmacoldgica. Com isso, os estudos fitoquimicos contribuem para o esclarecimento das rotas
biossintéticas de diversos constituintes, com a finalidade de aperfeicoar a producdo de metabdlitos
secundérios de interesse industrial e aprimorar as técnicas de controle de qualidade de fitoterapicos.
Também fornecem novos compostos com atividade bioldgica ou protétipos para novos farmacos.

O potencial biotecnoldgico de produtos naturais aliados com a necessidade de novas
alternativas para o tratamento de processos infecciosos causados por micro-organismos encontram-se
em um importante cenario no contexto atual, visto que o grande desafio dos sistemas de saude é tratar
quadros infecciosos, sobretudo devido a resisténcia adquirida pelos micro-organismos aos agentes
comumente utilizados. Assim, a descoberta do potencial antimicrobiano se faz cada vez mais
necessarias, para superar este problema.

Considerando-se a diversidade de substancias que existem nas plantas medicinais e a
possibilidade de se encontrarem novas substancias em paralelo com as resisténcias antibacterianas,
bem como estudar as plantas amazoénicas, este trabalho teve como objetivo realizar um estudo
fitoquimico e avaliar o potencial dos extratos e das substancias isoladas das cascas de M. guianensis

frente a cepas padrdo de bactérias ATCC, patogénicas e fungos.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 ESTUDO QUIMICO

O estudo fitoquimico das cascas de M. guianensis foi realizado no Laboratério de Pesquisa em
Quimica de Produtos Naturais (LPQPN) da Universidade Federal de Rondonia (UNIR) em Porto

Velho-RO sob a orientacdo do professor Dr. Valdir Alves Facundo.

52ACOLETAE IDENTIFICAQAO DA PLANTA

A coleta das cascas frescas de M. guianensis se deu no més de fevereiro de 2008 na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, localizada no km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010) em Manaus -
AM com as coordenadas geograficas 0°10° S, 67°05” W no periodo de verao. A identificacdo boténica
foi realizada pelo envio de uma exsicata ao Herbario do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia
(INPA), onde se encontra registrada sob o numero 188.485 e identificada pelo pesquisador Doutor José
Eduardo da Silva Ribeiro (Figura 5).

5.3 ELABORACAO DOS EXTRATOS DAS CASCAS DE M. guianensis

As cascas foram devidamente secas em estufa elétrica com circulacdo de ar FANEM modelo
320-SE em uma temperatura de 50° C por 48 horas para desidratacdo do material vegetal. Em seguida,
foram trituradas em liquidificador para aumentar mais a superficie de contato, e submetidas a trés
extragdes por percolacdo com cloroférmio (MGCC), acetato de etila (MGCAE), acetona (MGCA),
metanol (MGCM) e etanol (MGCE) a temperatura ambiente por trés dias (Figura 6), cada, sendo
destinados para os testes fitoquimicos (testes qualitativos) baseados em reacdes de coloracdo e

precipitacdo dos mesmos seguindo a metodologia de Matos (2009):

5.3.1 Alcaloides

Para realizar o ensaio utilizou-se 2,0 mL do extrato, sendo adicionado 2,0 mL de acido
cloridrico (10 %), onde aqueceu-se essa mistura por 10 minutos em uma temperatura de 50° C. Apés o
resfriamento, o extrato foi dividido em quantidades iguais em trés tubos de ensaios e com auxilio de
pipeta de Pasteur adicionaram-se oito gotas dos seguintes reativos de reconhecimento:

Tubo 1 - Reativo de Mayer: observando formacédo de precipitado branco ou leve turvacgao
branca.

Tubo 2 - Reativo de Dragendorff: observando formacao de precipitado de coloracéo laranja a
vermelho.

Tubo 3 - Reativo de Wagner: observando formagéo de precipitado de coloracgdo alaranjado.

5.3.2 Glicosidios Cardiotdnicos



A 2,0 mL de solucdo do extrato foram adicionados 3,0 mL de solucdo de acetato de chumbo a
10 % e 2,0 mL de &gua destilada. Aqueceu-se a mistura em banho-maria durante 10 minutos em uma
temperatura de 50° C. Em seguida, o extrato foi filtrado com papel de filtro seco e autoclavado, agitado
com 10,0 mL de cloroférmio, separando a fase cloroférmica em seis tubos de ensaio. Apds a
evaporacdo do cloroférmio, obteve-se a formacéo de residuos nos tubos, os quais foram acrescidos dos
seguintes reagentes:

Tubo 1: Realizou-se a reacdo de Salkowski para a determinagdo de nucleo esteroidal.
Coloracéo variando do amarelo para o roxo € um resultado positivo.

Tubo 2:1,0 mL de Reativo de Kedde. Coloracdo rosa ou azul-violeta ao visivel indica
cardendlidos, os bufadiendlidos ndo reagem. A cor se atenua em poucos minutos.

Tubo 3: Realizou-se a reacdo de Keller-Kiliani (acido acético glacial, uma gota de cloreto
férrico I11 a 5 % em metanol e acido sulfurico concentrado). Coloragdes intensas é resultado positivo.

Tubo 4: Realizou-se a reacdo de Liebermann-Burchard (1,0 mL da amostra/algumas gotas de
acido acético + 3,0 mL anidrido acético/acido sulfarico (50:1, v/v). Resultado positivo: coloragao
verde, azul esverdeado, roxo a azul.

Tubo 5: Realizou-se a reacdo de Baljet (1,0 mL da amostra/oito gotas de acido acético + 3,0
mL de cloroférmio). Resultado positivo: coloracdo laranja, roxo ou vermelho.

Tubo 6: Realizou-se a reagcdo de Raymond (Filtraram-se o extrato e adicionaram-se 2 gotas de
solucdo de cloreto férrico a 10 % + duas gotas de acetato de chumbo a 10 %). Resultado positivo:

coloracdo variando do amarelo ao roxo.

5.3.3 Cumarinas

Em um tubo de ensaio colocou-se 2,0 mL de extrato, tampou-se com papel de filtro impregnado
em solucdo 10 % de NaOH e levou-se a banho-maria por 10 minutos em uma temperatura de 50° C.
Removeu-se o papel de filtro e examinou-se sob camara de luz ultravioleta (UV). A fluorescéncia

amarela ou verde indica a presenca de cumarinas.

5.3.4 Flavonoides

Esta pesquisa baseia-se na modificacdo da estrutura do flavonoide em presenca de &cido.
Colocou-se em um tubo de ensaio, 2,0 mL do extrato, sendo adicionado duas gotas de acetato de
chumbo a 10 %. A presenca de um precipitado corado indica positividades da reacéo.

5.3.5 Taninos



A 2,0 mL do extrato, adicionou-se 10,0 mL de agua destilada. Filtraram-se em papel de filtro e
adicionaram-se 2 gotas de solucdo de cloreto férrico a 10 %. Coloragdo azul indica possivel presenca
de taninos hidrolisaveis, e coloracdo verde de taninos condensados.

5.3.6 Saponinas
Neste ensaio, a 2,0 mL do extrato foram adicionados 5,0 mL de &gua destilada. Apos
resfriamento, agitou-se vigorosamente, deixando em repouso por 20 minutos. Classifica-se a presenga

de saponinas pela formacéo de espumas.

5.3.7 Triterpenos

Neste ensaio, a 2,0 mL do extrato foram adicionados 5,0 mL de cloroférmio. Apos filtracdo, o
extrato foi dividido em dois tubos de ensaios com quantidades iguais. Em cada um dos tubos
realizaram-se as reacdes de Liebermann-Burchard e Salkowski. Os triterpenos desenvolvem coloragédo
estavel e os esteroides desenvolvem coloragdo mutavel com o tempo.

Em paralelo aos testes fitoquimicos, seguiu-se para o isolamento e purificacdo dos principios
ativos do MGCE.

5.4 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DAS CASCAS DE M.
guianensis
5.4.1 Cromatografia de Coluna

O isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos do MGCE foram realizados por meio de
cromatografia em coluna de vidro, utilizando-se como fase fixa silica gel MERCK e VETEC (um 63-
200). O comprimento e didametro da coluna variaram de acordo com as quantidades de amostras e de
silica utilizadas (Figura 7). Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas
de gel de silica 60 (um 2-25) sobre poliéster T - 6145, Sigma Chemical CO (com indicador de
fluorescéncia de 250 nm), de marca Carlo Erba.

Os solventes utilizados nas eluicdes cromatograficas foram: hexano, acetato de etila e metanol,
puros ou combinados em gradiente crescente de polaridade sendo coletadas fracbes em erlenmeyer de
250 mL cada. A evaporacdo dos solventes foi realizada em evaporador rotativo FISATOM modelo
802A e para quantificar a massa dos extratos e fragdes foram utilizadas balancas de precisdo Metter
AB-260 e Mettler AB-204.

As revelacbes das substancias cromatografadas em CCD (Color camera SAC - 410NDR,
Samsung Electronics, Korea) se deram por exposi¢do das cromatoplacas analiticas a luz ultravioleta

(UV), reveladas em comprimento de onda (254 nm) e posterior pulverizacdo com revelador universal



(mistura de etanol: acido acético: &cido sulfurico - 80:10:10 v/v/v), seguido de aquecimento em estufa
elétrica (Solab MAO035) entre 50-100° C, por aproximadamente cinco minutos (Figura 8).

Os espectros de massas foram obtidos por meio de impacto eletrénico (70 Ev) em um aparelho
de GC/MS Hewlett - Packard 5971 usando coluna capilar (30 m x 0,25 mm) dimetilpolisiloxano BD-1,
tendo He como géas de arraste e as temperaturas de 250° C no injetor, 200° C no detector e na coluna
variando 1°/min entre 35-180° C e 10° C/min no intervalo de 180-250° C (Analytic Jena).

5.5 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES ISOLADOS DAS CASCAS DE M.
guianensis

A identificacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados das cascas de M. guianensis foi
realizada por meio de métodos espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1
(RMN-'H) e carbono-13 (RMN-'*C), uni e bidimensional. Espectroscopia de Massa (E.M) e
espectroscopia na regiao do Infravermelho (1.V).

Os espectros de absor¢cdo na regido do Infravermelho foram registrados em Espectrémetros
Perkin-Elmer 720, utilizando-se para substancias solidas e liquidas pastilhas de KBr e filmes,
respectivamente.

Enquanto que nos espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais foram registrados em
Espectrometros Bruker AC - 200 e 500, operando a 200 e 500 MHz para hidrogénio - 1(RMN *H) e 50
e 125 MHz para carbono - *C (RMN *3C). As sequéncias de pulsos utilizadas nas experiéncias
bidimensionais estdo contidas nos programas Bruker XHCORREAU, para correlacdo heteronuclear de
hidrogénio - 1 e carbono - 3C a uma ligago a longa distancia (*H x °C - COSY, Jcu, n=1, 2 e 3) e
COSY - UA, para correlacdo Homonuclear (*H x *H — COSY).

Nos experimentos unidimensionais de DEPT-UA (&ngulo de 135°), os deslocamentos quimicos
(0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as multiplicidades dos deslocamentos indicados
segundo a convencdo: s (singleto), Sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), q
(quarteto) e m (multipleto).

E os espectros de massa foram obtidos em espectrometro de massa modelo HP 5971 A,
acoplado a cromatografo a gas, modelo 5890 A série 1l (CG/EM), provido de coluna capilar de
metilfenil silicone com 25,0 m de comprimento, 0,20 mm de didmetro, 0,25 nm de espessura de filme
interno, utilizando-se um gradiente de temperatura de 4° C/min de 50 a 80° C/min de 180 a 280° C
tendo helio como gés de arraste, sendo a temperatura do injetor de 250° C.

Para as substancias sélidas utilizou-se espectrobmetro de massa VG AutoSpec da Fision

Instruments, modelo M, operando em impacto eletronico 70 eV.

5.6 ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA



O estudo da atividade biologica dos extratos e das substancias isoladas das cascas de M.
guianensis sobre as bactérias E. coli (ATCC 25922), K. pneumoniae (ATCC 13883), P. aeruginosa
(ATCC 27853), S. aureus (ATCC 29213), S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (ATCC 25923),
bactérias patogénicas A. baumannu (ATCC 19606143), E. faecalis (ATCC 4083), E. coli
enterotoxigénica tipica (E 234869), E. coli enteroagregativa (ATCC 042) S. arizonae (UFAM), S.
desenteriae (ATCC 13313), e o fungo C. albicans (ATCC 10231) foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM), em Porto Velho-RO, sob

orientacdo da professora Dra. Najla Benevides Matos.

5.7 PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA ANTIBIOGRAMA COM PRODUTOS
NATURAIS (POP)

Este procedimento operacional padrdo (POP) estabelece critérios e procedimentos adotados
pelo Instituto Lebnidas e Maria Deane (ILMD) cujo objetivo € executar os testes de difusdo em agar
com produtos naturais padronizados e verificar o perfil de suscetibilidade dos micro-organismos que
incluiram as bactérias ATCC e patogénicas e o fungo C. albicans.

5.7.1 Conceito da técnica

Observar o perfil de resisténcia e sensibilidade de bactérias frente a extratos vegetais e
substancias isoladas de produtos naturais, por meio de halos de inibicdo de crescimento in vitro
utilizando ensaio de difusdo em agar segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
com modificacdes sugeridas por Cursino et al. (2011) e Pieri et al. (2010).

Na superficie do meio de cultura agar Miuller-Hinton, semeou-se com a ajuda de swab
embebido com um indculo anteriormente ajustado na escala de 0,5 McFarland das bactérias S. aureus,
S. resistente a meticilina (MRSA), K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli, Salmonella arizonae, E.
faecalis, S. desenteriae, A. baumannu, E. coli enterotoxigénica tipica, E. coli enteroagregativa e do
fungo C. albicans. Orificios de 5 mm foram feitos no meio de cultura e nestes foram acrescidos 40 pL
dos controles positivo (Clorafenicol), negativo (DMSO), dos extratos e das substancias isoladas que
difundiu no meio com as concentragdes de 1000, 500, 250 e 125ug/mL.

Com a difusdo do produto no &gar, as bactérias e fungo testados puderam apresentar um

crescimento inibido ao redor do orificio, formando halos de inibicéo.

5.7.2 Preparacao dos reagentes e insumos
As placas de 90 mm estéreis com o meio agar LB foram deixadas em temperatura ambiente

antes da semeadura.



Foram dispensados 10 mL de &gar LB nas placas de Petri 90 X 15 sendo esta denominada
como camada inferior. Apoés a solidificacdo desta camada, foram dispensados sobre a camada inferior
15 mL de agar Muller-Hinton sendo esta denominada como camada superior. Ap6s solidificacdo do
meio, foram realizados orificios cilindricos feitos com o0 uso de ponteiras estéreis de 200 pL, onde

manteve-se a equidistancia entre os orificios para evitar zonas de inibicdo convergentes.

5.7.3. Preparacéo do in6culo

As bactérias e fungo utilizados no experimento foram provenientes da bacterioteca do
Laboratorio de Microbiologia do CEPEM, na qual uma colénia de cada bactéria e de fungo foram
isolados com alga bacterioldgica, sendo posteriormente inoculadas para crescimento em meio de
cultura LB em 24h a 35° C em agitacdo orbital na incubadora Shaker (MA420). Apds o tempo

estabelecido, o indculo foi calibrado de acordo com a escala McFarland de 0,5 para utilizacao.

5.7.4 Plagueamento do in6culo

As placas foram inoculadas, no méximo, 15 minutos ap0s a preparacao do inéculo. Em seguida,
mergulhou-se com swab estéril no tubo do indculo e depois retirou o excesso pressionando o swab nas
paredes internas do tubo de ensaio. Passou o swab em toda superficie do 4gar em trés direcdes, girando
a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do inéculo. No
final, passou swab na margem da placa de agar. Posteriormente, as placas ficaram entreabertas por 5 a

15 minutos a temperatura ambiente para que o indculo fosse completamente absorvido pelo agar.

5.7.5 Aplicacéo dos produtos naturais

O numero de orificios no meio de cultura obedeceu-se o POP que foi de no maximo cinco para
placas de 90 mm. As solucbes foram aplicadas com auxilio de micropipetador de 200 pL, em
quantidade que preenchia o orificio (40 pL), sendo diluidas as amostras utilizadas em DMSO.
Cloranfenicol a 0,6 mg/mL foram utilizadas como controle positivo, em solu¢do formulada na
concentracdo utilizada nos discos de inibicdo comerciais padrdo para 0 método de Kirby e Bauer.
Enquanto que para as amostras, utilizou-se as concentra¢des de 1000, 500, 250 e 125ug/mL. Apds a
aplicagdo dos extratos, e das substancias isoladas das cascas de M. guianensis, as placas foram

incubadas numa temperatura de 37° C por 24 horas.

5.7.6 Leitura dos halos de inibicéo
Apos o tempo de incubag&o, verificou-se o crescimento sobre o0 agar e se 0 mesmo apresentava
zona de inibigdo ou ndo de forma confluente e uniforme. As leituras dos halos foram medidas em

milimetros usando uma régua milimétrica. Os didmetros dos halos de inibi¢do total foram medidas,



incluindo o diametro do orificio. O halo de inibi¢ao foi considerado a area sem crescimento detectavel
ao Contador de Colonias Digital Modelo CP 600 Plus.

5.7.7 Interpretacdo dos resultados

Foi considerado como produto inibitorio das bactérias e fungos qualquer halo de inibicdo ao
redor dos orificios. O perfil de sensibilidade dos micro-organismos ao produto testado foi classificado
de acordo com a seguinte escala: resistente (auséncia de halo de inibi¢do); pouco sensivel (halos de até
10 mm de diametro); moderadamente sensivel (halos entre 10 e 20 mm); muito sensivel (halos entre 20
e 30 mm) e severamente sensivel (halos acima de 30 mm) (RIBEIRO; SOARES, 2000).

As zonas de inibigdo obtidas para o controle positivo foram utilizadas para comparagdo do
perfil de sensibilidade bacteriano. Os testes foram feitos em triplicatas e os resultados positivos foram
confirmados com uma terceira repeticdo, em triplicatas e o resultado final foi determinado pela média

aritmética dos diametros dos halos de inibicdo utilizando o software Graphad Prism 5.0.

Figura 9 - Esquema geral do procedimento experimental com Maytenus guianensis.
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Nota: Obtencéao dos eluatos e fracBes da cromatografia das cascas de M. guianensis



RESULTADOS E DISCUSSAO



6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 ESTUDO QUIMICO

O rendimento das cascas frescas foi de 3,9 kg (peso Umido). Apés a secagem e a trituracdo, o
rendimento do material foi para 600 g (peso seco). De acordo com a identificacdo das classes de
metabolitos secundarios nos diferentes extratos vegetais das cascas de M. guianensis, observou-se que
0s mesmos podem apresentar metabdlitos secundérios, que de acordo com a literatura cientifica, sdo

compostos que apresentam e possuem grande interesse na medicina tradicional (Tabela 2):

Tabela 2 - Composicdo fitoquimica dos extratos vegetais das cascas de M. guianensis

Classes de Metabdlitos Extratos vegetais
Secundarios
MGCC MGCAE MGCA MGCM MGCE
Alcaloides - - - - +
Glicosideos - - + - -
Cardiotdnicos
Cumarinas - - - + -
Flavonoides - + - - +
Taninos + - - + +
Saponinas - - + - -
Triterpenos + + + + +

Nota: MGCC: Extrato Cloroférmico das Cascas de M. guianensis; MGCAE: Extrato de Acetato de Etila das Cascas de M.
guianensis; MGCA: Extrato Acetdnico das Cascas de M. guianensis; MGCM: Extrato Metandlico das Cascas de M.
guianensis; MGCE: Extrato Etanélico das Cascas de M. guianensis; (+) Positivo; (-) Negativo

Por ter obtido o maior rendimento de extrato, trabalhou-se com o0 MGCE e pelos resultados
obtidos dos testes fitoquimicos, pela presenca de triterpenos, das cascas de M. guianensis, 0 MGCE foi
submetido a cromatografia em coluna de silica gel e eluida com hexano, cloroférmio e acetona como
solventes. ApOs a evaporacdo dos solventes obteve-se 0s respectivos eluatos: eluato hexanico
(MGCEH, 9,1 g), eluato cloroférmio (MGCEC, 3,2 g) e eluato acetdnico (MGCEAC, 93,0 g). O eluato
MGCEAC (45,0 g) foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel com hexano e cloroférmio
em polaridade crescentes, obtendo-se desta forma 45 sub-fracdes.

Repetidas cromatografias levaram ao isolamento de quatro substancias as quais foram
denominadas MGCEAC-1, MGCEAC-2, MGCEAC-3 e MGCEAC-4. O composto denominado
MGCEAC-1 apresentou-se como um sélido branco amorfo, solivel em cloroférmio e quando tratado
com anidrido acético e acido sulfdrico concentrado (teste de Liebermann-Burchard), apresentou
coloracdo vermelha, teste positivo para triterpenos. Todos os dados espectroscopicos de RMN-'H e
RMN-2C, uni e bidimensional, E.M. e L.V, revelou tratar-se de uma mistura de dois triterpenos da
classe dos friedelanos, ja isoladas de outras plantas do género Maytenus e denominadas friedelina
MGCEAC-1a e friedelanol MGCEAC-1b (Figura 10).



Figura 10 - Estrutura dos triterpenos friedelina (1a) e friedelanol (1b)
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Estudos fitoquimicos realizados em plantas do género Maytenus, revelaram que estes dois
triterpenos podem ser considerados marcadores quimiossistematicos do género (NOSSACK et al.,
2000).

Estudos alelopaticos do triterpeno friedelina isolados do capim-marandu (Brachiaria brizantha
L.) na concentracdo de 50 mg/mL™ apontaram uma inibicdo de germinacéo de 50 % da planta daninha
malicia (Mimosa pudica L.) e mata-pasto (Senna obtusifolia L.), no que tange o desenvolvimento da
radicula como o do hipocétilo das duas espécies de plantas receptoras, embora nem sempre essa
superioridade tenha sido estatisticamente diferente (p> 0,05) (SANTOS et al., 2008).

O composto MGCEAC-2 apresentou-se como um solido branco amorfo, solivel em
cloroférmio, ponto de fusdo 268-269° C, analise em CCD mostrou uma Unica mancha e apresentou
teste positivo para triterpeno quando tratado com reagente de Liebermann-Burchard. Os dados
espectroscopicos de RMN-'H e RMN-'*C, uni e bidimensional, E.M. e 1.V, revelou tratar-se de um
triterpeno pentaciclico da classe dos friedelanos. Trata-se do triterpeno 29-hidroxifriedelan-3-ona (2)
(Figura 11), ja isolado em outras plantas do género Maytenus, porém esta é a primeira vez que 0

mesmo foi isolado das cascas de M. guianensis.

Figura 11 - Estrutura do triterpeno 29-hidroxifriedelan-3-ona
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O composto denominado MGCEAC-3, apresentou-se como um solido branco amorfo, soltvel
em cloroférmio, ponto de fusdo 278 - 280° C apresentou uma Unica mancha cromatogréfica quando
analisado em CCD e apresentou teste positivo para triterpeno quando tratado com reagente de
Liebermann-Buerchard. Os dados espectroscépicos de RMN-'H e RMN-3C, uni e bidimensional,
E.M. e L.V, revelou tratar-se de um triterpeno pentaciclico da classe dos friedelanos. Trata-se do
triterpeno 16-Bhidroxifriedelan-3-ona (3) (Figura 12), ja isolado em M. diversifolia (NOZAKI et al.,

1986), porém esta é a primeira vez que o mesmo foi isolado das cascas de M. guianensis.

Figura 12 - Estrutura do triterpeno 16B-hidroxifriedelan-3-ona
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O composto MGCEAC-4 apresentou-se como cristais amarelos, solivel em cloroférmio, ponto
de fusdo (indefinido), analise em cromatografia em camada delgada (CCD) mostrou uma Unica
mancha e apresentou teste positivo para triterpeno quando tratado com reagente de Liebermann-
Burchard. Apesar deste composto apresentar somente uma mancha cromatografica em CCD, os dados
espectrais mostraram tratar-se de uma mistura de dois compostos. Estes dados revelaram tratar-se de
uma mistura de dois triterpenos quinonametideos, denominados tingenina B (4a) e tingenona (4b)
(Figura 13), isolados de outras plantas do género Maytenus, porém esta € a primeira vez que foi isolada
das cascas de M. guianensis. Triterpenos quinonametideos sdo metabolitos secundarios restritos a
espécies da familia Celastraceae (CORSINO et al., 2000).

Os espectros de RMN-'H e RMN-'3C, uni e bidimensional, E.M. e 1.V. encontram-se nos

apéndices.

Figura 13 - Estruturas dos triterpenos quinonametideos, tingenina B (4a) e tingenona (4b)



(4a) (4b)

Ensaios fitoquimicos juntamente com andlise de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massa do extrato MGCE, mostraram a presenca de outros triterpenos
quinonametideos, além da tingenona (4a) e tingenina B (4b). Em etapas seguintes a esta pesquisa
novas cromatografias serdo realizadas visando o isolamento de outros triterpenos quinonametideos
deste extrato. Foi também observado nestes ensaios a presenca de substancias pertencentes a classe dos
flavonoides.

Os triterpenos pentaciclicos sdo de grande interesse devido as diversas atividades bioldgicas
apresentadas, servindo como candidatos ou protétipos de novos medicamentos (ALVARENGA,
FERRO, 2006). Estudos com a friedelina (1a), (Figura 10) indicaram a atividade antiproliferativa,
proapoptética (MARTUCCIELLLO et al.,, 2010), anti-inflamatéria, analgésica e antipirética
(ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011) e atividade alopatica (SANTOS et
al., 2008).

De acordo com trabalhos realizados por Huyke et al. (2006), os triterpenos pentaciclicos sao
responsaveis pela atividade no tratamento de queratose actinica, uma lesdo de pele causada pelo sol
que se caracteriza por areas avermelhadas ou ligeiramente acastanhadas com uma superficie aspera, e
isso indica que os triterpenos pentaciclicos sdo as substancias responsaveis por esta atividade.

Triterpenos quinonametideos sdo compostos de isolamento restrito de plantas da familia
Celastraceae (CORSINO et al., 2000). Tingenona (4b) (Figura 13) € um triterpeno quinonametideo,
isolado de vérias plantas desta familia, entre elas M. acanthophylla (OLIVEIRA et al., 2006). Estudos
realizados por Silva et al. (2013b), indicam que a Tingenona (4b) possui potente atividade contra

Microcystis novacekii, uma espécie de cianobactéria que possui alta capacidade de formar floragdes e



produzir toxinas, denominadas microcistinas, as quais estdo envolvidas em acidentes ambientais, e séo
responsaveis pela maioria dos casos de intoxicacdo de animais e seres humanos.

Os triterpenos estdo distribuidos nos vegetais e atuam para proteger as plantas contra
herbivoros e agentes patogénicos, assim como para atrair polinizadores e animais, além disso, possuem
grandes potencialidades em atividades bioldgicas e doencas clinicas, como anti-inflamatorios,
antibacterianos, fungicidas, antivirais, antioxidantes, analgésicos, cardiovasculares, antitumorais
(IKEDA; MURAKAMI; ORIGASHI, 2008), mostrando assim que nas ultimas décadas os triterpenos
estdo sendo alvos das industrias farmacéuticas como fontes promissoras de medicamentos preventivos.

Sousa et al. (1986) ao analisarem a constituicdo quimica da madeira de M. guianensis
utilizando como solvente de extracdo o etanol e a acetona, levaram a identificacdo das seguintes
estruturas: 4'-O-metilepigalocatequina, proantocianidina-A, p-sitosterol e B-sitostenona.

Variagdes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as proporcdes relativas dos
metabolitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis (sazonais e diarias; intraplanta, inter
e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer
modificacOes resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos.
Representam uma interface quimica entre as plantas e 0 ambiente circundante, portanto, sua sintese é
frequentemente afetada por condi¢des ambientais (FREITAS et al., 2004).

Estes resultados sdo indicativos de que variaveis locais, tais como: microclima, insolacdo,
condigdes nutricionais do solo, posicdo e idade das estruturas vegetais, variabilidade genética dentro
das populacbes, podem ter grande influéncia na composicdo dos principios ativos, demonstrando
assim, um grande potencial no estudo dessas variaveis para maximizar a producdo destes compostos
com interesse medicinal e farmacoldgico.

Os principais grupos de compostos com propriedades antimicrobianas, extraidos de plantas
incluem as substancias fendlicas e polifenois, que sdo: fenois simples, acidos fendlicos, quinonas
(STERN et al., 1996), taninos (SCALBERT, 1991) e alcaloides (HENRIQUES et al., 2004).

6.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS VEGETAIS DE M. guianesis SOBRE
BACTERIAS ATCC

A avaliacdo da contaminacdo dos extratos e das substancias obtidas das cascas de M.
guianensis realizada previamente aos testes antimicrobianos indicou que estes estavam livres de
contaminagdo por bactérias ou fungos, ndo ocorrendo desenvolvimento de outras coldnias nos meios
agar e LB apds a incubacdo. Estes resultados revelaram que os extratos e as substancias utilizadas

apresentaram boas condi¢Ges microbiologicas no presente trabalho.



Com base nos resultados obtidos pelo POP, verificou-se que 0 MGCC, MGCA ¢ MGCM
apresentaram potencial inibitério de crescimento para S. aureus (Tabela 3) e MRSA (Tabela 4)
observando-se halos de inibigdo de crescimento nas concentragOes testadas. N&o apresentando perfil de
sensibilidade para P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli.

Comparando as tabelas 3 e 4 observa-se que as concentracfes de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL
dos extratos utilizados obteviram resultados positivos quando comparado ao controle positivo
(cloranfenicol) mostrando halos de inibicéo apresentando 6 mm e de 12 mm para as bactérias S. aureus
e MRSA e que de acordo com o POP especifico, o perfil de sensibilidade das bactérias foi pouco

sensivel e moderamente sensivel (Figura 14).

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de M. guianensis

Amostras Concentracdo (ug/mL)
1000 500 250 125

MGCC 12 12 6 10
MGCAE 12 10 10 6
MGCA 8 10 10 12
MGCM 10 10 10 8
MGCE 10 8 10 10
C. POSITIVO 30 30 30 30
C. NEGATIVO 0 0 0 0

Nota: Resultados da média do crescimento (mm) acompanhados de média; inibicdo de crescimento em mm; Controle
positivo: Clorafenicol; Controle negativo: DMSO

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de M. guianensis

Amostras Concentracdo (ng/mL)

1000 500 250 125
MGCC 12 12 10 10
MGCAE 6 10 10 12
MGCA 10 12 10 6
MGCM 6 8 10 10

MGCE 10 6 8 8




C. POSITIVO 30 30 30 30
C. NEGATIVO 0 0 0 0

Nota: Resultados da média do crescimento (mm); inibicdo de crescimento em mm; Controle positivo: Clorafenicol;
Controle negativo: DMSO

Matte; Deak; Mata (2015) ao realizar a triagem fitoquimica e avaliar a atividade antibacteriana
de extratos aquoso e etandlico das flores de Sambucus nigra L. utilizando o método de disco-difusdo
em é&gar nas concentraces de 6, 12, 18 e 24 mg/mL™, verificaram que os resultados onde as menores
concentracdes, ou seja, de 6 e 12 mg/mL™ do extrato aquoso de S. nigra apresentaram halos
significativos de inibicdo para S. aureus, P. aeruginosa e Streptococcus pyogenes, porém, quando
comparado aos medicamentos usados como referéncia a atividade ndo foi satisfatoria, e, ainda,
evidenciou a auséncia de inibicdo para todas as cepas testadas com o aumento da concentracdo para 18
e 24 mg/mL™" e com relacdo a anélise da triagem fitoquimica, os autores verificaram a presenca de
flavonoides com intensa reacdo de cor no extrato aquoso e etandlico, e de fraca intensidade no extrato
acetato de etila.

Outros autores também afirmam utilizarem esta concentracdo na pesquisa da atividade
antimicrobiana de extratos vegetais citando que ndo houve interferéncia no crescimento das bactérias
testadas (AYRES et al., 2008; ABD-AZIZ et al., 2011; COSTA et al., 2011).

E provavel que esta diferenca de atividade antimicrobiana esteja relacionada néo s a atividade
bioldgica dos extratos testados, mas também devido a presenca de uma das estruturas da membrana
externa das bactérias Gram-negativas, que pode impedir a passagem de algumas moléculas por meio
desta membrana (FRANCA et al., 2009), além de particularidades relacionadas aos diferentes
mecanismos de resisténcia das linhagens.

Fabri et al. (2011) observaram que o extrato metanolico da camomila apresentou atividade
antimicrobiana frente a P. aeruginosa, atividade ndo significativa frente a S. aureus, e nenhuma frente
a E. coli pelo método de susceptibilidade em microdiluicio em caldo. Segundo os autores, a
prospeccao fitoquimica do extrato identificou presenca de compostos como triterpenos, fenois, taninos
e flavonoides como possiveis responsaveis pela atividade observada frente a P. aeruginosa.

Abdoul-Latif et al. (2011) descreveram atividade antibacteriana do extrato metandlico da
camomila frente & S. aureus, porém pela técnica de difusdo em agar (16 mm). Esses autores realizaram
a extracdo a partir das folhas secas da camomila. Enquanto que no presente estudo, a extracdo foi
realizada a partir das cascas secas de M. guianensis, que apresentam principios ativos diferentes das

folhas, o que poderia justificar a diferenca da atividade bioldgica frente a S. aureus.

6.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE M. guianesis SOBRE
BACTERIAS ATCC



Na tabela 5 observa-se que a concentracao de 125 pg/mL das substancias utilizadas obteve os
melhores resultados quando comparado ao controle positivo (cloranfenicol) mostrando halos de
inibicdo que variaram de 18 a 24 mm para as bactérias testadas e que de acordo com o POP especifico
o perfil de sensibilidade das bactérias foi moderamente sensivel, demonstrando a atividade do

triterpeno 16pB-hidroxifriedelan-3-ona.

Tabela 5 - Atividade antimicrobiana das substancias de M. guianensis sobre S. aureus

Amostras Concentracdo (ug/mL)
1000 500 250 125

MGFEAC-1 18 12 16 18
MGFEAC-2 12 12 13 14
MGFEAC-3 24 14 24 24
MGFEAC-4 18 18 18 18
C. POSITIVO 30 30 30 30
C. NEGATIVO 0 0 0 0

Nota: Atividade bioldgica das substancias isoladas de M. guianensis em diferentes concentracBes sobre S. aureus;
Resultados da média do crescimento (mm); inibicdo de crescimento em mm; Controle positivo: Clorafenicol; Controle
negativo: DMSO

Na tabela 6 observa-se que a concentracdo de 125 pg/mL obteve os melhores resultados
quando comparado ao controle positivo (cloranfenicol) mostrando halos de inibicdo que variaram de
12 a 16 mm para as bactérias testadas e que de acordo com o POP especifico o perfil de sensibilidade
das bactérias foi pouco sensivel demonstrando que o triterpeno 16f-hidroxifriedelan-3-ona e

triterpenos quinonametideos, tingenina B (4a) e tingenona (4b) apresentaram atividade antimicrobiana.

Tabela 6 - Atividade antimicrobiana das substancias de M. guianensis sobre MRSA

Amostras Concentracdo (ug/mL)
1000 500 250 125

MGFEAC-1 11 12 10 13
MGFEAC-2 9 10 10 16
MGFEAC-3 12 12 12 12
MGFEAC-4 12 12 12 12
C. POSITIVO 30 30 30 30
C. NEGATIVO 0 0 0 0

Nota: Atividade biol6gica das substancias isoladas de M. guianensis em diferentes concentragcBes sobre S. aureus;
Resultados da média do crescimento (mm); inibicdo de crescimento em mm; Controle positivo: Clorafenicol; Controle
negativo: DMSO



Na tabela 7 observa-se que a concentracdo de 125 pg/mL obteve os melhores resultados
quando comparado ao controle positivo (cloranfenicol) mostrando halos de inibi¢cdo que variaram de
12 a 18 mm para as bactérias testadas e que de acordo com o POP especifico o perfil de sensibilidade
das bactérias foi moderadamente sensivel demonstrando que o triterpeno 16B-hidroxifriedelan-3-ona e

triterpenos quinonametideos, tingenina B (4a) e tingenona (4b) apresentaram atividade antimicrobiana.

Tabela 7 - Atividade antimicrobiana das substancias de M. guianensis sobre P. aeruginosa

Amostras Concentracdo (ug/mL)
1000 500 250 125

MGFEAC-1 12 12 12 14
MGFEAC-2 12 12 12 12
MGFEAC-3 18 18 12 18
MGFEAC-4 12 12 13 16
C. POSITIVO 30 30 30 30
C. NEGATIVO 0 0 0 0

Nota: Atividade bioldgica das substancias isoladas de M. guianensis em diferentes concentragcBes sobre S. aureus;
Resultados da média do crescimento (mm); inibicdo de crescimento em mm; Controle positivo: Clorafenicol; Controle
negativo: DMSO

Na tabela 8 observa-se que a concentracdo de 125ug/mL apresentou o melhor resultado quando
comparado ao controle positivo (cloranfenicol) mostrando halos de inibicdo de aproximadamente 12 a
17 mm para as bactérias testadas e que de acordo com o POP especifico foi pouco sensivel verificando
que os triterpenos friedelina (1a) e friedelanol (1b) e 29-hidroxifriedelan-3-ona foram os mais que

apresentaram atividade antimicrobiana.

Tabela 8 - Atividade antimicrobiana das substancias de M. guianensis sobre P. aeruginosa

Amostras Concentracédo (ug/mL)
1000 500 250 125

MGFEAC-1 14 12 12 17
MGFEAC-2 12 12 12 13
MGFEAC-3 12 12 12 12
MGFEAC-4 9 12 12 12
C. POSITIVO 30 30 30 30
C. NEGATIVO 0 0 0 0

Nota: Atividade biologica das substancias isoladas de M. guianensis em diferentes concentragcbes sobre S. aureus;
Resultados da média do crescimento (mm); inibicdo de crescimento em mm; Controle positivo: Clorafenicol; Controle
negativo: DMSO



Os triterpenos quinomatideos tingenona e tingenina B, isolados neste trabalho, sdo também
citados na literatura por apresentarem atividade antibacteriana sobre S. petenensis (SETZER et al.,
2001), atividade antioxidante (HURTADO, 2013), o que também se confirma nos resultados deste
trabalho. Além disso, este isolado apresentou atividade inibitdria da aldose redutase, sugerindo seu
potencial antidiabético (MORIKAWA et al., 2003).

Uma possivel resposta positiva das substancias testadas sobre as bactérias foi a utilizagdo do
DMSO na concentragdo de 1-2 %, mostrando uma concentracdo ideal para ser usada nos experimentos,
demonstrando o desempenho na dissolucdo das amostras avaliadas neste teste bioldgico, bem como
facilitou a dispersdo do mesmo no meio de cultura, melhorando assim a qualidade dos procedimentos
com os extratos e as substancias testadas das cascas de M. guianensis (Figura 15).

Correia et al. (2008) em seu estudo com o0 extrato bruto de Geissospermum argenteum
relataram que ocorreu atividade antimicrobiana contra cepas de P. aeruginosa na concentracdo de 20
nug/mL e de 80 pg/mL para S. aureus sensivel e de 5 pg/mL para S. aureus multirresistente.

Como base na atividade antimicrobiana por meio da técnica de difusdo em agar em pocos das
substancias isoladas de M. guianensis, os resultados aqui apresentados frente a S. aureus, MRSA, P.
aeruginosa e K. pneumoniae representam mais uma evidéncia importante para concluir que as plantas
séo fontes naturais de substancias antimicrobianas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Annan; Adu; Gbedema (2009) ao utilizar a
friedelina, isolada também neste trabalho, isolada do extrato metandlico das raizes de Paullinia
pinnata L. sobre S. aureus e MRSA utilizando o MIC nas concentracdes de 128 e 256 pg/mL, onde
verificaram atividade antibacteriana na concentracdo de 256 pg/mL em compara¢do com o controle
positivo usando a tetraciclina que foi de 128 pg/mL, porém os autores sugerem ensaios bioldgicos
visando a toxicidade de diferentes antibioticos com diferentes concentracdes.

Tsuchiya et al. (1996) estudando atividades antimicrobianas de flavononas isolados de
Leguminosae, contra S. aureus resistente a meticilina (MRSA), demonstraram que tais compostos
Sophora exigua e Echinosophora koreensis, mostraram intensa atividade na inibi¢cdo do crescimento
de cepas de MRSA, revelando assim sua utilidade na estratégia terapéutica contra infeccoes
provocadas por micro-organismos.

Ogunnusi; Oso; Dosumu (2013) ao isolarem friedelina e friedelanol do extrato etandlico das
folhas de Euphorbia kamerucica Pax testaram a atividade antibacteriana frente o crescimento de P.
aeruginosa, E. coli e S. aureus nas concentracfes de 100, 75 e 50 pg/mL, respectivamente, pela
técnica de disco difusdo em agar de pocos e verificaram apds 24 horas, zonas de inibicdo de
crescimento variando de 9 a 10 mm para S. aureus e de 13 a 15 mm para P. aeruginosa na
concentracdo de 50 pg/mL. Porém, resultados negativos foram encontrados em E. coli, ndo observando
halos de inibi¢do quando comparados com as outras bactérias testadas.



Provavelmente essa resisténcia de P. aeruginosa frente aos extratos e substancias testadas das
cascas de M. guianensis deve-se a caracteristica das porinas da parede celular, que controlam a entrada
de moléculas estranhas em seu interior. Algumas P. aeruginosa podem substituir o oxigénio por nitrato
como aceptor final dos elétrons. Este processo de respiracdo anaerobica fornece quase tanta energia
quanto a respiracdo aerébica (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Resultados similares foram encontrados por Carvalho et al. (2014) onde né&o foi observada
atividade antimicrobiana em nenhuma concentracdo dos extratos etandlicos e de ciclohexano de
Matricaria chamomilla sobre E. coli, tanto na técnica de difusdo em agar, como na diluicdo em caldo.

O fato dos extratos e das substancias testadas das cascas de M. guianensis ndo apresentarem
atividade antimicrobiana frente @ E. coli ndo inviabiliza os estudos sobre o potencial efeito
antimicrobiano contra outras bactérias testadas, uma vez que outras espécies vegetais (ROCHA et al.,
2013; ELLER et al., 2015) comprovadamente, ja apresentaram atividade antimicrobiana para estas
bactérias observando-se que ha variacdo na sensibilidade para cada tipo de substancia utilizada, o que
sugere novas concentragdes a serem utilizadas e testadas.

Ribeiro; Soares (2000) afirmam que diversos fatores influenciam nos resultados da técnica de
difusdo em agar em pocos, tais como: a presenca de enzimas bacterianas, a composicdo do meio, a
difusdo da substancia no meio, a densidade do indculo, o periodo de incubacdo, a temperatura e a
estabilidade da substancia em uso.

Ainda ndo se sabe qual o0 mecanismo de acdo dessas substancias sobre as bactérias analisadas,
no entanto, sabe-se que substancias com atividade antimicrobiana podem estar atuando de modo na
inibicdo da sintese proteica, as sinteses da parede celular, degradacdo da parede celular, biossintese de
acido félico, dentre outros (ALMEIDA, 2013).

Apesar destes resultados promissores, convém ressaltar que, como as plantas medicinais sao
bastante utilizadas pela populagdo, ha necessidade de mais estudos (in vivo) que visem elucidar os
efeitos prejudiciais que podem ocorrer com a interacdo dos antibidticos e plantas medicinais. As
pesquisas realizadas para avaliagdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda
sdo incipientes, assim como o controle da comercializacdo pelos 6rgaos oficiais em feiras livres,
mercados publicos ou lojas de produtos naturais (CANTON; ONOFRE, 2010).

6.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE M. guianensis
SOBRE BACTERIAS PATOGENICAS

De acordo com o experimento realizado nas condi¢des do POP, verificou-se que as substancias
isoladas (MGCEAC-1, MGCEAC-2, MGCEAC-3 e MGCEAC-4) das cascas de M. guianesis nao

apresentaram potencial inibitorio de crescimento sobre todas as bactérias patogénicas testadas. Porém,



devem-se ressaltar as atividades antioxidantes, antifungicas, citotoxicas e antibactericida de M.
guianensis sobre outros micro-organismos.

A comparacgdo entre 0s estudos deve ser realizada com distin¢do, pois se observa que o
metabolismo pode ser diferenciado de cada bactéria (ATCC e patogénicas) sobre meios de culturas, o
que pode propiciar diferencas nos crescimentos das cepas, as quais também apresentavam
composices fenotipicas distintas. E importante ressaltar que poucos estudos acerca da atividade
antimicrobiana de extratos e substancias isoladas de plantas foram encontrados na literatura,
caracterizando o presente ensaio como pioneiro a abordar a atividade sobre as bactérias patogénicas.

Entretanto, observa-se que as realizacbes de testes microbiolégicos e farmacoldgicos
complementares tornam-se importantes e relevantes diante da necessidade de se estabelecer o
mecanismo de acdo dos produtos naturais frente as cepas das bactérias com potencial patogénico.

A parede celular nas bactérias Gram-negativas, aqui testadas, por sua vez é quimicamente mais
complexa, com membrana externa composta principalmente por lipopolissacarideos (LPS) que reveste
uma fina camada de peptideoglicano. A membrana externa é permeéavel a moléculas hidrofilicas
menores do que aproximadamente 600 Da, devido a presenca de proteinas denominadas porinas
(EPAND; EPAND, 2009). A porcdo de LPS ¢é responsavel pela elevada toxigenicidade, bem como,
antigenicidade desses micro-organismos (MOLINARO, CAPUTO; AMENDOEIRA, 2009; YOUNT;
YEAMAN, 2013).

6.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO ETANOLICO DAS CASCAS DE M.
guianensis SOBRE C. albicans

Com relacdo ao potencial fungicida, verificou-se que o extrato etandlico das cascas de M.
guianensis apresentou inibigdo sobre C. albicans, notando-se que no final de 120 horas, a média de
crescimento das colénias dos fungos utilizando o extrato foi de 1,52 mm; no controle negativo, a
média foi de 3,68 mm, enquanto que no controle positivo, a inibicdo média foi de 2,87 mm utilizando a

concentragdo de 1000 ug/mL (Tabela 9):

Tabela 9 - Média do crescimento (mm) do fungo C. albicans

Tratamentos Horas

24 48 72 96 120 Média
Extrato 1,36 1,53 1,53 1,60 1,60 1,52
Controle Positivo 2,66 2,83 2,83 3,03 3,03 2,87

Controle Negativo 2,80 3,42 3,72 3,90 4,60 3,68




Nota: Média do crescimento (mm) do fungo C. albicans submetidos a exposicdo do extrato etanolico das cascas de M.
guianensis in vitro durante 120 horas; Controle positivo: Clorafenicol; Controle negativo: Etanol

Com base na andlise estatistica acima, verifica-se que os resultados utilizando o extrato vegetal
foi significante em comparacdo com a &gua destilada, notando-se um resultado satisfatorio,
observando-se também uma diferenca em relacdo a ele, mesmo assim o resultado é promissor visto que
foi testado o extrato bruto, sendo indicado estudos futuros com os metabdlitos secundarios, para uma
melhor avaliagédo sobre C. albicans.

Resultados semelhantes foram encontrado por Santos; Lima (2013) ao testar extratos brutos
etndlicos das folhas e frutos verdes e maduros de S. palinacanthum, observando uma inibi¢do do
crescimento da levedura C.albicans demonstrando maior espectro inibitério se comparado como o
produto quimico.

As plantas possuem varias vias metabdlicas secundarias que dao origem a diversos compostos,
sendo que muitos destes estdo associados a atividade antifungica como é o caso de saponinas,
terpenos, alcaloides, cumarinas e taninos. No presente trabalho, a interacdo entre os metabdlitos
secundarios com a inibicdo do crescimento flngico, ficou evidenciada (RODRIGUES; LIMA, 2014).

As atividades antimicrobianas foram descritas para triterpenos pentaciclicos, tais como
oleananos ursanos e friedelanos lupanos. Especula-se que o mecanismo de acdo dos triterpenos é
devido a uma ruptura na membrana de micro-organismos celulares. Para isto, o extrato de hexano e
trés triterpenos-oxofriedelano (1), 3-oxo-12a-hydroxyfriedelano (3), 3,16-dioxofriedelano (5) e 3-oxo-
12a, 29-dihydroxyfriedelano (6) de M. gonoclada foram testados contra o padrdo de duas linhagens de
bactérias de E. coli, C. freundii, Bacillus cereus e contra a levedura C. albicans, utilizando o teste de
difusdo em disco (AWANCHIRI et al., 2009).

Malheiros (2008) relatou que o extrato etandlico e a fracdo cloroférmica de Eleutherine plicata
tiveram atividade frente a S. aureus e o fungo C. albicans, ndo tendo acdo para cepas de E. coli e P.
aeruginosa. Por meio da determinacdo da CIM o autor verificou que a fracdo cloroférmica foi mais
ativa que o extrato etanélico.

Esforcos significativos tém sido dados na busca por compostos de origem natural,
semissintética ou sintética que apresentem uma elevada eficacia, que sejam capazes de inibir, em
concentragdes baixas, processos vitais de uma ou mais espécies de micro-organismos resistentes e que
sejam menos susceptiveis ao desenvolvimento de resisténcia nos micro-organismos alvo (SILVEIRA
etal., 2006; KURODA; CAPUTO, 2013).

Apesar do extrato etandlico das cascas de M. guianensis mostraram-se com efeito na inibicéo
de crescimento sobre C. albicans na concentragdo de 1000 pg/mL, tem-se a necessidade de se

introduzir novas concentragfes para um melhor desempenho sobre o micro-organismo testado.
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De acordo com o teste fitoquimico realizado dos extratos das cascas de M. guianensis,
verificou-se que os reagentes utilizados apontaram a presenca de triterpenos.

Os resultados deste trabalho em conjunto com os dados descritos na literatura, mostram
nitidamente que M. guianensis é uma rica fonte de triterpenos das classes dos fridelanos e
quinonametideos, que estes sdo restritos a familia Celastraceae.

Esta € a primeira vez que estas substancias foram isoladas e identificadas quatro substancias
das cascas de M. guianensis que foram: triterpenos friedelina e friedelanol (triterpeno 29-
hidroxifriedelan-3-ona, triterpeno 16B-hidroxifrielan-3-ona) e triterpenos quinonametideos
(tingenina B e tingenona).

Notou-se a eficacia dos extratos de M. guianensis sobre duas das cinco bactérias ATCC
testadas utilizando a técnica de difusdo em agar nas concentra¢fes de 1000, 500, 250 e de 125
pg/mL, sendo inéditos os testes antimicrobianos.

Este trabalho fornece os primeiros relatos de resultados que demonstram a eficicia das
substancias de M. guianensis sobre quatro das cinco bactérias ATCC testadas utilizando a
técnica de difusdo em 4&gar na concentracdo de 125 pg/mL sendo inéditos os testes
antimicrobianos.

O extrato etandlico das cascas de M. guianensis apresentou inibicdo de crescimento sobre C.
albicans na concentracdo 1000 pg/mL sendo inéditos os testes antimicrobianos.

Porém, resultados negativos foram para as seis bactérias patogénicas testadas utilizando as
substancias isoladas das cascas de M. guianensis.

Deste modo, M. guianensis é uma promissora planta para o desenvolvimento de um novo
fitoterapico antimicrobiano, e mais estudos devem ser realizados quanto a composi¢do quimica

e entendimento da atividade sobre fatores de viruléncia das bactérias multirresistentes.
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APENDICE A - Formulério de autorizagdo de coleta de material vegetal de Maytenus guianensis

Klotzsch
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Nota: Formulario de autorizacdo para a coleta das diferentes estruturas botanicas de Maytenus guianensis no estado do

Amazonas



APENDICE B - Ficha de registro de identificacdo botanica de Maytenus guianensis Klotzsch Ex

Reissek
c e IR D, AR THEN 1t L
w HERBARIO INPA . o HERBARIO INPA
n Pﬂ Manaus-Amazones-Brasdl n Pﬂ Manaus-Amazoras-Brasil
CELASTRACEAE INPA: 167147 CELASTRACEAE
Maytenuy guianensiy  Klotzsch Maytenus guianensis  Klotzsch

Brasil, Amazonas, Siio Gabriel da Cachoeira, Rio Negro,
opposite S3o Gabriel da Cachoeria,

0Pl S, 67°05' W
Rio Negro, opposite S30 Gabrie] da Cachoeria,
Frusts dark tan.

Stevenson, D.W, 1030
& Ramos, JF. & Mueller, G.

24 novembro 1987

BRAHMS
= o HERBARIO INPA
H ” Manaus. Amazonas-Brasil
CELASTRACEAE INPA: 188495

Mayienus gwanensis  Klotzsch

Det: Brito, J M. de -
Nome valgar: Chichud, Chichug,

Brasil, Amazonas, Entrada estrada Petrobris, mata
perturbada,

2°53'S, 59°58'W

Enwrada estrada Petrobrés, mata perturbada.

Arvore de aprox. 13m altura, DAP 20cm. Tronco triangular,
reto, Ritidoma quebradigo, fino, externamente cinza ¢
mternamte, alaranjado; cicatrizes marrom-claro a marrom,
Casca nova marrom & alaranjada, Imm espess.; casca viva
rosed, 4mm espess. Albumo amarelo-creme, oxid,
escurecendo; cheiro suave; medula rdsen.

Floresta de plat, extrato médio. solo argiloso, Frutos
imaturos vesde-amarronzades, globosos; pedinculo verde;
estigma permanents; polpa com cheiro sgradivel; semente
branca

Souza, MLAD, de 114 29 setembro 1995
& Silva, CF. da; Pereira, E. da C. & Sothers, CA.

Det.: Brito, I M. de -
Nome vulgar: Chichud, Chichua.

Brasil, Amazonas, Entrada estrada Petrobrds, mata
perturbada,

2°83'S, 59958 W

Entrada estrda Petrobris, mnts perturbada,

Arvare de aprox. 13m altura, DAP 20¢m. Tronco triangular,
reto. Ritidoma quebradico, fino, externamente cinza ¢
internamte. alaranjado; cicatrizes marrom-claro a marrom,
Casca nova msarrom & slaranjada, lmm espess.; casca viva
rosea, 4mm espess. Albumo amarelo-creme, oxid,
escurecendo; cheiro suave; medula résea

Floresta de platd, extrato médio, solo argiloso, Frutos
imaturos verde-amarronzados, globosos; pedinculo verde;
estigma permanente; polpe com cheiro agradave); semente
branca.

Souza, MLAD. de 114 29 setembro 1995
& Silva, CF. da; Percirz, E. da C, & Sothers, CA.

BRAHMS

BRAHMS

HERBARIO INPA
n W Manaus-Amazonas-Brasi
CELASTRACEAE
Maytenus guianensis  Klotzsch

Det.: Brito, J. M. de -
Nome vulgar: Chichus, Chichut.

Brasil, Amazonas, Entrada estrada Petrobris, mata
perturbada.

2°53'S, 59°58' W
Entrada estrada Petrobras, mata perturbada.

Arvore de aprox. 13m altura, DAP 20cm. Tranco triangular,
reto. Ritidoma quebradico, fino, externamente cinza e
Internamte. slaranjado; cicatrizes marrom-claro 3 marrom.
Casca nova marrom a alaranjuda, Imm espess,; casca viva
risea, 4mm cspess. Alburmo amarcio-creme, oxid.
escurecendo; cheiro suave; medula rosea

Floresta de platd, extrato meédio, solo argiloso. Frutos
imaturos verde-amarvonzados, globosos; pedinculo verde;
estigma permanente; polpa com cheiro agradével; semeate
branca,

Souza, MLA.D. de 114 29 setembro 1995
& Silva, C.F. do; Pereira, E. da C. & Sothers, C.A.

BRAHMS

Nota: Ficha de registro de identificacdo botanica de Maytenus guianensis herborizada no INPA



APENDICE C - Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C dos compostos MGCEAC-
lae MGCEAC-1b, MGCEAC-2, MGCEAC-3, MGCEAC-4a e MGCEAC-4b
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APENDICE D - Andlise FID de Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek
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RT: 15.10 - 32.16
1850000
1800000
1750000
1700000
1650000
1600000
1550000
1500000
1450000
1400000
1350000
1300000
1250000
1200000
1150000
1100000
1050000
1000000

950000

900000

15.67

16.10

L

17.85

19.83

18.92

NL:

1.87E6

FID

Analog
5_extrato_a
cetonico

20.40

22.35

21.09

21.39

28.86 29.72
25.07

2797 2873 30.36 30.89

2515

)

TJMJ&

16

18

20
Time (min)



RT: 19.37 - 33.46

30.80 NL:
1005 2.07E6
] FID
903 Analog

1 1_EceAcet
80 2088
707
] 2813
607
] 31.25
50 32.16
1 2037 2126 2330 2351 2386 2579 2" 2727 2893 3049 Jm%fﬂ_
— e b =50 NL:
1003 2.01E6
] FID
907 Analog
] 2_EceM
80 3088
70
] 28.13
60
] 31.25
. \J/ 3216 3544
500 2037 2095 2239 2361 24.24 25.80 27.28 29.72 30.50 PRI S
30.83 NL:
1007 1.72E6
] FID
90 Analog
3 3_EcaCS
80 30.91 -
70 26.83 28.11
60 2612 ‘ 32.20
] 29.25 30.18 \ \JJL-N jtw 33.24
5011969 2132 2263 2400 2523 2573 || 204 flagse | | ) LA i
142 2329 2494 2523 25 STV L
. “W._WM-UWMM LA .
b T |

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Time (min)



Figura 5 - Cascas coletadas de M. guianensis

Fonte: Fernanda Bay Hurtado, 2013
Nota: Visualizacdo da amostra vegetal coletada para extragaofitoquimica

Figura 6 - Obtencdo dos extratos das cascas de M. guianensis

(a) (b)
Fonte: Renato Abreu Lima (LPQPN, 2013)

Legenda: Por trituracdo (a) e pelo método de maceracao (b)



Figura 7 - Cromatografia de coluna do extrato das cascas de M. guianensis

€Y (b)
Fonte: Renato Abreu Lima (LPQPN, 2013)

Legenda: Sendo ilustrada a estrutura fisica (a); obtengdo das fracdes destiladas (b)

Figura 8 - Obtenc¢éo das amostras da coluna do extrato das cascas de M. guianensis

(@) (b)
Fonte: Renato Abreu Lima (LPQPN, 2013)

Legenda: Em baldo de fundo chato apds evaporacdo do eluente (a); perfil cromatogréafico por CCD (b)



Fonte: Renato Abreu Lima (CEPEM, 2015)

Nota: Inibicdo sobre S. aureus (a e b) e MRSA (c), utilizando diferentes extratos de M. guianensis e controles positivo e
negativo (d)



Figura 15 - Inibicdo sobre os micro-organismos frente as substancias testadas

(@) (b)

(©
Fonte: Renato Abreu Lima (CEPEM, 2015)

Nota: inibi¢do sobre S. aureus (a), MRSA (b), P. aeruginosa (c) e K. pneumoniae (d) com as quatro substancias testadas de
M. guianensis
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ANTIFUNGAL ACTIVITIES OF EXTRACT ETHANOLIC FROM THE BARKS OF Maytenus
guianensis KLOTZSCH EX REISSEK ON Candida albicans
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guianensis KLOTZSCH EX REISSEK SOBRE Candida albicans
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Resumo
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade fungicida do extrato etandlico das cascas
de Maytenus guianensis sobre Candida albicans in vitro. As cascas coletadas foram devidamente
secas e trituradas, sendo submetidas a extracdo em aparelho de Soxhlet com etanol p.a., sendo
posteriormente diluidas com DMSO a 2% e para avaliar o potencial bioldgico sobre o fungo, utilizou-
se & técnica de difusdo em 4gar em pocos na concentracdo de 1mg.mL™, concentragdo esta ja definida
pela técnica de Menor Concentracdo Inibitéria (MIC) realizada. Leveduras de C. albicans foram
cultivadas em meio BDA durante 24 horas com a absorbancia de turvacdo. Para o controle negativo,
utilizou-se somente o meio BDA; controle positivo foi realizado com emulsificante Kasumin®. O
delineamento foi inteiramente casualizado, com trés repeticbes por tratamento. A avaliacdo
consistiu em verificar os halos de inibicdo de crescimento fungico, a cada 24 horas, durante cinco
dias. Observou-se, que apds 120 horas, o extrato etandlico das cascas de M. guianensis apresentou
resultados dos halos de inibig&o sobre C. albicans, na qual os halos de inibigé&o de crescimento foram
de 1,52 mm do extrato etanolico, demonstrando maior espectro inibitério, se comparado com o
controle negativo que foi de 2,87 mm, enquanto que no controle positivo o halo de inibic¢do foi de 2,11
mm. Os resultados sinalizam o potencial antimicrobiano dessa planta, podendo ser promissoras para
estudos de desenvolvimento de novos farmacos.
Palavras-chave: Celastraceae. Triterpenos. Fitoquimica.
Abstract



The present work aimed the evaluation of antifungal activity of the ethanolic extract of the barks of
Maytenus guianensis against Candida albicans in vitro. Collected barks were properly dried and
grinded, being subjected to Sohxlet extraction with ethanol p.a, after dillution with DMSO (2%). For
the evaluation of biological activity against the fungus, agar well diffusion technique was used in the
concentration of 1mg.mL™, which was previously defined by the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) technique performed. Candida albicans yeasts were cultured in BDA medium during 24 hours
with turbidity absorbance. For negative control, only the BDA medium was used; Positive control was
performed with the emulsifier chemical Kasumin®. The design was totally randomized, with three
replicas per treatment. The evaluation consisted in assessing inhibition halos of fungal growth, each 24
hours, during five days. After 120 hours, the ethanolic extract from the barks of M. guianensis
presented results of growth inhibition halos of 1,52 mm against C. albicans, demonstrating a larger
inhibitory spectrum, if compared to negative control (inhibition halos of 2,11 mm). The results
highlight the antimicrobial potential of M. guianensis, which may be promising for drug development
research.

Keywords: Celastraceae. Triterpenes. Phytochemistry.

1. INTRODUCTION

Medicinal plants have been increasingly used by industrialized societies, not only by its curative
power, but also by its economic availability (DUTRA, 2009). Brazil has the greatest plant diversity of
the world, with an estimated number of over 20% of the total species of the planet. With more than
fifty thousand species described, corresponding to 22% of the total, this rich biodiversity is
accompanied by a wide acceptance of medicinal plant use and traditional knowledge associated to.
Approximately 48% of the medicines utilized in therapeutics are originated directly or indirectly from
natural products, especially medicinal plants (CARVALHO et al., 2007).

Thereby, medicinal plant users of various parts of the world maintain the practice of phytotherapics
consumption, making valid the therapeutic informations that were accumulated during centuries
(LUBIAN et al., 2010).

Celastraceae family comprises about 98 genera and 1.264 species and can be found all over the
brazilian territory (FONSECA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2006). There are many studies
demonstrating the active compounds of biological interest are associated to flavonoids, sesquiterpenes,
alkaloids and pentacyclic triterpenes (GONCALVES et al., 2005; MICHELIN et al., 2005; OLIVEIRA
et al., 2006).

The genus Maytenus, is the biggest genus of the family Celastraceae, comprising about 80 species
(OLIVEIRA et al., 2006) and among the biological activities attributed to these species we can cite
antinociceptive, antifungal (CUNICO et al., 2006), antioxidant (MAGALHAES et al., 2011),



anticytotoxic and antimutagenic (MENEGUETTI et al., 2014), antiplasmodial activity (BAY-
HURTADO, 2013) and genotoxicity (MENEGUETTI et al., 2015).

Among the species with medicinal properties, Maytenus guianesis is a small tree endemic of
Amazon, and popularly known as chichua, xixua and (SOUZA; LORENZI, 2008).

Its roots and stems are used as analgesic, anti-inflammatory, afrodisiac, muscular relaxant,
antirrheumathic and antidiarrheal, being also indicated in the treatment of arthritis, impotence, chills,
bronchitis, haemorroidae, helminthiases, lumbago, external ulcerations and ginecological uses and it is
used as a cosmetic in cutaneous eruptions and prevents skin cancer (DUKE; VASQUEZ, 1994;
REVILLA, 2002; BORRAS, 2003).

The secondary metabolism of Celastraceae family presents as one of the most versatile of the
known botanical families, wherein these metabolites accumulated by species of this family of plants
that are characterized by its mixed biosynthetic origin (chigquimate/mevalonate), resulting in the
production of amides or aromatic compounds essentially phenilpropanoidics of the lignane type and
neolignanes; they are also characterized by the occurrence of terpenes, flavonoids and other classes of
natural products (FAZOLIN et al., 2006).

Secondary metabolites, due to its roles on the interactions between organisms, will most often
possess biological activities. Many of these compounds have a great significance in the pharmaceutical
area, because they represent a promising source for the discovery of new molecules that are useful to
humans (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

The genus Candida are normally found constituting the human normal microbiota, in which it is
present in the mouth and digestive tract mucosas of healthy individuals, being capable of initiate an
onset of infections, which are called candidiases, principally in people presenting factors that
predispose them to this infection, like hormonal factors and low immune resistance (KHAN et al.,
2012; KIRAZ; YASEMIN, 2011).

Candida albicans is the most common pathogen in cutaneous and oropharyngeal candidiasis,
however the non-albicans species has raised in numbers and in importance in the vaginal and sistemic
candidiases (KHAN et al., 2012).

Due to the occurrence of unwanted effects, such as the resistance of some strains to the
conventional drugs principally in immunosuppressed individuals and the presence of toxic effects
related to these drugs, the study of plants with therapeutic properties, embracing those species with
antifungal activity has been increasingly growing, so, such study is justified not only by the possibility
of a determined plant species constitutes an alternative resource, but also due to the perspectives
related to the isolation of substances that presents significant efficacy, with fewer indexes of
disadvantages (ARAUJO et al., 2004).



Considering this reality, due to the shortage of works related to this area, this work aimed to assess
the presence of secondary metabolites of the barks of Maytenus guianensis, that could be used for
pharmaceutical purposes. In order to assess the presence of metabolites, a phytochemical analysis of
the ethanolic extract was done, with the purpose of evaluate its antifungal potential against C. albicans

in vitro.

2. MATERIALS AND METHODS

The phytochemical study of the barks of Maytenus guianensis was performed at Laboratorio de
Pesquisa em Quimica de Produtos Naturais (LPQPN) of Universidade Federal de Rondénia (UNIR),
on Porto Velho-RO.

Barks (2,3 kg) of M. guianensis were collected at Reserva Florestal Adolpho Ducke, located at km
26 of Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010) on Manaus, state of Amazonas. The botanical
identification was made by the dispatch of an voucher specimen (record number 188.48) at Herbarium
of Institute National of research in Amazon (INPA).

Barks properly dried and grinded (300g) were subjected to extraction in a Soxhlet extractor using
hexane (MGFH), chloroform (MGFC), ethyl acetate (MGFACEt), methanol (MGFE) and ethanol
(MGFE). After the evaporation of the solvent, the extract yielded 12,849 of MGFH, 11,259 of MGFC,
18,759 of MGFACEt, 20g of MGFM, and 28g of MGFE. We used the ethanol extract to present more
material.

The isolation and purification of the chemical constituents of the barks of the ethanolic extract
were performed by gas chromatography, using as bonded phase silica gel of Merck and Vetec (um 63-
200). The length and diameter of the column varied according to the amounts of the samples and of
silica to be used. For the Thin Layer Chromatography (TLC) were used chromatoplates of silica gel 60
(um 63-200). Above polyesther T - 6145, Sigma Chemical CO (with fluorescence label of 250 nm).

The solvent used in the chromatographic elutions were: hexane, ethyl acetate and methanol, pure or
combined in increasing degree of polarity. The disclosure of the chromatographed substances in CCD
was made by exposition of the analytic chromatoplates to ultraviolet light (UV), reveled in the
wavelength of 254 nm and by pulverization in an universal developed (mix of ethanol: acetic acid:
sulphuric acid - 80:10:10), followed of warming in an incubator at 100°C, by approximately five
minutes.

The mass spectra were obtained by electron impact (70 Ev) in a GC/MS Hewlett — Packard 5971
device using capillary column (30 m x 0,25 mm) dimethylpolysiloxane BD-1, having He as drag gas
and the temperatures of 250°C in the injector, 200°C in the detector and in the column varying 1°/min
between 35-180°C and 10°C/min in the range of 180-250°C.



The structure elucidation of the chemical constituents isolated from the bark of M. guianensis were
Facundo et al. (2015).

After, the MGFE was used for the antifungal tests that were performed at the microbiology
laboratory of Center of Teaching Sao Lucas, wherein the disk diffusion technique was used, in which
disks of five mm of diameters of C. albicans culture (ATCC 10.231), were put in the center of Petri
plagues containing Potato Dextrose Agar (PDA) medium , in the peripheral area of the plaques, four
disks of filter paper were organized symmetrically, and were plunged in 1mg.mL™ of plant extract
during 1 minute, resulting in 0,12mL of extract to each disk. For the negative control, disks plunged in
distilled water were used, and for the positive control, the chemical Kasumin® and ethanol (solvant
control) were used on the concentration of 1mg. mL™, this concentration was based on the results of
wells technique of the experiment is determined by the lowest inhibitory concentration (MIC) (LIMA
etal., 2016).

After this process, the plaques were incubated at 25°C during five days. The evaluation consisted in
measuring the diameter of the colonies (the mean of two steps that are diametrically opposed to each
other) initiated after 24 hours of incubation, lasting five days, that is, until the time the fungal colonies
of the witness treatment reached the whole surface of the plaque. The statistical design was entirely
randomized, wherein there was three repetitions per treatment. The data were subjected to analysis of
variance (ANOVA) and the Tukey test, in which p<0,05 was considered significant. The analysis was
done from the software Graphad Prism 5.0.

The emulsificant chemical Kasumin®, used in this work, was used for the comparison with our
results, because it is a non-ionic surfactant, antifungal, antibacterial and systemic antibiotic, that has
been used as a dispersant agent in the preparation of solutions, resulting in a more reliable procedure
for the preparation of the inoculum. However, the surfactants might interact with organisms and drugs,
affecting the in vitro activity of antimicrobial agents (NASCIMENTO et al., 2008).

3. RESULTS AND DISCUSSION

The MGFE extract, which obtained the highest yield, was subjected to silica gel chromatography,
and hexane, chlorophorm and acetone were used as solvants. After the evaporation of the solvants, the
following yields of eluates were obtained: hexanic eluate (MGFEH, 9,1 g), chlorophormic eluate
(MGFEC, 3,2 g) and acetone eluate (MGFEAC, 93,0 g). The MGFEAC eluate (45,0 g) was subjected
to silica gel chromatography with hexane and chlorophorm in increasing polarity, thus yielding 45
subfractions.

Repeated chromatographic procedures led to the isolation of four substances which were called
MGFEAC-1, MGFEAC-2, MGFEAC-3 and MGFEAC-4. The substance named MGFEAC-1
appeared as a white amorphous solid, soluble in chlorophorm, and when it was treated with acetic



anidride and concentrated sulphuric acid (Liebermann-Buchard test), it displayed a red coloration, so
confirming the triterpenic nature of this compound. All of the spectroscopic data of RMN-1H and
RMN-13C, uni and bidimensional, M.E. and I.R., revealed that MGFEAC-1 is a mixture of two
triterpenes of the friedelane class, which were already isolated from other Maytenus species and named
MGFEAC-1a friedeline and MGFEAC-1b friedelanol (Figure 1) (FACUNDO et al., 2015).

Figure 1 - Structure of the triterpenes friedeline (1a) and friedelanol (1b)

(1a) R=R;=0
(1b) R=H; R,=OH
Phytochemical studies performed in plants of the genus Maytenus, revealed these two triterpenes

can be considered chemosystematic markers of the genus (NOSSACK et al., 2000).

The compound MGFEAC-2 appeared as amorphous white solid, soluble in chlorophorm, melting
point of 268-269 °C, thin Layer Chromathography revealed only one spot and presented positive test
for triterpenes when it was treated with Liebermann-Burchard reagent. The spectroscopic data of
RMN-1H and RMN-13C, uni and bidimensional, M.E. and I.R., demonstrated the substance is a
pentacyclic triterpene of the friedelane class. It is about the triterpene 29- hidroxyfriedelan-3-one (2)
(Figure 2), already isolated in other plants of the genus Maytenus showing signs assigned to the
carbonyl group of friedelanol class (BAY-HURTADO, 2014.)

Figure 2 - Structure of the triterpene 29- hidroxyfriedelan-3-one
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The compound named MGFEAC-3 appeared as amorphous white solid, soluble in chlorophorm,
melting point of 278-280 °C, presented only one spot when analyzed by thin layer chromathography
and presented positive test for triterpenes when it was treated with Liebermann-Burchard reagent. The
spectroscopic data of RMN-1H and RMN-13C, uni and bidimensional, M.E. and I.R., demonstrated
the compound is the triterpene 16-hidroxyfriedelan-3-one (3) (Figure 3).

Figure 3 - Structure of the triterpene 16p-hidroxifrielan-3-one
30

29

2
~,

(3)

The compound MGFEAC-4 appeared as yellow crystals, soluble in chlorophorm, unknown
melting point, analysis in thin layer chromathography revealed only one stain and presented positive
test for triterpenes when treated with Liebermann-Buchard reagent. Despite this compound has showed
only one stain in TLC, the spectral data demonstrated it is a mixture of two quinonamethide
triterpenes, named tingenine (4a) and tingenone (4b) (Figure 4) (FACUNDO et al., 2015), isolated
from other plants of the genus Maytenus. Quinonamethide triterpenes are secondary metabolites whose

occurrence is limited to species of the family Celastraceae (CORSINO et al., 2000).

Figure 4 - Structure of the following quinonamethide triterpenes tingenine (4a) e tingenone (4b)




(4a) (4b)

Phytochemical assays, coupled with gas chromathophy linked to mass spectometer of the extract
MGFE, revealed the presence of other quinonamethide triterpenes, besides tingenine (4a) and
tingenone (4b). In following steps to this research, new chromathographic procedures are being
performed in order to lead to the isolation of other quinonamethide triterpenes of this extract. We also
observed in these assays, the presence of substances belonging to the flavonoid class.

Pentacyclic triterpenes are of great importance due to various biological activities they presents,
serving as candidates or prototypes of new drugs (ALVARENGA; FERRO, 2006). Studies with
friedeline (1a), (Figure 4) indicated the antiproliferative activity, proapoptotic (MARTUCCIELLO et
al., 2010), anti-inflamatory, analgesic and antipyretic (ANTONISAMY et al., 2011).

According to studies carried out in Germany, pentacyclic triterpenes are responsible by the activity
observed in the treatment of actinic keratosis, a wound on the skin caused by the sun which is
caracterized by the presence of reddish or slightly brownish areas with a harsh surface, indicates the
pentacyclic triterpenes are the substances responsible by the activity observed (HUYKE et al., 2006).

Asiatic (5) and madasiatic acid (6) (Figure 5) are components of a magistral preparation knowed
as Madécassol®, which can be used topically and internally, used as wound healer in burns and in the

treatment of chronic venous insufficiency (JAMES et al., 2009).

Figure 5 - Structure of the madasiatic acid (5) and asiatic acid (6)
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Another triterpene that has received attention is the ursolic acid (7) (Figure 6). A study performed

CH,OH

at University of lowa, United States, found the ursolic acid reduces muscle atrophy, fats, glycemia,

cholesterol and triglycerides, besides promoting muscle growth.

Figure 6 - Structure of Ursolic Acid (7)



(7)

Quinonamethide triterpenes are compounds that, until now, had only been isolated from species of
the family Celastraceae (CORSINO et al., 2000). Tingenone (4b) (Figure 4) is a quinonamethide
triterpene, isolated from various plants of this family, including Maytenus acanthophylla (OLIVEIRA
et al., 2006). Recent studies carried out by Silva and coworkers (2013), indicated the tingenone
possesses great activity against Microcystis novacekii, a species of cyanobacterium that possesses a
great capacity to form blooms and produce toxins, denominated microcystins, which are involved in
environmental accidents, and are responsible by the majority of cases of animal and human
intoxication.

The triterpenes found in this work may be originated from saponins, since the saponins possess
both lipophilic (triterpenes or steroids) and hydrophilic components in its structure, a property that is
related with the reduction of the surface tension of the water and its action as detergent and
emulsificant. Triterpenes have shown great potential in some biological activities: are anti-inflamatory,
antibacterial, antifungal, antiviral, analgesic, cardiovascular, antitumor (IKEDA, 2008).

An important factor to be taken into account when research involving medicinal plants is carried
out, and which is usually also neglected, are the environmental conditions established at the time of the
collection of the plant, like seasonality, weather, type of soil and air temperature. According to Freitas
et al. (2004), the production of secondary metabolites by the plant organism works according to the
interaction of the plant with its environment in response to chemical and biological factors. It may
explain divergent results of extracts of the same species, when specimens of this species are collected
in different locations and seasons.

In respect to the antifungal potential, we verified the ethanolic extract of the bark of M. guianensis
presented inhibition on C. albicans, in which in the end of 120 hours, the growth mean of the fungi
colonies in which the plant extract was used was 1.52 mm; in the negative control, using the sterile
distilled water, the mean was 2.9 mm; using ethanol, the mean was 2.11 mm, whilst in the positive

control, using the chemical, the mean inhibition was 2.78 mm (Table 1).



Table 1. Mean inhibition of the growth (mm) of the fungus C. albicans subjetected to exposition to the

plant extract of the bark of M. guinanensis in vitro during 120 hours

Treatments Hours

24 48 72 96 120 Means
Plant Extract 1,36 1,53 1,53 1,6 1,6 1,52+0,59
Positive control 2,66 2,83 2,83 3,03 3,03 2,87+0,29
Negative control 1,5 2,4 2,7 3,3 4,6 2,9+0,25

Statistically significant relative to distilled water * p<0,05; statistically significant relative to the
chemical #p<0,05.

According to the statistic analysis above, one can be seen that the results using the plant extract
were significant in comparison to distilled water, noting a satisfactory result, however it was not
satisfactory as the result of that of the chemical, and because of it, a difference relative to the chemical
can also be observed, but the results are encouraging since the extract tested was the crude extract,
being indicated further studies with secondary metabolites, for a better evaluation against C. albicans.
Another important point is that the extract used showed better results than that of the ethanol, since the
ethanol did not have significance relative to distilled water.

Similar results were found by Annan et al. (2009) using friedeline, also isolated in the present
work, from the methanolic extract of Paullinia pinnata L. roots against S. aureus and MRSA using the
MIC on the concentration of 256ug/mL relative to positive control using tetracycline (MIC=
128ug/mL). However, other authors suggest that biological assays aiming toxicity at different
concentrations must be carried out.

Plants of this family were widely investigated as a source of secondary metabolites and it was
found they may be powerful relative to its insecticide and antifungal activities (SANTOS et al., 2014).

The antimicrobial activities were described for pentacyclic triterpenes, such as oleananes, ursanes e
friedelane lupanes. It is speculated the mechanism of action of triterpenes is due to membrane lysis of
cellular microorganisms. For this purpose, the hexanic extract and three oxofriedelane-triterpenes (1),
3-o0x0-12a-hydroxyfriedelane (3), 3,16-dioxofriedelane (5) e 3-ox0-12a, 29-dihydroxyfriedelane (6) of
M. gonoclada were tested against the pattern of two lineages of Escherichia coli bacterium,
Citrobacter freundii, Bacillus cereus and against the yeast Candida albicans, using the disk-difffusion
test (AWANCHIRI et al., 2009)

Many of the secondary metabolites present in the family Celastraceae, presents pronounced
biological activities, in which are included antifungal activities (MARQUES et al., 2007).



The results similar were of Lima et al. (2016) together with the data described in the literature,
clearly show that the M. guianensis species is a rich source of triterpenes from the classes of friedelan
and quinone-methide, and has various biological activities, provides the first reports of results that
demonstrate the effectiveness of substances, obtained from M. guianensis, on four ATCC bacteria,
evaluated using the minimum inhibitory concentration test, ranging, in most, from 250 to 1.95 pg/mL

concentrations.

CONCLUSION

The results of this study showed that Maytenus guianensis is a rich source of triterpenes of the
friedelane and quinonamethide classes. According to data on literature cited along this manuscript, the
triterpenes belonging to these classes has shown several biological activities. Furthermore, it was
found the ethanolic extract inhibited the growth of C. albicans, relative to the chemical. However,
other concentrations and methodologies using new isolated compounds from M. guianensis must be

tested in order to improve the comprehension of the fungus-plant relationship.
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Abstract
Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek is a brazilian Amazon plant widely used in
tradicional medicine to treat malaria, leishmaniasis and cancer. Due to the increasing number of
resistant strains of microorganisms to known antimicrobial substances, various extracts of medicinal
plants are being assayed with the purpose of developing new compounds with antimicrobial activities.
Thus, the present work aimed to evaluate the biological potential of isolated substances of the bark of
M. guianensis on bacteria. The barks were collected at the Reserva Florestal Adolpho Ducke, in
Manaus-AM. After, they were dried and grinded, being subjected to Soxhlet extraction with different
solvants according to their polarity degree. The isolated substances were diluted with DMSO 2 %, and
for the evaluation of the antibacterial potential, the agar well diffusion technique was used. The design
was totally randomized with two replicas per treatment. The evaluation consisted on measuring
bacteria colonial growth after 24 hours of the beginning of the experiment. The results obtained from
the isolated substances of M. guianensis presented inhibitory effect against at least four out of the five
bacteria tested, where satisfactory inhibition halos were noted. The results highlight the antimicrobial
potential of this plant, which may be promising for the development of new drugs.
Keywords: Celastraceae. Maytenus guianensis. Bacteria. Biological assays.
Resumo
Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek é uma planta da Amazonia brasileira muito

utilizada na medicina popular contra malaria, leishmaniose e cancer. Com 0 aumento dos



microrganismos resistentes as substancias antimicrobianas ja conhecidas, varios extratos de plantas
medicinais estdo sendo testados com a finalidade de procurar novos compostos com atividade
antimicrobiana reconhecida. Assim, este trabalho visa avaliar o potencial biologico das substancias
isoladas das cascas de M. guianensis sobre bactérias. As cascas foram coletadas na Reserva Florestal
Adolpho Ducke em Manaus-AM. Posteriormente, foram devidamente secas e trituradas, sendo
submetidas a extracdo em aparelho de Soxhlet com diferentes solventes de acordo com grau de
polaridade. As substancias isoladas foram diluidas com DMSO a 2 % e para avaliar o potencial
bioldgico sobre as bactérias, utilizou-se a técnica de difusdo em agar em pocos. O delineamento foi o
inteiramente casualizado com duas repeticGes por tratamento. A avaliacdo teste consistiu em medir o
crescimento das coldnias das bactérias, apos 24 horas do inicio do experimento. Os resultados obtidos
das substancias isoladas de M. guianensis apresentaram efeito inibitério contra pelo menos quatro das
cinco bactérias testadas notando-se halos de inibicdo satisfatorios. Os resultados sinalizam o potencial
antimicrobiano dessa planta, podendo ser promissoras para estudos de desenvolvimento de novos
farmacos.

Palavras-chave: Celastraceae. Mayenus guianensis. Bactérias. Ensaios Bioldgicos.

1. Introduction

Brazil has the greatest plant diversity of the world, with an estimated number of over 20 % of
the total species of the planet. With more than fifty thousand species described, corresponding to 22 %
of the total, this rich biodiversity is accompanied by a wide acceptance of medicinal plant use and
traditional knowledge associated to. Approximately 48 % of the medicines utilized in therapeutics are
originated directly or indirectly from natural products, especially medicinal plants (CARVALHO et
al., 2007).

In Amazon, there are several plant species bearing medicinal properties (OSAKADA, 2009),
including the species belonging to the Celastraceae family, composed by 98 genera and roughly 1264
species (FONSECA ET AL., 2007; LORENZI & MATOS, 2008; OLIVEIRA et al., 2012), distributed
all over the world, particularly in the tropical and subtropical regions, including the north of Africa,
South America and Asia (SPIVEY et al.,, 2002; DUARTE et al., 2010; HURTADO, 2013;
MOHAMED & PERWEZ, 2014).

Furthermore, the family has species with great therapeutical relevance, presenting various
pharmacological activities, such as: antiulcerogenic, insecticidal, immunosuppressive, anti-rheumatic,
antibacterial and anticancer (FONSECA et al., 2007), and given that, species of this family have been
object of many phytochemical investigations and secondary metabolites isolated of these species have
shown great biological activity (FONSECA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2010; DING et al., 2010;
LIMA et al., 2010; ANTONISAMY et al., 2011; KENNEDY et al., 2011; SANTOS et al., 2013), of



which we can cite the friedelane pentacyclic triterpenes, quinonamethides, sesquiterpenes,
secofriedelanes, steroids, agarofuranic derivatives, proanthocyanidin glycosides, flavonoids,
sesquiterpene pyridine alkaloids and catequines (SILVA et al., 2008; SOUSA et al., 2012;
HURTADO, 2013).

Maytenus guianensis is a small tree, endemic of terra-firme regions in Amazon, and is
popularly known as chichua, xixuda, chuchahuasi, chucchu huashu, chuchuasi, chuchasha and
tonipulmon (DUKE & VASQUEZ, 1994; REVILLA, 2002).

Its roots and stems are used as analgesic, anti-inflammatory, aphrodisiac, muscular relaxant,
antirrheumatic and anti-diarreaic. The species is also indicated for the treatment of arthritis, impotence,
cold, bronchitis, haemorrhoid, helminthiases, lumbago, external ulcerae and ginecological uses
(BORRAS, 2003). As a cosmetic, it is used in cutaneous eruptions and prevents skin cancer
(REVILLA, 2002), besides of its antiparasitic action (MACARI et al., 2006), demonstrating a great
ethnopharmacological potential to be explored.

Bacteria easily develop resistance to some antibacterial agents. However, since the discovery of
first antimicrobials, a wide variety of agents have been studied for its activities on bacterial growth or
survival (HURTADO, 2013).

Considering the diversity of substances on plants and the possibility to find new antibacterial
substances, this work aimed to evaluate the activity of substances isolated from the barks of M.
guianensis against Staphylococcus aureus (ATCC 29213), methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) (ATCC 25923), Klebisiela pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeroginosa (ATCC
27853) and Escherichia coli (ATCC 25922).

2. Methods

The phytochemical study of the barks of M. guianensis was carried out at the Research
Laboratory of Chemistry of Natural Products of the Federal University of Ronddnia (UNIR), on Porto
Velho-RO. The collection of the fresh barks of M. guianensis was performed at Reserva Florestal
Adolpho Ducke, located km 26 of Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010) on Manaus, AM, with the
geographical coordinates 0°10° S, 67°05° W, on the summer period of 2010. The botanical
identification was performed by the dispatch of an exsiccate at the Herbarium of the National Institute
for Amazon Research (INPA), where it was registered by the number 188.485 and identified by the
researcher Doctor José Eduardo da Silva Ribeiro.

The barks were dried in an electric heater with air circulation at a temperature of 50° C during
48 hours. After, the dried barks were grinded for the increase of surface area, and subjected to three
extractions by percolation with ethanol P.A. 95 % at room temperature during three days, each
percolation. After the evaporation of ethanol, the ethanolic extract, named MGCE, was obtained. Part



of the ethanolic extract was destined for the isolation and purification of active principles, while the
other part of the extract was directed to antibacterial activity assay.

The isolation and purification of the chemical constituents of the ethanolic extract of the
barks were performed by glass column chromatography, using as standing phase silica gel of Merck
and Vetec (um 63-200). The length and diameter of the columns changed according to the amounts of
silica and samples used. For Thin Layer Chromatography (TLC), plates of silica gel 60 (um 2-25)
above polyesther T — 6145, Sigma Chemical CO (with fluorescence label of 250 nm, from Carlo Erba
trademark.

The solvants used in the cromatographic elution were: n-hexane, ethyl acetate and methanol,
pure or combined in an increasing gradient of polarity, from which fractions of 250 mL each were
collected. After concentration in rotaevaporator Labor and repeated chromatographc procedures in
silica gel columns, lead to the obtaining of some isolated substances. The revelation of the substances
chromatographed by TLC were carried out by exposition of the analytical plaques in ultraviolet light
(UV), revealed in a wavelength of 254 nm and pulverized with an universal revelator (mixture of
ethanol: acetic acid: sulphuric acid — 80:10:10), followed by warming in a heater, between 50-100° C,
during approximately five minutes.

The mass specters were obtained by electronic impact (70 Ev) on a CG/MS Hewlett - Packard
5971 instrument using a dimethylpolysiloxane BD-1 capillary column (30 m x 0,25 mm), using He as
carrier gas and temperatures of 250° C in the injector, 200° C in the detector and in the column varying
1°/min between 35-180° C and 10° C/min in the interval of 180-250° C.

The study of biological activity of the ethanolic extract and isolated substances of the barks of
M. guianensis against S. aureus (ATCC 29213), methicillin resistant S. aureus (MRSA), K.
pneumoniae (ATCC 13883), P. aerugionosa (ATCC 27853) and E. coli (ATCC 25922) were carried
out at Laboratério de Microbiologia do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM), on Porto
Velho-RO, where the Standard Operational Procedure (SOP) was used to execute the agar diffusion
test.

In the agar diffusion technique, it was observed the resistance profile and sensibility of bacteria
against isolated substances of M. guianensis by growth inhibition halos in vitro as recommended by
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), with modifications suggested by Cursino et al.
(2013) and Pieri et al. (2010).

10 mL of LB agar were spilled on 90 X 15 Petri dishes, which was named inferior layer. After
solidification of this layer, 15 mL of Muller-Hinton agar were put into the inferior layer, being named
superior layer. After culture solidification, cylindrical holes were made by using sterile tips of 200 L,

where there must be equidistance between the holes to avoid convergent inhibition zones.



On the surface of Mller-Hinton agar culture medium, the seeding was done by an impregnated
swab with the inoculus previously adjusted at 0,5 on McFarland scale of the bacteria S. aureus (ATCC
29213), methicillin resistant S. aureus (MRSA), K. pneumoniae (ATCC 13883), P. aeruginosa (ATCC
27853) and E. coli (ATCC 25922).

At the holes were added 40 uL of positive control at the concentration of 0,6 mg/mL and the
isolated substances with the concentrations of 40, 20, 10 and 5 pg/mL. After the administration of the
isolated substances, the plaques (dishes) were incubated at 37° C temperature during 24 hours. With
the diffusion of the product in agar, sensitive bacteria to the substances presented an inhibition halo
around the hole.

The reading of halos was measured in millimeters using a millimetric ruler. The diameters of
total inhibition halos (judged by naked eye) were measured, including the hole diameter. The
inhibition halo was considered to be the area without visually detectable growth.

The criterion for assessing inhibitory products was the presence of inhibition halos around the
holes. The sensibility profile of target-bacteria to tested products was classified according to the
following scale: resistant (absence of inhibition halo), little sensitive (up to 10 mm diameter halos);
moderately sensitive (between 20 and 30 mm halos) and severely sensitive (over 30 mm halos).

The inhibition zones obtained for the positive control were used for comparison of bacterial
sensitivity profile. The tests were performed in duplicates, and the positive results were confirmed with
one more repetition, in duplicates, and the final result was determined by the arithmetic mean of the

diameters of inhibition halos by the software GraphPad Prism 5.0.

3. Results and discussion

Repeated chromatographic procedures of MGCE lead to the isolation of four substances named
MGFEAC-1, MGFEAC-2, MGFEAC-3 and MGFEAC-4, which after analyses of spectroscopic data
of *H and uni and bidimensional *3C, IV and EM RMN, lead to the conclusion that MGFEAC-1 and
MGFEAC-4 were actually mixtures of triterpenes, where MGFEAC-1 corresponds to the triterpenes
friedeline and friedelol, and MGFEAC-4 corresponded to tingenine B and tingenone. MGFEAC-2 and
MGFEAC-3 were identified as the triterpenes 29-hidroxyfriedelan-3-one and 16-hidroxyfriedelan-3-
one, respectively. These compounds were isolated from the bark of this plant (FACUNDO et al.,
2015).

Phytchemical studies carried out in plants of the genus Maytenus revealed the triterpenes
friedeline and friedelol can be considered chemosystematic markers of the genus (NOSSACK et al.,
2000).

Triterpenes present significant interest due to its various biological activities, serving as
candidates or prototypes of new medicines (ALVARENGA & FERRO, 2006). Studies with friedeline



showed antiproliferative, proapoptotic (MARTUCCIELLO et al., 2010), anti-inflammatory, analgesic
and antipyretic, (ANTONISAMY et al., 2011) and allelopathic activities (SANTOS et al., 2008).

According to studies carried out by Huyke et al. (2006), the pentacyclic triterpenes are
responsible for the activity in the treatment of actinic keratosis, a skin wound caused by sun that is
characterized by reddish or slightly brownish areas with rough surfaces, indicating the pentacyclic
triterpenes are the main cause of the activity.

Quinonamethide triterpenes are compounds of isolation restricted to plants belonging to the
Celastraceae family (CURSINO et al., 2000). Tingenone is a quinonamethide triterpene isolated from
various plants of this family, among them M. acanthophylla (OLIVEIRA et al., 2006). Recent works
carried out by Silva et al. (2013), indicate tingenone has potent activity against Microcystis novacekii,
a cyanobacteria able of forming florations and producing toxins, named microcystins, which are
involved in environmental accidents, and are largely responsible for cases of both human and animal
intoxication.

The evaluation of substances contamination previously performed to the antimicrobial test
indicated these substances were free of contamination by bacteria and fungi, without development of
other colonies on both LB and agar media after incubation. These results revealed the substances
presented good microbiological conditions in the present work.

According to the results obtained by SOP, the four isolated substances MGFEAC-1, MGFEAC-
2, MGFEAC-3 and MGFEAC-4 presented biological activity for S. aureus (Table 1), MRSA (Table
2), P. aeruginosa (Table 3) and K. pneumoniae (Table 4), with growth inhibition halos on the tested
concentrations being observed.

In table 1 it is noted the concentration of 20pug/mL obtained the best results when compared to
the positive control (cloranfenicol), exhibiting inhibition halos ranging from 12 to 18 mm for the tested
bacteria.

The triterpene 29-hidroxyfriedelan-3-one (MGFEAC-3), was also isolated from the roots of
Salacia kraussi Miers and is cited in literature because of its potent cytotoxicity against HT-29 cell line
(human colon adenocarcinoma) and because of its antimalarial activity (FIGUEIREDO et al., 1998).

Table 1: Biological activity of isolated compounds of M. guianensis in different concentrations against

S. aureus in mm*

Samples Concentration (pug/mL)

40 20 10 5
MGFEAC-1 18 12 16 18
MGFEAC-2 12 12 13 14

MGFEAC-3 24 14 24 24




MGFEAC-4 18 18 18 18
P. CONTROL 30 30 30 30

* Results accompanied by mean and standard deviation

Furthermore, this compound presented antimicrobial activities against S. aureus, Bacillus
cereus and Candida albicans in the concentration of 5ug/mL, inhibiting between 8-10 mm relative to
positive control (cloranfenicol) (OLIVEIRA, 2014).

In table 2 it can be noted the concentrations of 10 and 40 pug/mL had the best results relative to
positive control (cloranfenicol), showing inhibition halos from 9 to 12 mm for the tested bacteria. The
triterpene 29-hidroxyfriedelan-3-one (MGFEAC-3) presented the best activity profile in comparison to

the other tested substances regardless of concentrations used.

Table 2: Biological activity of isolated compounds of M. guianensis in different concentrations against
P. MRSA in mm*

Samples Concentration (pug/mL)

40 20 10 5
MGFEAC-1 11 12 10 13
MGFEAC-2 9 10 10 16
MGFEAC-3 12 12 12 12
MGFEAC-4 12 12 12 12
P. CONTROL 30 30 30 30

* Results accompanied by mean and standard deviation

In table 3, it can be noted the concentration of 10 pg/mL had the best results when compared to
positive control (cloranfenicol), showing inhibition halos from 12 to 13 mm for tested bacteria and

according with the specific SOP the sensitivity profile was moderately sensitive.

Table 3: Biological activity of isolated compounds of M. guianensis in different concentrations against

P. aeruginosa in mm*

Samples Concentration (ug/mL)

40 20 10 5
MGFEAC-1 12 12 12 14
MGFEAC-2 12 12 12 12

MGFEAC-3 18 18 12 18




MGFEAC-4 12 12 13 16
P. CONTROL 30 30 30 30

* Results accompanied by mean and standard deviation

The triterpene 29-hidroxyfriedelan-3-one was isolated one more time from the barks of M.
guianensis, and the fact that it presented a better profile relative to the rest of the substances tested, as
well as for S. aureus and MRSA, is highlighted again. In table 4 it can be noted the concentrations of
10 and 20 pg/mL had the best results when compared to positive control (cloranfenicol) showing
inhibition halos of roughly 12 mm for the tested bacteria and according to the specific SOP was little

sensitive.

Table 4: Biological activity of isolated compounds of M. guianensis in different concentrations against

K. pneumoniae in mm *

Samples Concentration (pug/mL)

40 20 10 5
MGFEAC-1 14 12 12 17
MGFEAC-2 12 12 12 13
MGFEAC-3 12 12 12 12
MGFEAC-4 9 12 12 12
P. CONTROL 30 30 30 30

*Results accompanied by mean and standard deviation

The triterpene tingenone, one of the components presents in MGFEC-4, has antibacterial
activity against S. petenensis (SETZER et al., 2001) and the mixture MGFEC-4 has antioxidant
activity (HURTADO, 2013). The triterpenes tingenone and tingenine B, separated from each other,
presented inhibitory effect on the enzyme aldose reductase, suggesting an antidiabetic potential
(Morikawa et al., 2003).

A possible positive response of the tested substances over the bacteria was the utilization of
DMSO on the concentration of 1-2 %, being an ideal concentration for its use in experiments,
demonstrating the performance in the dissolution of the samples evaluated in this biological assay, as
well as facilitated the dispersion of it in the culture medium, thus improving the quality of procedures
with isolated substances.

According some authors the DMSO was inert for the development of E. coli, Staphylococcus
sp, Streptococcus sp and Klebsiella sp (DALMARCO et al., 2007), for aminoglycoside-resistant E.
coli (COUTINHO et al., 2009) and for Mycoplasma arginini, M. hominis and Ureaplasma urealyticum



(CORDOVA et al., 2010). Sufredini et al., (2006), using DMSO at 50 % did not find toxicity for
Gram-positive bacteria (S. aureus e E. faecalis) and Gram-negative bacteria (E. coli e P. aeruginosa).

Porfirio et al. (2009) and Ribeiro & Moura (2009) verified antibacterial activity in the extract of
Eleutherine plicata Herb (marupazinho), showing higher activity against the gram positive bacterium
S. aureus. The presence of quinonamethide tritepernes and tannins in the extract may be the main
cause by the antimicrobial activity of the plant (DJIPA et al., 2000).

Correia et al. (2008) in his study with the crude extract of Geissospermum argenteum reported
antimicrobial activity against P. aeruginosa strains on the concentrations of 20 ug/mL and 80 pg/mL
for sensitive S. aureus and 5 pg/mL for multi-resistant S. aureus.

According on the antimicrobial activity by agar diffusion technique in wells of isolated
compounds of M. guianensis, the results here presented against S. aureus, MRSA, P. aeroginosa and
K. pneumoniae present one more important evidence for the conclusion that plants are natural sources
of antimicrobial substances that are not only active against pathogens and pests, but also may represent
a feasible alternative of overcoming microbial resistance mechanisms.

Similar results were found by Annan et al. (2009) using friedeline, also isolated in the present
work, from the methanolic extract of Paullinia pinnata L. roots against S. aureus and MRSA using the
MIC on the concentration of 256 pg/mL relative to positive control using tetracycline (MIC= 128
pg/mL). However, other authors suggest that biological assays aiming toxicity at different
concentrations must be carried out.

Ogunnusi et al. (2010), after isolating friedeline and friedelanol of the ethanolic extract of
leaves of Euphorbia kamerucica Pax, performed antibacterial activity assays on the growth of P.
aeruginosa, E. coli and S. aureus on the concentrations of 100, 75 and 50 pg/mL, respectively, by agar
disk diffusion technique in wells and verified after 24 hours, growth inhibition zones ranging from 9 to
10 mm for S. aureus and from 13 to 15 mm for P. aeruginosa on the concentration of 50 pg/mL.
However, negative results were found in E. coli, where inhibition halos were not observed when
compared to other tested bacteria.

Other studies reveal that with the gram-negative bacterium, E. coli, the substances and plant
extracts are not efficient, that is, they do not present inhibition halos on the tested concentrations,
pointing the fact these bacteria, besides cell wall, present and external membrane that acts as a barrier
for many substances, including chemotherapics (NIKAIDO, 2003; YEAGLE, 2012).

This is noteworthy, since the cell walls of gram-negative bacteria are more complex than those
of gram-positive, since besides having a cytoplasmic membrane and a thin layer of peptideoglycans,
they also have an external membrane covering all of them. This external membrane serves as a
selective barrier that regulates the passage of some substances towards inside and outside of the cell
(SOARES, 2013). Similar results were found by Carvalho et al. (2014) where no antimicrobial activity



at any of the concentrations for the ethanolic and ciclohexanic extracts of Matricaria chamomilla
against E. coli was observed, on both agar and broth diffusion techniques.

The fact that the substances isolated did not present antimicrobial activity against E. coli does
not means they are not active against other species of pathogenic bacteria tested, since other plant
species have comproved activity against these bacteria, being noted there is variation in sensibility for
each type of substance assayed, suggesting new concentrations to be tested.

It is likely that the difference of antimicrobial activity is related not only to biological activity
of the substances, but also due to the presence of one of the structures of external membrane of Gram-
negative bacteria, which might prevent the passage of molecules by this membrane (FRANCA et al.,
2009), besides the particularities belonging to different resistance mechanisms of lineages.

Ribeiro & Soares (2000) stated that several factors influence the results of agar well diffusion
technique, such as: presence of bacterial enzymes, medium composition, substance diffusion in the
medium, inoculus density, incubation period, temperature, and stability of the substance used.

According to Estrela (2000), the method of Agar diffusion does not offer conditions for
comparison between substances with distinct solubitities and diffusibilities. Analyzing substances with
different dissociation and diffusion capabilities, it can be noted some tested substances did not present
difficulties regarding diffusion and dissociation in agar, however, in solubility tests with DMSO, the
turbidity of these substances was high, hampering the short-term solubility.

Although the exact mechanism by which the isolated substances are acting on the analyzed
bacteria is unknown, it is known that substances with antimicrobial activity might interfere on protein

synthesis, cell wall synthesis, cell wall degradation, and folic acid biosynthesis (BAX et al., 2000).

Conclusion

The results of this work, together with the data in literature, show clearly that M. guianensis is a
rich source of both friedelane and quinonamethide classes triterpenes, and according to the data cited
along this manuscript, the triterpenes belonging to this class have shown several biological activities,
strengthening the medicinal status of this plant. Further, this work presents the first report of results
that show the efficacy of the substances of M. guianensis on four tested ATCC bacteria using the agar

well diffusion technique.
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ABSTRACT

This study consists of a literature review on the traditional use of the medicinal plant Maytenus
guianensis, which was carried out using the databases: LILACS, SciELO, and PubMed. M. guianensis
is popularly known as xixuéa and occurs throughout the tropical and subtropical band of the world. In
Brazil, its leaves, bark, and roots are used as tea or macerated for the treatment of inflammation and
infections in general. It is also popularly used to treat rheumatism and worm infections. These
medicinal uses which have experimental support seem to be mainly associated with the presence of
triterpenes.

KEYWORDS: Maytenys guianensis, xixud, triterpenes.

RESUMO

O presente trabalho constitui-se de uma revisdo bibliografica sobre o uso tradicional da planta
medicinal Maytenus guianensis na qual foram utilizadas as bases de dados: LILACS, SciELO e
PubMed. M. guianensis é conhecida popularmente como Xixua e ocorre em toda a faixa tropical e
subtropical do mundo. No Brasil, suas folhas, cascas e raizes sdo utilizadas em forma de cha ou
maceracdo no tratamento de inflamacdes e infecgdes em geral. Outras doengas e condi¢bes em que
acha emprego popular incluem reumatismo e verminoses. Esses usos medicinais que tém apoio
experimental parecem associados principalmente a presenca de triterpenos.

Palavras-chave: Maytenys guianensis, xixua, triterpenos.

SYNONYMY

Chichud, xixua, chuchahuasi, chucchu huashu, chuchuasi, chuchasha, and tonipulmon (Borras,
2003; Ducke; Vasquez, 1994; Revilla, 2002).
USED PARTS

The leaves, roots, and barks are mainly used, but all parts of M. guianensis may be used in
traditional medicine. This plant also has nutritional value and it is used in seasonings (Revilla, 2002).
In addition, the red powder of the root bark of this plant is used by indigenous people (Sousa, 1986).

Its roots and stems are also used to treat infections and inflammations in general (Borrés, 2003).



GEOGRAPHIC DISTRIBUTION

In the Amazon, there are numerous species of plants with medicinal properties (Osakada,
2009), including the Celastraceae family, which consists of 98 genera and approximately 1,264 species
(Fonseca et al., 2007, Lorenzi; Matos, 2008; Oliveira et al., 2012), distributed in different parts of the
world, particularly in tropical and subtropical regions, including North Africa, South America and Asia
(Spivey; Weston; Woodhead, 2002; Duarte et al., 2010; Hurtado, 2013; Mohamed; Perwez, 2014).

Maytenus is the largest and most diverse genus of the Celastraceae family and it is included in
the Celastroideae subfamily, Oxphylla section, which is restricted to South America (Carvalho-Okano;
Leitdo-Filho, 2005). This genus has about 200 tropical species; among these, 76 species and 14
varieties are found in Brazil, mainly in the South region (Negri; Possamai; Nakahima, 2009).
Specimens of this genus are found in the Amazon forest, Atlantic forest, Cerrado (Brazilian savanna),
Restinga (forest on sandbank along the coastal), Caatinga, and campo rupestre (rocky field). Maytenus
guyanensis is an endemic tree of solid land, found in some areas of the Amazon forest, mainly in Peru,
Ecuador and Colombia (Borras, 2003; Ducke; Vasquez, 1994; Revilla, 2002).

BOTANICAL DESCRIPTION OF THE PLANT

The leaf of M. guyanensis is oblong-lanceolate or elliptical, entire, acuminate, coriaceous, and
glossy on the upper surface, with10 — 20 cm length and 3 — 4 cm width, cartacea, prominent central
and inconspicuous secondary vein on both surfaces; this plant has apex acuminate to cuspidate with
petiole of 4 mm width, inflorescence axillary, numerous minute pentamerous flowers, colorful calyx
with deciduous teeth and white obovate petals, its fruit is an ovoid capsule, with oblong seeds with
white arils (Revilla 2001; 2002). The stem is cylindrical with fluted base. It has yellowish brown
furrowed rhytidome; detachment in papyraceous plates (Ribeiro et al., 2009).

MICROSCOPIC CHARACTERISTICS

The structure of the secondary growth root has distinct growth layers, bounded by marginal
parenchyma bands, distributed at regular intervals. It has vessels of diffuse distribution, uniform,
circular section, with a thin wall; an average of 2.44 um thick, solitary pores, and tangential diameter
of 20 - 29 micrometers (Prata, 2007). Although Metcalfe; Chalk (1957) mentions that the vessels of the
roots of the Celastraceae family often contain tylose, it was not observed in the root vessels of M.
guianensis. Vessel elements with and without appendages were found, such appendages were present
at both ends. The intervessel pits are alternate and bordered; the axial parenchyma is apotracheal in

transversal section and in bands (Prata, 2007).



The periderm of the species belonging to the Celastraceae family originates in the subepidermal
layers. The cells of this layer suffer periclinal divisions, producing phellogen cells towards the
periphery, and phelloderm towards inward. This behavior corroborates the observations of Solereder
(1908) and Metcalfe; Chalk (1957) to Maytenus genus.

The lenticels have filling tissue composed of about 20 layers of juxtaposed cells (Gloria;
Guerreiro, 2006).

According to Gloria & Guerreiro (2016), because of this continuity of intercellular spaces and
the internal tissues of the axial organ, it is supposed that the function of the lenticels is related to the
exchange of gasses. The developed periderm consists of a relatively thick phellem composed about 30
layers of tabular cells naturally colored with two color patterns: reddish brown and dark brown.
Sequentially, it is observed the phellogen and a phelloderm with 4 rows of cells with natural yellowish
brown color.

As described by Gléria & Guerreiro (2006), phellem cells are typically devoid of visible
content, however in some cases, it is possible to observe the accumulation of resin or phenolic
compounds. In cross-section, the phellogen cells are rectangular, radially flattened with a compact
arrangement, which is observed in M. guianensis.

The phelloderm consists of active parenchyma cells, similar to the cortical parenchyma and
may be distinguished from the other cells according to their alignment with the phellogen cells. The
cortex has cells with a rounded shape, surrounded internally by fibers and several stone cells (Prata,
2007).

FOREMOST CHEMICAL COMPONENTS

According to Lima et al. (1969), who were the first researchers to devote themselves to
Maytenus spp. phytochemical studies, this species presented several phytochemical groups; the most
prominent were terpenoids, alkaloids, tannins, macrolides, and flavonoids, among others (Coimbra, Da
Silva, 1958; Carlini; Frochtengarten, 1988; Alonso, 1998; Santos-Oliveira et al., 2009; Simoes, 2007,
Estevam et al., 2009). The presence of these groups was later confirmed, and their therapeutic potential
is well known.

The heartwood (Pinheiro, 1990), bark (Sousa et al., 1986; Macari; Portela; Pohlit, 2006; Lima;
Vargas; Pohlit, 2010), and inner bark (Hurtado, 2013) of M. guianensis have been already studied. In
his dissertation Pinheiro (1990) conducted a study on the heartwood ethanolic extract of this species,
resulting in the isolation of the following secondary metabolites: dulcitol, N-dimethyl serine, B-
sitosterol, B-sitostenone, 3,7-dioxo-friedelane, proanthocyanidin A, and 4'-O-methyl - (-) -
epigallocatechin. Sousa et al. (1986) carried out a study on the root ethanolic extract and they isolated

the wilfordine and evonine sesquiterpene alkaloids.



Macari; Portela; Pohlit (2006) performed a chemical study on the bark ethanolic extract of M.
guianensis, resulting in the isolation of the flavonoid 4-methyl epigallocatechin; and finally, Hurtado
(2013) conducted a phytochemical study on its inner bark, which resulted in the isolation of six
pentacyclic triterpenes: 3-oxofriedelane, 3p-hydroxyfriedelane, 3-oxo-164-hydroxyfriedelane, 3-oxo-
29-hydroxyfriedelane, tingenone and tingenine B.

Phytochemical studies on leaves, stem barks, and roots of M. guianensis led to the isolation and
identification of the following terpenoids: five friedelane (friedeline, friedelol, 16p-friedeline, 29-
hydroxifriedeline and 3,7-friedelodione), one B-amerine oleanane, one a-amerine ursane, and three
friedo-nor-oleanane  (quinine-methides) (tingenone, 22-hydroxy-tingenone and 22-hydroxy-
pristimerine). In addition, two steroids (B-sitosterol and sitostenone), one sesquiterpene alkaloid (N,N-
dimethylserine) (SOUSA et al, 1986; FACUNDO et al, 2015), and one flavonoid (4-methyl-
epigalocatequine (MACARI et al., 2004) were also identified.

MEDICINAL USES

The red powder of the root bark of M. guianensis is used by indigenous people as an alcoholic
infusion as a general tonic, for the treatment of rheumatism, as contraceptive and aphrodisiac. For the
topical use, it is used as an antitumor agent for skin cancer, as well as for the treatment of wounds (Da
Silva, 1990).

Its roots and stems are also used as an analgesic, anti-inflammatory, aphrodisiac, muscle
relaxant, anti-rheumatic and anti-diarrheal. This species is also indicated for the treatment of arthritis,
sexual impotence, colds, bronchitis, hemorrhoids, worm infections, lumbago, external ulcers, and
gynecological purposes (Borras, 2003). As a cosmetic it is used in skin rashes and to prevent the skin
cancer (Revilla, 2002).

As tincture it is used as a muscle relaxant, to treat arthritis and rheumatism; as decoction a part
of the bark is used (about 2 to 5 centimeters in 2 liters of water); to treat arthritis and rheumatism it
was reported a cup (coffee) three times a day for a week (Borrés, 2003). The decoction of the branches
is considered a stimulant and tonic (Ducke; Vasquez, 1994). Moreover, it is used for antiparasitic
action (Macari; Portela; Pohlit, 2006), demonstrating a great ethnopharmacological potential to be

explored.

MEDICINAL PROPERTIES SUPPORTED BY SCIENTIFIC EVIDENCE

In recent years, there has been a significant increase in the interest in plants belonging to the
Maytenus genus, especially in Brazil, which has nearly 40% of all known species (Carvalho-Okano;
Leitdo-Filho, 2004), which occur in the North (Acre, Amazonas, Amap4, Para, Rondonia, Roraima),
Northeast (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte,



Sergipe), Midwest (Distrito Federal, Goiads, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Southeast (Espirito
Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo), and South region of this country (Paran, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina), with some species used in traditional medicine.

Maia et al. (2009) identified by the platelet aggregation test that the dry extract of M.
guianensis bark showed mediated inhibition of aggregation of 26% at a concentration of 200/ml™ and
77% at a concentration of 400 pg/mL™, making possible the use of this species for pharmacological
purposes.

ANTI-LEISHMANIA ACTIVITY

Macedo et al. (2015) reported that an isolated triterpene of M. guianensis incorporated into
microparticles in solution proved to be highly toxic to the parasites, according to the IC-50 value.
When it was encapsulated in the microparticles, it maintained its activity anti-leishmania, but in a more
attenuated way and sustained over time, suggesting that the developed microparticles have the
potential of a modified release system for subsequent intracellular delivery of the triterpene to

eliminate amastigotes.

ANTIMALARIAL ACTIVITY

The M. guianensis extracts showed a good anti-P. falciparum activity in HRPII trials and the
most active result was for EAMG with 1C50 of 190.37 ng.mL™, and the less active result for EHMG
with 1C-50 of 305.23 ng.mL™ (Hurtado, 2013; Meneguetti et al., 2014a).

ANTIOXIDANT ACTIVITY

Hurtado (2013) evaluated the antioxidant activity of the “on bark” of M. guianensis, and found
significant difference p<0.05, with a percentage of antioxidant activity higher than the standard value,
used at a concentration of 200 pug.mL™ in the hexane eluate (94.91 %) and chloroform eluate (96.11%),
concentration of 150 pg.mL™ in acetone extract (95.93%), hexane eluate (95.59%), chloroform eluate
(94.53%) and acetone eluate (94.70%), whereas in the other 117 tested concentrations this same
behavior was not verified, comparing the values with the commercial standard Ginkgo biloga (Egb
761), indicating the potential of this species.

The values obtained for CE50 with acetone extract of the inner bark (50.44 ug.mL™) and
acetone eluate (49.52 pg.mL™) are the closest values in comparison with the values obtained with the
extract of G. biloba (46.62 pg.mL™), this fact is probably due to the presence of antioxidant

substances, which reveals a promising antioxidant activity of the studied species.



ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY

Hurtado (2013) showed significant antiedematogenic effect by administering (via i.p.) the
acetone extract of the stem inner bark (EAMG), hexane - 135 - eluate (EHMG), chloroform eluate
(ECIMG), acetone eluate (EACMG), CQH-2 and CQH-3 of M. guianensis, using the paw edema test in
mice with 1% carrageenan.

The results obtained after administering the EAMG, EHMG, ECIMG, CQH-2 and CQH-3 of
M. guianensis showed that the doses, tested at the evaluated time, were effective to inhibit the
formation of edema, with a higher efficacy for EAMG and CQH-3, notably by administering CQH-3,
which resulted in an inhibition of 65% in the volume of edema formation at a time of 120 minutes with

a dose of 50 mg/kg.

CYTOTOXIC AND MUTAGENIC ACTIVITY

The data show that the aqueous extract of M. guianensis has cytotoxic effect at concentrations
of 77 and 192mg/mL (p<0.001), (Meneguetti et al., 2014b; 2015). What is not worrying because these
concentrations are, respectively, 20 times more concentrated than the common concentration
(3.85mg/ml) used by the population (Camparoto et al., 2002).

The only treatment that showed mutagenic effect was those with 192mg/ml (P<0.001)
(Meneguetti et al., 2014b). It was observed at this concentration some anaphasic bridges which are
changes that occur because of the mutagenicity (Sturbelle et al., 2010). Thus, the study carried out by
Meneguetti et al. (2014b) demonstrated, in A. cepa cells, safety regarding the cytotoxic and mutagenic
effects in concentrations up to 10 times higher than those used in the traditional use of M. guianensis.
The same was also observed in mammals as it was found that aqueous extract of M. guianensis in
concentrations up to tenfold higher than the concentration used inethnopharmacology does not present
genotoxic effects and, moreover, it has antigenotoxic actions in mice treated acutely (Meneguetti et al.,
2014b).

ANTIMICROBIAN ACTIVITY

Pioneering studies such as the one performed by Lima et al. (1969) have already demonstrated
that the maitenin has strong antimicrobial activity against many gram-positive bacteria. These effects
were corroborated by demonstrating that extracts of leaves and roots have antimicrobial effect for
several pathogens, including Staphylococcus aureus and Streptococcus sp..

Annak et al. (2009) confirmed that the gallic tannins can inhibit the growth of bacteria by
changing the selective permeability of the cell wall. Tannins from the catechin have in vivo and in vitro
activity against H. pylori (Mabe et al., 1999). According to Singh; Dubey (2001), the friedelin and



friedelan3-B-ol have in vitro antimicrobial activity against S. aureus, Escherichia coli, and also against

the fungus Aspergillus niger.

OTHER EFFECTS

The triterpenes, in particular, the friedelin, have anti-inflammatory activity, reducing the edema
induced in mice paws by carrageenan (Shmizu; Tomoo, 1994). These effects may explain, in part, the
analgesic action found by Gonzales et al. (2001) with the compression test of mice tail.

The friedelin and other triterpenoids of the Maytenus genus inhibit the aldose reductase
enzyme; this activity is weak in isolated compounds, but consistent in triterpene fractions. This
enzyme is responsible for the excess synthesis of sorbitol in diabetics, a mechanism that implicates in
complications such as the peripheral neuropathy of this disease (Chavez et al., 1998).

FINAL CONSIDERATIONS

M. guianensis is an important phytotherapic in folk medicine, mainly due to its anti-
inflammatory activity and general infections. Therefore, this study intends to offer support to the study
on the xixud’s ethnopharmacological properties, as well as point out the benefits of its use, showing
the importance of the scientific research on the various medicinal properties that this species may

offer.
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Abstract

The Brazilian Amazon rainforest, even for its richness and biological diversity, can offer the
opportunity for innovative and efficient discovery of molecules with potential use in large scale. The
interest in secondary metabolites have grown tremendously in recent years due to its wide use as raw
material in the preparation of substances with biological activity. Specifically in relation to plants
producing amazonian essential oils and plant extracts, the Maytenus guianensis is a shrub native to our
region, being popularly known as fruit-Werewolf. The leaves are used as anti-inflammatory and
infections is also indicated in the treatment of arthritis and hemorrhoids. Thus, the present study aimed
to identify the classes of secondary metabolites from the ethanol extract of the leaves, stems and bark
of M. guianensis. We carried out the identification of secondary metabolites with plant extract using
specific reagents alkaloids, glycosides cardiotonic, coumarins, flavonoids, tannins, saponins and
triterpenes, based on coloration and precipitation. It was found that all the studied structures show
botanical alkaloids, coumarins, flavonoids and tannins using any specific reagents. However, the
absence of a secondary metabolite cardiotonic glycoside was found in most of the tested reagents. The

results of this study revealed that this species has secondary metabolites which can serve as raw



material for synthesis of bioactive substances, particularly drugs and are used in many preparations to
benefit human health, such as in the production of food and biological activity against microorganisms.
Keywords: Maytenus. Celastraceae. Triterpenes.



Resumo

A Floresta Amazonica Brasileira, devido sua riqueza e diversidade bioldgica, pode oferecer a
oportunidade para descobertas de inovadoras e eficientes moléculas com potencial de uso, em larga
escala. O interesse em metabdlitos secundarios tem crescido muito nos dltimos anos, devido a sua
ampla utilizacdo como matéria-prima na preparacdo de produtos ou formulagBes com atividade
bioldgica, especificamente em relagdo as plantas amazonicas produtoras de 6leos essenciais e extratos
vegetais. Maytenus guianensis € uma arvore nativa da regido Norte, sendo conhecido popularmente
como chichua. Suas folhas séo utilizadas como anti-inflamatorio, no tratamento de infecgdes, artrite e
hemorroidas. Com isso, 0 presente trabalho teve como objetivo identificar as classes de metabdlitos
secundarios do extrato etandlico dos talos, folhas e cascas de M. guianensis. Realizou-se a
identificacdo de metabdlitos secundarios com o extrato da planta utilizando reagentes especificos de
alcaloides, glicosideos cardiotdnicos, cumarinas, flavonoides, taninos, saponinas e triterpenos, reacoes
de precipitacdo e coloracdo. Verificou-se que todas as estruturas botanicas estudadas apresentaram
alcaloides, cumarinas, flavonoides e taninos utilizando todos os reagentes especificos. Porém, a
auséncia do metabdlito secundario glicosideo cardiotonico foi verificado na maioria dos reagentes
testados. Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a espécie estudada apresenta metabdlitos
secundarios que podem servir como matéria-prima para a sintese de substancias bioativas,
especialmente farmacos, além de serem utilizados em diversos preparos para beneficio na salde
humana, como na producdo de alimentos e na atividade biolégica contra microrganismos.

Palavras-chave: Maytenus. Celastraceae. Triterpenos.

1 Introduction
The Brazil is recognized as one of the most expressive biodiversity of the biosphere and plays a

very important role in human welfare and health, by providing basic goods and ecosystem services.
With over 55,000 described species, which corresponds to 22 % of the world total, this rich
biodiversity is known for harboring many species of plants, used over time in medicine, and it is
directly related to the associated traditional knowledge. Approximately 48% of the drugs used in
therapy arise, directly or indirectly, from natural products, especially medicinal plants (ALHO, 2012).

Natural products with antimicrobial activity, from plant or microbial, have a prominent
importance in bioprospecting research since the antibiotics available in the market are increasingly
ineffective due to the emergence of resistant strains, which has become a global concern (ANDRADE,
2009). Thus, several studies have been conducted aiming the use of natural products as a source of
active substances against pathogenic bacteria (DAS et al., 2007; ZILBERG et al., 2004).

The Amazon forest stands out with the highest floristic diversity of the world, but there are few
studies on its chemical and pharmacological potential. Thus, this forest has several plant and microbial



species that may contain non-described secondary metabolites or therapeutic potential that was not
studied yet, and that could be used against various diseases, especially regarding diseases caused by
bacterial agents (TANAKA et al., 2005).

The Celastraceae family comprises about 98 genera and about 1,264 species and it may be
found throughout Brazil (OLIVEIRA et al., 2006; FONSECA et al., 2007). There are several studies
that demonstrate that the principles of the biological interest are associated with flavonoids,
sesquiterpenes, alkaloids, and pentacyclic triterpenes (GONCALVES et al., 2005; MICHELIN et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2006).

Maytenus guianensis is a small size tree endemic of solid ground in the Amazon; this plant is
known as chichua, xixua, chuchahuasi, chucchu huashu, chuchuasi, chuchasha and tonipulmon
(DUKE; VASQUEZ, 1994; REVILLA, 2002).

Its roots and stems are also used as an analgesic, anti-inflammatory, aphrodisiac, muscle
relaxant, anti-rheumatic and anti-diarrheal. The tea and ointment, made from the leaves of the species,
are also indicated for the treatment of arthritis, sexual impotence, colds, bronchitis, hemorrhoids, worm
infections, lumbago, external ulcers, and gynecological purposes (BORRAS, 2003). As a cosmetic it is
used in skin rashes and to prevent the skin cancer (REVILLA, 2002), furthermore, it has antiparasitic
action (MACARI; PORTELA; POHLIT, 2006), demonstrating a great ethnopharmacological potential
to be explored.

Therefore, this study aimed to identify the secondary metabolites of botanical structures

(leaves, bark and stems) of ethanol extracts of M. guianensis.

2 Method
2.1 Plant collection

The phytochemical study of the M. guianensis (leaves, bark and stems) was carried out at the
Research Laboratory of Chemistry of Natural Products (LPQPN) of the Federal University of
Ronddnia (UNIR) in Porto Velho, Rondonia State, Brazil. The collection of the fresh bark of M.
guianensis was conducted in the Adolpho Ducke Forest Reserve, located at the km 26 in the highway
Manaus-Itacoatiara (AM-010), Manaus, Amazonas State, at the geographic coordinates 0°10'S, 67°05'
W, in 2010 summer season. The botanical identification was performed by sending a voucher
specimen to the Herbarium of the National Institute for Amazonian Research (INPA), where it was
registered under the number 188,485 and identified by the researcher Dr. José Eduardo da Silva

Ribeiro.

2.2. Phytochemical study



The leaves, bark and stems were adequately dried in an electric oven with air circulation at a
temperature of 50 °C for 48 hours. Subsequently, they were ground to further increase the contact
surface, then, the obtained material was subjected to three extractions by percolation with 95 %
ethanol (P.A.) at room temperature for three days, each. After the ethanol evaporation, we obtained the
ethanolic extract called MGCE. Phytochemical tests were performed with the ethanol extract, based on
precipitation and coloration of the extracts diluted in specific solution and reagents for each test as
Matos (2009):

Alkaloids

To perform the assay we used 2.0 mL of the ethanolic solution is added 2.0 mL of hydrochloric
acid (10 %), which heated the mixture for 10 minutes. After cooling, the extract was divided into three
test tubes and placed in eight drops using Pasteur pipette, the reagents following recognition:
Tube 1 - Reactive Mayer: watching white precipitate formation or light white haze;
Tube 2 - Reactive Dragendorff: watching precipitate formation of orange color red;
Tube 3 - Reactive Wagner: observing orange color precipitate formation.

Glycosides cardiotonic

A 2.0 mL solution of the extract was added 3.0 mL of lead acetate solution 10 % and 2.0 mL of
distilled water. Heated the mixture in a water bath for 10 minutes. Then the extract was filtered and
stirred with 10.0 mL of chloroform, the chloroform phase separated in 4 test tubes. After evaporation
of chloroform, the formation of residues in the tubes, which were added the following reagents:
Tube 1: was performed Salkowski reaction for the determination of steroidal nucleus. going from
yellow color to purple is a positive result.
Tube 2: 1.0 mL of Reactive Kedde. Pink or blue-violet to visible indicates cardenolide the
bufadienolidos not react. The color attenuates within minutes.
Tube 3: the reaction was carried out Keller-Kiliani (glacial acetic acid in a drop Il ferric chloride to 5
% methanol and concentrated sulfuric acid). intense staining is positive.
Tube 4: This was the Liebermann-Burchard reaction (1.0 mL of sample / few drops of acetic acid + 3.0
mL acetic anhydride / sulfuric acid (50: 1, v / v) Positive Result: Coloring green, blue-green, purple
blue.
Tube 5: This was the reaction Baljet (1.0 mL of sample / eight drops of acetic acid + 3.0 mL of
chloroform). Positive result: orange color, purple or red.
Tube 6: This was Raymond reaction (the extract is filtered and added 2 drops of ferric chloride
solution of 10 % + two drops of lead acetate to 10 %). Positive result: color ranging from yellow to

purple.



Coumarins

In a test tube was placed 2.0 mL of the ethanolic solution, capped with filter paper soaked in 10
% solution of NaOH and brought to a water bath at 100 ° C for some 10 minutes. It was removed and
the filter paper was examined under ultraviolet light. The yellow or green fluorescence indicates the

presence of coumarins.

Flavonoids

This study is based on the modification of the structure of the flavonoid in the presence of acid.
Was placed in a tube, 2.0 mL ethanolic extract being added two drops of 10 % lead acetate. The
presence of a colored precipitate indicates positive aspects of the reaction

Tannins
The 2.0 mL of the ethanol extract was added 10 mL of distilled water. They were filtered and
were added two drops using a Pasteur pipette, the 10 % ferric chloride solution. blue color indicates

possible presence of hydrolysable tannins and green staining tannins.

Saponins

In this assay, with 2.0 mL of ethanolic solution, was added 5.0 mL of boiling distilled water.
After cooling, stirred vigorously, leaving at rest for 20 minutes. It is classified by the presence of
saponins foaming.
Triterpenes

In this assay, with 2.0 mL of ethanolic solution, was added 5.0 mL of chloroform. After
filtration, the extract was divided into two portions. In each tube there were the Liebermann-Burchard
reactions and Salkowski. The triterpenes develop color and stable steroids develop color changing with

time

3 Results and Discussion
3.1 Collection and preparation of botanical structures

After processing, the botanical structures provided the following quantities fresh materials and
dried materials, which demonstrated sufficient sample for ongoing research (Table 1):

Table 1: Botanical structures collected to yield the extract, fresh weight and dry weight

Plant material Weight fresh (g) Weight dry (g) Extract yield (mL)




Leaves 1.122.67 506,15 50
Bark 2.030,44 379,16 75
Stems 909,32 290,75 53

Species of Celastraceae family, highlighting the gender Maytenus, has been the subject of
numerous phytochemical investigations and many secondary metabolites have biological activities.
The major classes of metabolites include those described pentacyclic triterpenes and friedelanicos
quinonamethide, sesquiterpenes, secofriedelanos, steroids, agarofurénicos derivatives, glycosides,
proanthocyanidins, flavonoids glycosides, sesquiterpene alkaloids pyridine and catechins
(HURTADO, 2013).

3.2 ldentification of secondary metabolites of botanical structures

The secondary metabolites found in the leaves were for alkaloids, glycosides cardiotonic using
Salkowiski reagents, Keller-Killiani, Baljet and Raymond, coumarins, flavonoids, tannins, saponins
and triterpenes. But results were negative for cardiotonic glycosides using reagents Kedde and

Liebermann-Burchard and triterpenoids using the reagent Salkowiski, according to Table 2:

Table 2: Identification results of secondary metabolites of ethanol extract of the leaves of M.

guianensis

Secondary metabolites Extract ethanol Colouring/Precipitation
Alkaloids

Reagent the Mayer Positive Orange

Reagent the Wagner Positive Cream

Reagent the Dragendorff Positive Orange

Glycosides cardiotonic

Reagent the Salkowiski Positive Red

Reagent the Kedde Negative Yellow

Reagent the Keller-Killiani Positive Dark green
Reagent the Liebermann Negative Yellow

Burchard

Reagent the Baljet Positive Orange

Reagent the Raymond Positive Orange

Coumarins Positive Green fluorescence

Flavonoids Positive Red




Tannins Positive Green
Saponins Positive Foaming

Triterpenes

Reagent the Liebermann- Positive Brown
Buchard
Reagent the Salkowski Negative Red

For the secondary metabolites of the stems, the results were positive for: alkaloids, cardiotonic
glycosides using Salkowiski reagents, Keller-Killiani, Baljet and Raymond, coumarins, flavonoids,
tannins, saponins and triterpenes. But results were negative for cardiotonic glycosides using reagents

Kedde and Liebermann-Burchard, according to Table 3:

Table 3: Identification results of secondary metabolites of ethanol extract of the stems of M. guianensis

Secondary metabolites Extract ethanol Colouring/Precipitation
Alkaloids

Reagent the Mayer Positive Orange

Reagent the Wagner Positive Purple

Reagent the Dragendorff Positive Orange

Glycosides cardiotonic

Reagent the Salkowiski Positive Red

Reagent the Kedde Negative Orange

Reagent the Keller-Killiani Positive Dark green
Reagent the Liebermann Negative Yellow

Burchard

Reagent the Baljet Positive Orange

Reagent the Raymond Positive Orange

Coumarins Positive Green fluorescence
Flavonoids Positive Red

Tannins Positive Gren




Saponins

Triterpenes

Reagent the Liebermann-
Buchard

Reagent the Salkowski

Positive

Positive

Positive

Foaming

Brown

Orange

While for the secondary metabolites of bark, the results were positive for: alkaloids, cardiotonic

glycosides using reagents and Salkowiski Baljet, coumarins, flavonoids, condensed tannins and

triterpenes. But results were negative for cardiotonic glycosides using Kedde reagents, Keller-Killiani,

Liebermann-Burchard and Raymond and saponins, according to Table 4:

Table 4: Identification results of secondary metabolites of ethanol extract of bark of M. guianensis

Secondary metabolites

Extract ethanol

Colouring/Precipitation

Alkaloids

Reagent the Mayer
Reagent the Wagner
Reagent the Dragendorff
Glycosides cardiotonic
Reagent the Salkowiski
Reagent the Kedde
Reagent the Keller-Killiani
Reagent the Liebermann
Burchard

Reagent the Baljet
Reagent the Raymond
Coumarins

Flavonoids

Tannins

Saponins

Triterpenes

Positive
Positive

Positive

Positive

Negative
Negative
Negative

Positive
Negative
Negative
Positive
Positive

Negative

Orange
Purple
Orange

Green

Orange
Yellow
Yellow

Orange

Red

Not Green fluorescence
Orange

Green

No foaming




Reagent the Liebermann- Positive Brown
Buchard
Reagent the Salkowski Positive Red

Based on the results obtained, the qualitative phytochemical analysis indicated the presence of
large number of classes of secondary metabolites present in the leaves, stems and bark of M.
guianensis. Of secondary metabolites analyzed the substances that were found present alkaloids,
coumarins, flavonoids and tannins using all specific reagents. The absence of other compounds may be
associated with the degree of ripeness at harvest, by genetic differences between cultivars, storage
conditions, time between harvesting and pulping and storage conditions of the pulp, among other
factors, as expressed Schmidt (2009).

Still According Bobbio; Bobbio (2003), the degradation of some compounds may occur during
the extraction of vegetable, processing and storage of food, influenced by extrinsic and intrinsic
factors. Temporal and spatial variations in total content as well as the relative proportions of secondary
metabolites in plants occur at different levels (seasonal and daily; intraplanta, inter- and intraspecific),
and despite the existence of a genetic control, the expression may undergo modifications resulting
from interaction of biochemical, physiological, ecological and evolutionary processes. They represent
a chemical interface between the plant and the surrounding environment, so its synthesis is often
affected by environmental conditions (COUTINHO, 2013).

The plant extracts containing alkaloids are used as medicines, poisons and magic portions
since the dawn of civilization. Thus it is difficult to establish the correct origin of the discovery of
these substances. Records indicate that opium was used by the Sumerians 4000 years BC because of its
soporific and analgesic properties (HOSTETTMAN et al., 2003).

The isolation of the first pure substances from the plant kingdom begins to happen in the
nineteenth century. This century characterized by extracting work mainly organic acids and organic
bases which later received alkaloids denomination. Are this time the isolation of morphine (1804),
quinine and strychnine (1820) (ALMEIDA et al., 2009).

Currently, numerous experiments show the fact that many secondary metabolites present in
plants, such as terpenes, alkaloids, cyanogenic glycosides, saponins, tannins, anthragquinones are
allelochemicals representing adaptive characters and has diversified during evolution by natural
section to protect plants against viruses, bacteria, fungi, plants and competing against herbivores
(WINK, 2003).

Cardiac glycosides are complex triterpene molecules created by amphibians and plants that
exert intense biological effects in humans and many other organisms. While extremely toxic, these

molecules often have therapeutic use, when properly administered in minute quantities. In humans,



small amounts of cardiac glycosides soften and strengthen the heart beat. They do this by blocking the
sodium and potassium pump of heart cells, which leads to a delay in the electrical signal between the
atria and the ventricles. In larger amounts, cardiac glycosides can be extremely toxic, rapidly induce
drowsiness, color vision disorders, slow and irregular heart rhythm, followed by death (SIMOES et al.,
2004).

The coumarin found in all botanical structures M. guianensis are a chemical class, the first
isolated representative of VVogel in 1820, the species coumarone odorata. These metabolites are present
in different parts of the plants both in the roots and in the flowers and fruits and may be distributed in
different families of Angiospermae as Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae in which are found with wide
occurrence. Also present in Fabaceae, Oleaceae, Moraceae and Thymeleaceae. Among the taxa that
biosynthesize coumarins have species of very diverse habits, such as trees, shrubs and herbs
(RIBEIRO; KAPLAN, 2002).

The plants rich in alkaloids pyrrolizidine began to be studied by chemists of natural products
because farmers in many parts of the world, began to associate them with the intoxication of ruminants
and horses, which caused serious economic problems (BULL et al., 1968).

Flavonoids also found in all botanical structures M. guianensis represent one of the major
phenolic groups and diverse among the products of natural origin. This class of secondary metabolites
is widely distributed in the plant kingdom (SIMOES et al., 2004). They are found in fruits, vegetables,
seeds, bark, roots, stems, flowers and their preparation products such as tea and wine (NIJVELDT et
al., 2001). They have a characteristic core C6 -C3 -C6 being biosynthesized from the channels of
shikimic acid and acetic acid (CAZAROLLI et al., 2002).

Clinical studies have been conducted in various parts of the world in order to verify the
effectiveness of flavonoids in diseases of inflammatory origin, such as interstitial lung disease,
idiopathic pulmonary fibrosis, asthma and pulmonary sarcoidosis. In these studies highlight the
flavonol quercetin. Moreover, efficacy studies involving synthetic derivatives are also being developed
(HOWES et al., 2007).

The pentacyclic triterpenes and friedelanicos quinonamethide are the most common in plant
extracts of M. guianensis (HURTADO, 2013). The reported biological structures and functions are:
pentacyclic triterpenes: a skeleton is formed by three carbon atoms may be arranged in five six-
membered rings (NUNEZ et al., 2005). The populndnico acid, isolated from the bark of
Austroplenchia populnea, has anti-inflammatory activity. This plant is found in the Brazilian Cerrado
and used in folk medicine for the treatment of dysentery and inflammations such as rheumatism
(ANDRADE et al., 2007); Sesquiterpenes: Basic skeleton dihydro-p-agarofurano. This structure
comprises rings A and B as a decalin, having a melt tetrahydrofuranyl bridge. This isolated from
Celastrus vulcanicola presents photosynthetic inhibition activity. The isolated constituents of this plant



and its biological activity had not yet been investigated. C. vulcanicola is a subtropical woody vine
distributed in Central America and the Caribbean (TORRES-ROMERO et al., 2008); Quinonamethide
triterpenes: secondary metabolites are restricted to higher plants of Celastraceae family (CORSINO et
al., 2000). Tingenone is a substance isolated from the roots of several species of the family
Celastraceae, for example, Austroplenckia populnea (DUARTE et al., 2006) and Hippocratea excelsa
(MENA-REJON et al., 2007). Has numerous biological activities, such as Trypanosoma cruzi
(DUARTE et al., 2006), intestinal Giardia (MENA-REJON et al., 2007) and inhibition of tubulin
protein that may be the mode of action which justifies the cytotoxic and antitumor activity (MORITA
et al., 2008).

Steroids or triterpenes constitute the essential or volatile oils. According Fracaro et al. (2004),
there is no fundamental difference between the triterpenes and sterols, considering the latter as
tetracyclic triterpenes have lost at least three methyls. These metabolites are found in the ethanol
extracts of bark and stems of medicinal plants, because their therapeutic interest gives to the
importance of cardiotonic glycosides, which are part of this group. Tannins have proved positive in
this study, can be used to treat diarrhea, as diuretics in stomach problems (heartburn, gastritis, gastric
ulcer, tumor stomach and duodenum) and also as anti-inflammatory, antiseptic and haemostatic
(CUNHA et al., 2010).

The presence of saponins was confirmed in the study with only the leaves and bark, as to be
busy, the plant extract formed foams, indicating a positive result. According Yang et al. (2010), the

antifungal activity of saponins, is due to the interaction of these sterols with the plasma membrane

4 Conclusion

From the experiments, it was found that all botanical structures fitoquimicamente tested exhibit
secondary metabolites (alkaloids, coumarins, flavonoids, tannins and triterpenes). However, it is
necessary that this species is subject to phytochemicals biomonitorados studies, in order to isolate and
identify the active compounds and establish relationship with the biological activities observed in

popular use.
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Maytenus guianensis € uma planta da Amazonia brasileira muito utilizada na medicina popular contra
maléria e leishmaniose. Rhipicphalus microplus é um importante ectoparasita que causa prejuizos
econdmicos a pecudria brasileira. Com isso, 0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
carrapaticida do extrato etandlico das cascas de M. guianensis sobre R. microplus. As cascas foram
coletadas, posteriormente, secas, trituradas e submetidas a extracdo em aparelho de Soxhlet com
diferentes solventes de acordo com grau de polaridade. Fémeas ingurgitadas foram coletadas de
bovinos no Campo Experimental da Embrapa Rondonia. As fémeas foram encaminhadas para o
Laboratorio de Sanidade Animal, imersas em solucdo de hipoclorito de sddio 2%, enxutas em papel
toalha e selecionadas conforme a integridade, motilidade e grau de ingurgitamento. Dessas, apenas 30
foram separadas para a postura. As larvas utilizadas no Larval Packet Test foram obtidas de um grupo
de 30 fémeas ingurgitadas, anteriormente selecionadas, as quais foram fixadas dorsalmente em placas
de Petri e acondicionadas em estufa tipo BOD (£ 27°C e UR > 80%) para realizacdo da postura. Apos
18 dias de ovoposicao, as posturas foram retiradas e acondicionadas em tubos plasticos arrolhados com
algoddo hidrdéfilo e mantidas em BOD até a eclosdo das larvas. Os envelopes foram confeccionados em
papel filtro e impregnados com o extrato etandlico das cascas de M. guianensis diluidos em etanol, em
triplicata utilizando as seguintes concentracdes: 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg/mL. Foram
preparados ainda envelopes impregnados com etanol (controle negativo) e cipermetrina em grau
técnico na concentracdo de concentracdo de 25,6 pg/cm? (controle positivo). Aproximadamente 100
larvas foram colocadas em cada envelope, vedados imediatamente e acondicionados em BOD por 24
horas. Apos este periodo os envelopes foram abertos, e realizados a contagem de larvas utilizando o
calculo da porcentagem de mortalidade. A concentracdo letal foi calculada através do teste estatistico
Probit. Verificou-se que o extrato etandlico das cascas de M. guianensis ndo apresentou atividade
carrapaticida, notando-se que a maior porcentagem de mortalidade foi 28% utilizando-se a maxima
concentracdo que foi de 50 mg/mL. Contudo, se faz necessario a realizacdo de novas metodologias
para verificar a menor concentragdo para a mortalidade de R. microplus. (FAPEAM, CNPQ)
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Maytenus guianensis Klotzsch Ex Reissek, conhecida popularmente como chichud, é uma arvore de
pequeno porte endémica de terra firme na Amazénia. Suas raizes e caules sdo utilizados na medicina
tradicional como analgésico, anti-inflamatorio, afrodisiaco, relaxante muscular, antireutmatico e
antidiarreico. Candida albicans é o patégeno mais comum nas candidiases cutaneas e da orofaringe,
porém as espécies ndo albicans tém aumentado em nimero e em importancia nas candidiases vaginal e
sistémica. Devido a ocorréncia de fatores indesejaveis, como o surgimento de resisténcia de algumas
cepas aos antifingicos convencionais principalmente em individuos imunodeprimidos e a presenca de
efeitos toxicos destes, o estudo de plantas com propriedades terapéuticas se faz necessario. Com isso, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade fungicida do extrato etandlico das cascas de
M. guianensis sobre C. albicans in vitro. As cascas coletadas foram devidamente secas e trituradas,
sendo submetidas a extracdo em aparelho de Soxhlet com etanol p.a., sendo posteriormente diluidas
com DMSO a 2% e para avaliar o potencial biol6gico sobre o fungo, utilizou-se a técnica de difusdo
em &gar em pocos na concentracdo de 1mg.mL™, concentragéo esta ja definida pela técnica de Menor
Concentracdo Inibitéria (MIC) realizada. Leveduras de C. albicans foram cultivadas em meio BDA
durante 24 horas com a absorbancia de turvagdo. Para o controle negativo, utilizou-se somente 0 meio
BDA; controle positivo foi realizado com emulsificante Kasumin®. O delineamento foi inteiramente
casualizado, com trés repeticdes por tratamento. A avaliacdo consistiu em verificar os halos de
inibicdo de crescimento fungico, a cada 24 horas, durante cinco dias. Observou-se, que ap6s 120
horas, o extrato etandlico das cascas de M. guianensis apresentou resultados dos halos de inibicao
sobre C. albicans, na qual os halos de inibicdo de crescimento foram de 1,52 mm do extrato etandlico,
demonstrando maior espectro inibitério, se comparado com o controle negativo que foi de 2,87 mm,
enquanto que no controle positivo o halo de inibicdo foi de 2,11 mm. Os resultados sinalizam o
potencial antimicrobiano dessa planta, podendo ser promissoras para estudos de desenvolvimento de
novos farmacos. (FAPEAM, CNPQ)
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