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RESUMO

A pesquisa de novas substancias com potencial antimicrobiano possui
grande relevancia cientifica, pois o aumento das infeccdes fingicas
oportunistas ¢ o uso indiscriminado dos antimicrobianos tradicionais na
pratica clinica resultou no aparecimento de diversos patdgenos
resistentes. A utilizacdo tradicional de produtos naturais, aliada ao
desenvolvimento cientifico, tem propiciado grandes avancos no estudo
de plantas medicinais. A diversidade estrutural dos seus fitoconstituintes
lhes confere um grande potencial terap€utico como fonte de matéria-
prima farmacéutica para a obteng@o de novos agentes antimicrobianos
ou como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar a potencial atividade
antimicrobiana de produtos de origem natural e realizar um estudo
bioguiado com a espécie vegetal que apresentar os melhores resultados.
Foram avaliados 22 extratos frente a cepas de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida
albicans (ATCC 10231), pelo método de difusdo em disco na
concentracdo de 100 mg/mL, sendo o extrato etandlico das folhas de
Dalbergia ecastaphyllum o inico que apresentou halo de inibigdo frente
a S. aureus e E. faecalis igual ou superior a 10 mm. O extrato etanolico
foi particionado com solventes de polaridade crescente e, através dos
ensaios de difusdo em disco ¢ macrodilui¢do, foi possivel observar que a
fracdo acetato de etila (AcOEt) apresentou potente atividade frente a S.
aureus com halos de inibicdo de 14 mm e concentragdo bactericida
minima (CBM) de 6,25 mg/mL. A analise por cromatografia em cada
delgada (CCD) aliada ao ensaio bioautografico, demonstrou que a fragao
AcOEt concentrava a maioria dos constituintes bioativos e que o
comportamento cromatografico desta fragdo sugere a presenca de
flavonodides e taninos condensados, visto que esta fracdo apresentou
zona de inibi¢do na regido de Rf correspondente aos flavondides e
taninos detectados na analise por CCD. Na analise do teor de compostos
fendlicos a fragdo AcOEt apresentou o maior teor de fenolicos totais
(11,05 + 0,128 EAG em g/100 g de extrato seco). Este é o primeiro
relato da atividade antibacteriana de Dalbergia ecastaphyllum, sendo os
compostos fendlicos presentes na fracdo AcOEt da classe dos
flavonodides e taninos, os responsaveis pela atividade com potencial
antibacteriano promissor, considerando a CBM detectada.



Unitermos: Triagem antimicrobiana, Dalbergia ecastaphyllum L. Taub.,
difusdo em disco, CBM, bioautografia.



ABSTRACT

SCREENING OF POTENTIAL ANTIMICROBIAL ACTIVITY
OF NATURAL PRODUCTS: BIOASSAY-GUIDED
INVESTIGATION OF Dalbergia ecastaphyllum L. TAUB.

The search for new substances with antimicrobial potential has high
scientific relevance, once the increase in opportunistic fungal infections
and the indiscriminate use of traditional antimicrobials resulted in the
multiple-drug-resistant organisms. The traditional use of natural
products coupled with the scientific development led great advances in
the study of medicinal plants. The structural diversity of its constituents
provided a great therapeutic potential as a source pharmaceutical raw
material or as models for new drugs. This study aimed to evaluate the
potential ~antimicrobial activity of natural products and a
biofractionation-guided investigation with the plant species that provide
the best results. Twenty-two extracts were evaluated against
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli
(ATCC 25922) and Candida albicans (ATCC 10231) by the disk
diffusion method at 100 mg/mL and only the ethanolic extract from the
leaves of Dalbergia ecastaphyllum showed inhibition zone against S.
aureus and E. faecalis >10 mm. Thus, the ethanolic extract was
partitioned with solvents of increasing polarity and by the disk diffusion
and macrodilution assays it was observed that the ethyl acetate fraction
(AcOEt) showed higher activity against S. aureus with inhibition zones
of 14 mm and minimum bactericidal concentration (MBC) of 6,25
mg/mL. Thin-layer chromatography (TLC) analyses together the
bioautography assay showed that the AcOEt fraction has the most
bioactive constituents and the chromatographic fingerprint of this
fraction suggests the presence of flavonoids and condensed tannins,
since the inhibition zone detected is in Rf values corresponding to
flavonoids and tannins detected in the TLC analyses. Finally, the the
highest total phenolic content (11,05 0,128 GAE g/100 g of dry
extract) were detected in the AcOEt fraction. This is the first report of
antibacterial activity of Dalbergia ecastaphyllum and the phenolic
compounds present in the AcOEt fraction - flavonoids and tannins - are
responsible for the promising antibacterial activity, considering the
MBC detected.



Key words: Antimicrobial Screening, Dalbergia ecastaphyllum L.
Taub., disk diffusion method, MBC, bioautography.
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1. INTRODUCAO

As substincias antimicrobianas representam um dos principais
avancgos terapéuticos nas ultimas décadas. Contudo, apesar da enorme
gama de farmacos antibacterianos e antifingicos disponiveis, ¢ da sua
evolu¢do quimica e farmacoldgica, o uso indiscriminado destes
medicamentos resultou no aparecimento de patdogenos resistentes
(LIVERMORE, 2005; MARZOUK et al., 2009; WHO, 2002).

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antibioticos tem
causado prejuizos na clinica sendo considerada causa primaria de morte
nas unidades de cuidados intensivos nos hospitais em todo mundo
(ALEKSHUN; LEVY, 2007; LIVERMORE, 2005). Em 2004, estimou-
se que mais de 70% das bactérias patogénicas apresentavam resisténcia
a pelo menos um antibidtico disponivel para uso clinico (KATZ et al.,
20006).

Desta maneira, a necessidade permanente do desenvolvimento
de novos farmacos a serem utilizados no combate e/ou controle dos
microrganismos permanece significativa no contexto cientifico mundial
(AYRES et al., 2008; COWAN, 1999; CRAGG; NEWMAN; SNADER,
1997, PACKER; LUZ, 2007, RATES, 2001) sendo, os produtos
naturais, potenciais fontes de novos agentes antibacterianos e
antifingicos (MARZOUK et al., 2009).

Os produtos naturais originados a partir de microorganismos,
animais e principalmente plantas medicinais, t€ém sido empregados na
cura de doencas por milhares de anos (CHATTOPADHYAY; KHAN,
2008; CHIN et al., 2006; HARVEY, 2000). A utilizagdo tradicional de
espécies vegetais aliada ao desenvolvimento cientifico tem propiciado
grandes avancos no estudo terapéutico de plantas medicinais e, em
consequéncia, na descoberta de novas substdncias com promissoras
atividades bioldgicas e farmacologicas, sendo usados como farmacos,
matéria-prima para a sintese de moléculas complexas ou como
prototipos para o desenvolvimento de novos medicamentos
(NEWMAN, 2008; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000; OJIMA,
2008, PIETERS; VLIETINCK, 2005; WANG, 2008). Para o tratamento
das doengas infecciosas, por exemplo, de um total de 230 farmacos
aprovados pelo FDA, entre os anos de 1950 e 2006, 137 foram obtidos
de fontes naturais ou baseados nestes produtos (NEWMAN; CRAGG,
2007). Assim, a variedade dos metabolitos secundarios encontrados na
natureza representa uma ferramenta essencial na descoberta e
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desenvolvimento de novos produtos bioativos, em fung¢do da sua
diversidade quimica estrutural (NICOLAOU; CHEN; DALBY, 2009).

Varios metabolitos secundarios de plantas sdo investigados em
relagdo as suas propriedades antimicrobianas (COWAN, 1999;
MAHADY, 2005), pois estas substancias tém exercido um importante
papel no controle de doengas causadas por bactérias e fungos
(DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Dentre estes, destacam-se o0s
flavonoides (BYLKA; MATLAWSKA; PILEWSKI, 2004), taninos
(SCALBERT, 1991; SOUZA et al., 2007), alcaldides (O’DONNELL;
GIBBONS, 2007), saponinas (BAHRAMINEJAD et al., 2008) e
terpendides (SHAI et al., 2008), metabodlitos secundarios largamente
investigados e que possuem potencial atividade antimicrobiana, o que os
torna potencial fonte de matéria-prima farmacéutica para a obtengdo de
novos agentes antimicrobianos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a potencial atividade antimicrobiana de extratos
vegetais, realizar um estudo bioguiado com a espécie vegetal que
apresentar os resultados mais promissores e correlacionar estes dados
com a composi¢do quimica da espécie.

2.2 Objetivos especificos

Realizar uma triagem antibacteriana e antifungica de extratos e
fracdes de diferentes espécies vegetais da biodiversidade brasileira,
frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 10231), através da
técnica de difusdo em disco.

Identificar, através da técnica de macrodilui¢do em caldo, a
concentracdo inibitéria minima dos extratos e fracdes de Dalbergia
ecastaphyllum L. Taub.

Determinar a concentra¢do bactericida minima dos extratos e
fragdes de Dalbergia ecastaphyllum L. Taub. que apresentaram
resultado no ensaio de difusdo em disco.

Realizar a caracterizacdo quimica dos extratos e fragcdes de
Dalbergia ecastaphyllum L. Taub. através do teor fenolicos totais e por
cromatografia em camada delgada.

Selecionar a fragdo que apresentou o melhor resultado no ensaio
de difusdo em disco e macrodilui¢do, e detectar os compostos
responsaveis pela atividade através da técnica de bioautografia.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Atividade antimicrobiana de produtos de origem vegetal

A ocorréncia de substincias com potencial antimicrobiano em
produtos naturais ndo é um fato recente, pois a busca pelas mesmas teve
grande impulso apds a descoberta da penicilina a partir do fungo
filamentoso Penicillium notatum, por Alexander Fleming, em 1929,
seguido de muitos outros estudos que induziram a descoberta de novas
substancias com atividade antimicrobiana, tais como a eritromicina,
nistatina, vancomicina, artemisinina, frente a diversos microorganismos,
como bactérias, fungos e parasitas (CRAGG; NEWMANN, 2007;
LIMA, 2001).

A introdugdo dos antibidticos da classe das sulfonamidas na
década de 1930 e da penicilina na década de 1940 revolucionou a pratica
médica, diminuindo significativamente as taxas de mortalidade
associada as infec¢des bacterianas. Estas descobertas concentraram
esforcos na busca por novos farmacos antibacterianos durante os 30
anos seguintes, resultando na descoberta da maioria das classes de
antibacterianos conhecidos atualmente, muitos deles derivados de
produtos naturais (BUTLER; BUSS, 2006).

Durante a ultima década, observou-se o desenvolvimento de
patogenos resistentes e os antibidticos tiveram sua eficacia reduzida,
este problema vem se agravando pelo fato de que novos farmacos
raramente chegam ao mercado (SALEEM et al., 2010). A resisténcia a
um determinado farmaco, sobretudo aos antimicrobianos, esta associada
a sua ma utilizacdo, pois mais de 60% destes medicamentos sao
prescritos de forma ndo racional (MIMICA MATANOVIC et al., 2010).

Desde 1970 constatou-se que somente trés novas classes de
antibacterianos chegaram ao mercado e, nos ultimos 20 anos houve um
declinio de 56% no numero de antibidticos aprovados pelo FDA
(BUTLER; BUSS, 2006). E importante ressaltar que muitos dos
antibioticos descobertos até o inicio dos anos 1970 e que atingiram o
mercado farmacéutico apresentavam caracteristicas quimicas que foram
usadas posteriormente como protdtipos para geracdo de novos
antibidticos (PELAEZ, 2006).

Neste contexto, novas estratégias vém sendo desenvolvidas na
pesquisa de produtos naturais com a finalidade de acelerar o processo na
descoberta de novos antimicrobianos, como: a descoberta de substincias
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em microorganismos pouco explorados (organismos obtidos de novos
ecossistemas, como bactérias de solo e organismos marinhos), a
utilizagdo de ferramentas genOmicas para o acesso a novos produtos
naturais ¢ a busca por firmacos com novos mecanismos de acgdo
antimicrobiana, o que, aliado a novos ensaios biologicos, permitem
triagens in vivo e in vitro de um grande numero de amostras (High-
throughput screening, HTS) (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010).

A medicina tradicional dos paises em desenvolvimento
(América do Sul, Africa, Asia e India) contém uma imensa reserva de
espécies que ainda ndo foram completamente avaliadas, tanto do ponto
de vista quimico como farmacolégico (WAGNER, 2007). O Brasil € o
pais com a maior biodiversidade do mundo, possuindo em sua flora um
numero superior a 55 mil espécies descritas, o que corresponde a 22%
do total mundial. Esta rica biodiversidade é acompanhada por uma longa
aceitacdo do uso de plantas medicinais em virtude do conhecimento
tradicional (CARVALHO et al., 2007; SILVA; FERNANDES JUNIOR,
2010).

Neste contexto, inimeras pesquisas vém sendo desenvolvidas
na busca de novos fitoconstituintes com alto valor terapéutico que
possam servir como fontes valiosas para a potencial produ¢do de novos
medicamentos uteis em diversas doencas (ABEYSINGHE, 2010;
BETONI et al, 2006, LEE, 2010; PERUMAL SAMY;
GOPALAKRISHNAONE, 2010).

As micromoléculas ou metabolitos secundérios desenvolvem
um papel de significativa importancia nas espécies vegetais, pois além
de serem responsdveis pelo aroma, odor e pigmentos das plantas,
servem como mecanismos de defesa contra microorganismos (virus e
outros agentes infecciosos), insetos e herbivoros. Ao contrario dos
metabolitos primarios, eles possuem distribuigdo restrita, ou seja, sdo
encontrados em concentragdes relativamente baixas em plantas e
microorganismos, apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular
e sdo caracterizados por uma enorme diversidade quimica e marcantes
atividades biologicas (ITOKAWA et al.,, 2008; PERUMAL SAMY;
GOPALAKRISHNAONE, 2010; VERPOORTE, 2000).

De acordo com Cowan (1999) e Silva; Fernandes Junior (2010)
os compostos fendlicos s@o o grupo de metabdlitos secundarios que
apresentam maior numero de substancias com atividade antimicrobiana.
Compostos fenolicos encontram-se amplamente distribuidos nas
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espécies vegetais, com a fungdo de protegdo contra infecgdes
microbianas, radiagdo UV e estresse quimico. Atualmente, plantas que
contém altos teores de compostos fenolicos sdo alvos de interesse,
devido a potencial propriedade antioxidante destas substancias e por
atuarem como poderosos agentes anti-infecciosos (SALEEM et al.,
2010).

Os compostos fenodlicos sdo extremamente diversos, sendo
conhecidos mais de oito mil estruturas que incluem desde moléculas
simples até outras altamente polimerizadas. A estrutura basica destes
compostos ¢ formada pelo anel benzénico com grupos hidroxilas
associados diretamente a estrutura ciclica. Geralmente, os compostos
fenolicos apresentam-se conjugados com mono e polissacarideos ligados
a um ou mais grupos fenolicos. Esta ampla categoria de compostos pode
ser classificada como polifenois ou fenodis simples, tendo como base o
numero de subunidades fenolicas presentes em sua estrutura
(HARBONE; BAXTER; MOSS, 1999). Na literatura, diversas espécies
vegetais que possuem atividade antimicrobiana sdo ricas em polifenois
como flavondides, quinonas, taninos, catequinas e acidos fenolicos.
(PERUMAL SAMY; GOPALAKRISHNAONE, 2010; SALEEM et al.,
2010).

Coulidiati e colaboradores (2011) avaliaram a composicao
quimica e as atividades antioxidante e antibacteriana dos extratos
acetona e fra¢des das folhas de Combretum acutum Laws e das partes
aéreas de Combretum sericeum G. Don. A avaliacdo da atividade
antibacteriana frente a cinco cepas bacterianas padrao ATCC e a cinco
bactérias obtidas por isolados clinicos foi realizada por meio do método
de difusdo. Segundo os autores, a fragdo n-butanol de ambas as espécies
foram as que exibiram melhor atividade antioxidante e antibacteriana,
atividades relacionadas aos altos teores de taninos em sua composi¢do
quimica.

A atividade antimicrobiana dos extratos hexano, acetato de etila
e metanol das raizes de Bauhinia tomentosa ¢ Bauhinia vahlii foram
avaliados frente a quatro cepas de bactérias gram positivas, quatro gram
negativas e trés fungos através do método de microdiluicdo. Os
resultados mais significativos foram obtidos com os extratos acetato de
etila ¢ metanol para ambas as espécies, ¢ relacionados a presenga de
compostos fendlicos da classe dos flavondides e taninos,
respectivamente (DUGASANI et al., 2010).
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Quatro flavonoides (Figura 1) isolados das folhas de Dodonaea
viscosa Jacq. var. angustifolia e identificados como 3,5,7-triidroxi-4-
metoxiflavona, 5,7 4-triidroxi-3,6-dimetoxiflavona, 5,7-diidroxi-3,6,4-
trimetoxiflavona e 5-hidroxi-3,7,4-trimetoxiflavona, foram investigados.
A atividade frente a S. aureus (ATCC 29213), E. faecalis (ATCC
29212), P. aeruginosa (ATCC 25922) e E. coli (ATCC 27853) foi
realizada através da técnica de microdiluigdo e os valores de
concentracdo inibitéria minima variaram em uma faixa de 16 pg/mL a
250 ug/mL (TEFFO; ADEROGBA; ELOFF, 2010).

OMe OMe

Figura 1: Flavonoides de Dodonaeae viscosa Jacq. var. angustifolia (1) 3,5,7-
triidroxi-4-metoxiflavona; (2) 5,7,4-triidroxi-3,6-dimetoxiflavona; (3) 5,7-
diidroxi-3,6,4-trimetoxiflavona; (4) 5-hidroxi-3,7,4-trimetoxiflavona.

A propolis, usada na medicina desde 300 a.C. tem se destacado
em inimeras pesquisas por suas propriedades biologicas, entre elas a
atividade antimicrobiana. Estudos realizados por Castro e colaboradores
(2007) e Choi e colaboradores (2006) avaliaram a atividade
antibacteriana de diferentes tipos de propolis. Ambos verificaram que os
melhores resultados de atividade antibacteriana estiveram associados a
maiores concentragdes de flavonodides nos préopolis avaliados, o que
sugere uma estreita relagdo da atividade antibacteriana com o teor de
flavonoides totais.
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Através de andlises fitoquimicas previamente realizadas em
nosso grupo de pesquisa (COELHO et al., 2010; COSTA et al., 2010;
FAGUNDES et al., 2008; LANG et al., 2006; ZUCOLOTTO et al.,
2009), constatou-se uma variedade de espécies vegetais que contém
compostos fendlicos em sua composi¢cdo quimica, assim como algumas
destas possuem relato de usos populares em patologias de origem
bacterianas, tornando-se interessante verificar a possivel atividade
antimicrobiana destas espécies.

Dessa forma, foi realizada uma triagem da atividade
antimicrobiana de diversas espécies vegetais (Quadro 1) empregando a
técnica de difusdo em disco. Em fun¢@o dos resultados obtidos apds esta
triagem (item 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO) a espécie
selecionada como objeto de estudo desta dissertagdo foi Dalbergia
ecastaphyllum L. Taub., e portanto, a revisdo da literatura descrita a
seguir esta centrada nesta espécie vegetal.

Quadro 1: Espécies vegetais avaliadas na triagem antimicrobiana

Nome Botanico Nome popular Familia
Cecropia pachystachia Embatiba Urticaceae
Dalbergia ecastaphyllum L. Rabo-de-bugio Fabaceae
Taub.
Dodonaea viscosa Jacq Vassoura-vermelha Sapindaceae
Garcinia gardneriana Bacupari Clusiaceae
llex paraguariensis Erva-mate Aquifoliaceae
Musa x paradisiaca L. Bananeira Musaceae
Passiflora alata Maracuja doce Passifloraceae
Passiflora edulis Sims var. Gulupa Passifloraceae
edulis
Passiflora manicata Juss. Diablito Passifloraceae
Passiflora quadrangularis Badea Passifloraceae
Linneaus
Passiflora tripartita var. Curuba Passifloraceae
mollissima Holm-Nielsen &
Moller Jorgensen
Wilbrandia ebracteata Taiuia Cucurbitaceae
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3.2 Género Dalbergia

O género Dalbergia pertence a familia Fabaceae, embora
também existam correntes que a classifiquem como subfamilia
Papilionoideae (Faboideae) da familia Leguminosae (DI STASI et al.,
2002). Estas espécies caracterizam-se como arvores, arbustos e
trepadeiras lenhosas amplamente distribuidas em regides tropicais e
subtropicais. O género consiste de 300 espécies sendo aproximadamente
39 destas de ocorréncia no Brasil (CARVALHO, 1997; VASUDEVA et
al., 2009).

Muitas espécies do género Dalbergia possuem sua madeira
valorizada por ser decorativa e perfumada, rica muitas vezes em 06leos
essenciais. Possuem ampla aplica¢do tradicional, sendo utilizada na
medicina popular como analgésica, antiinflamatoéria, antimicrobiana,
antidiarreica,  antihelmintica,  antiulcerogénica  entre  outras
(VASUDEVA et al., 2009).

Apesar da grande variedade de espécies conhecidas e da sua
ampla aplicagdo na medicina popular, um ntmero significante de
espécies do género Dalbergia vém sendo estudadas quanto a avaliagdo
de suas atividades antibacteriana e antifiingica. Destas, destacam-se
Dalbergia paniculata, D. parviflora, D. melanoxylon, D. pseudo-sisso,
D. sissoo, D. horrida, D. saxatilis, D. oliveri e D. subcymosa.

O o6leo da semente de D. paniculata foi avaliado frente as
bactérias S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ¢ frente aos fungos
Curvularia lunata, Helminthosporium oryzae e Fusarium solani e
nenhuma atividade foi verificada (RAMACHANDRAIAH, 1991).

Gundidza; Gaza (1993) avaliaram a atividade antimicrobiana
das cascas de D. melanoxylon contra sete bactérias [quatro gram-
negativas: E. coli (NCIB 8879), P. aeruginosa (NCIB 950),
Salmonella  typhimurium (NCTC 1074) e Yersinia pestis (NCTC
10460), e trés gram-positivas: Bacillus  subtilis (NCIB 3610),
Klebsiella  pneumoniae (NCIB 418) e S. aureus (NCIB 6571)]
utilizando o método de difusdo em pogo, e também frente a dois fungos
[C. albicans (IMI 15954) e Aspergillus niger (IMI 17454)] pelo método
de crescimento micelial. O extrato acido citrico apresentou melhor
atividade antimicrobiana inibindo todas as bactérias e fungos testados. O
extrato etandlico apresentou somente atividade antibacteriana e o extrato
diclorometano ndo apresentou atividade antibacteriana, mas mostrou
significante atividade antifingica.
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Em uma triagem com 191 extratos de plantas da Malasia foi
avaliada a atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em disco, do
extrato metanolico das folhas e cascas de D. parviflora e D. pseudo-
sissoo frente a S. aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC 29212), E.
coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853) e C. albicans (ATCC
90028). Ambos os extratos apresentaram atividade somente contra S.
aureus, sendo que o extrato das folhas de D. pseudo-sissoo e os extratos
da casca e folhas de D. parviflora apresentaram fraca atividade (halos
inferiores a 9,5 mm), enquanto o extrato da casca de D. pseudo-sissoo
demonstrou moderada atividade antibacteriana (10 - 14,9 mm) (CHUNG
et al., 2004).

Brijesh e colaboradores (2006) avaliaram a atividade do extrato
aquoso das folhas secas de D. sissoo preparado por decocgdo, frente a
bactérias capazes de causar infeccOes diarréicas (E. coli, Vibrio
cholerae, Shigella flexneri e Campylobacter jejuni, todas obtidas de
isolados clinicos). Os autores verificaram que o extrato ndo apresentou
atividade antibacteriana, embora atividade antidiarreica tenha sido
detectada, pois o extrato atuou na viruléncia de bactérias reduzindo a
producdo de enterotoxinas, a aderéncia e, por conseqiiéncia, a invasao
bacteriana.

O extrato enriquecido com quatro isoflavondides (Figura 2) das
raizes de D. horrida Dennst, foi avaliado através do método de difusido
em disco frente a B. subtilis, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa obtidos
de isolados clinicos. O extrato apresentou fraca atividade frente a B.
subtilis e nenhuma atividade frente as outras cepas testadas
(NARAYANAN et al., 2007).
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Figura 2: Isoflavondides de Dalbergia horrida Dennst. (1) Dalhorridina; (2)
Dalhorridinina; (3) Dalspinina e (4) Dalspinosina.

A atividade antimicrobiana de violanona e mucronulatol (Figura
3), isoflavonoides isolados de D. oliveri Gamble, foram avaliados frente
a bactérias e fungos. As duas substincias ndo apresentaram atividade
frente as bactérias S. aureus (CIP 53154), E. coli (CIP 54127) ¢ a
levedura Saccharomyces cerevisiae (ATCC 28383), entretanto, ambos
compostos inibiram os fungos fitopatogénicos Alternaria brassicicola e
Fusarium oxysporum, sendo que este ultimo apresentou significante
inibi¢do do crescimento visualizado através da técnica de bioautografia
direta (DEESAMER et al., 2007).
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Figura 3: Isoflavondides de Dalbergia olivieri Gamble (1) Violanona e (2)
Mucronulatol.

A avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato etandlico de
D. subcymosa frente a bactérias padrdo ATCC [Proteus mirabilis
(ATCC 7022), Klebsiella pneumoniae (ATCC 27858), P. aeruginosa
(ATCC 27853), E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 29213), E.
faecalis (ATCC 29212) e Streptococcus pneumoniae (ATCC 46619)], e
a cepas multirresistentes obtidas de isolados clinicos, foi verificada,
através do método de difusdo em disco, por Correia e colaboradores
(2008), em uma triagem com 10 extratos de diferentes espécies
coletadas na regido da Amazdnia. Os autores verificaram que o extrato
das cascas de D. subcymosa apresentou atividade apenas frente a cepa
multirresistente S. aureus, na concentragao de 20 pg.

O extrato etanodlico das folhas e cascas de D. saxatilis foi
investigado frente a cinco microorganismos patogénicos padrdo ATCC
(S. aureus ATCC 13709, E. coli ATCC 9637, C. albicans ATCC 10231,
P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 10031) e a um
isolado clinico (Bacillus subtilis). O extrato das folhas apresentou
atividade somente frente a S. aureus, na concentragio inibitoria minima
(CIM) de 1000 pg/mL, enquanto o extrato da casca apresentou amplo
espectro antimicrobiano com CIM de 1000 pg/mL frente as bactérias
E. coli e P. aeruginosa,e CIM de 250 pg/mL e 125 pg/mL para S.
aureus e B. subtilis, respectivamente (OKWUTE et al., 2009).

Além das atividades antibacterianas e antifiingicas citadas
anteriormente, espécies do género Dalbergia apresentam também outras
atividades farmacologicas ou bioldgicas. O Quadro 2 sumariza as
principais atividades descritas para algumas destas espécies.
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Quadro 2: Principais atividades biologicas/farmacologicas descritas

para o género Dalbergia

Atividade biologica Espécie Referéncia
ou farmacologica
Analgésica D. sisso HAJARE et al., 2000
D. lanceolaria MISAR et al., 2005
D. horrida NARAYANAN et al., 2007
Antiinflamatoria D. sissoo HAJARE et al., 2000
D. sissoides KAVIMANI et al., 1997;
KAVIMANTI;
VETRICHELVAN;
NAGARANIJAN, 2002
D. lanceolaria KALE etal., 2007
D. volubilis HYE; GAFUR, 1975
D. horrida NARAYANAN et al., 2007
D. odorifera LEE et al., 2009
Antidiarreica D. sissoo BRIJESH et al., 2006
D. lanceolaria MUJUMDAR; MISAR;
UPADHYE, 2005
Antiulcerogénica D. monetaria COTA etal., 1999
SOUZA BRITO; COTA,;
NUNES, 1997
Antipirética D. sissoo HAJARE et al., 2000
Larvicida e repelente D. sissoo ANSARI et al., 2000
de mosquito
Antitumoral D. cultrate ITO et al., 2003
D. nigrescens ITO et al., 2003
Antiartrite D. volubilis HYE; GAFUR, 1975
Antiplaquetaria D. odorifera TAO; WANG, 2010
Antigiardia D. frutescens KHAN et al., 2000
Antileishmania D. cultrate TAKAHASHI et al., 2004
Antiplasmodium D. louvelli BELDJOUDI et al., 2003;
D. parviflora SONGSIANG et al., 2009
Atividade D. saxatilis UCHENDU, 1999

espasmogénica na
musculatura uterina
(antifertilidade)

UCHENDU; KAMALU;
ASUZU, 2000

Depressor do SNC

D. horrida

NARAYANAN et al., 2007
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Até o momento ndo ha relatos da avaliagdo da atividade
antibacteriana e antifingica de Dalbergia ecastaphyllum o que constitui
o0 objetivo principal deste trabalho.

3.2.1 Dalbergia ecastaphyllum L. Taub. (Fabaceae)

Dalbergia ecastaphyllum (Figura 4) ¢ uma espécie que se
distribui ao longo da costa do Continente americano, desde o sul da
Florida (EUA) ao sul do Brasil, assim como na costa ocidental da
Africa, embora neste continente se distribua apenas em areas proximas
ao mar. E uma espécie de crescimento escandente ou semi-prostrada,
encontrada associada a estuarios. Sua ocorréncia € quase sempre
associada a leitos de rios ¢ manguezais onde ¢ dominante, reunindo um
emaranhado de ramos e caules que auxiliam na fixagdo da areia. Pode
ocorrer também em vegetacao da costa seca e solos arenosos como um
arbusto ou arvoreta, embora este fato ndo seja comum (CARVALHO,
1997; SILVA; SANTOS, 2009; SOUZA, 2010).

R

Figura 4: Dalbergia ecastaphyllum
Fonte: http://www.tropicos.org

D. ecastaphyllum ¢ bem adaptada a condigdes de alta salinidade
e seus frutos sdo capazes de flutuar devido a sua forma alada. A espécie
freqlientemente cresce em locais em que ha constante vaporizacao de sal
e em solos moderadamente salinos, onde individuos mais velhos tendem
a formar densas moitas. No inicio, seu crescimento € moderado e
constante, embora espécies mais velhas possam crescer até dois metros

por ano (SOUZA, 2010).



35

Hedysarum ecastaphyllum L., Pterocarpus ecastaphyllum L.,
Ecastophyllum ecastophyllum (L.) Britton, Amerimnon ecastophyllum
(L.) Standl sd3o algumas sinonimias encontradas para Dalbergia
ecastaphyllum (FRANCIS, 2004). Segundo alguns pesquisadores
existem, inclusive, duas correntes distintas em relacdo a grafia de
Dalbergia ecastaphyllum, visto que encontram-se na literatura
informacgdes sobre Dalbergia ecastaphyllum e Dalbergia ecastophyllum.
As duas formas de grafia representam a mesma espécie, embora a
maneira correta de referenciar seja Dalbergia ecastaphyllum'.

Popularmente esta espécie ¢ conhecida como rabo-de-bugio,
rabo-de-macaco (SILVA et al., 2008), marmelo-do-mangue,
marmeleiro-da-praia (CARVALHO, 1997) moeda-de-videira, entre
outros (FRANCIS, 2004). As cascas e raizes trituradas foram muito
utilizadas por indios americanos na pesca, por possuirem substancias
quimicas capazes de entorpecer e ajudar na captura de peixes. No
Senegal suas folhas s3o colocadas em inalagdes e banhos para o
tratamento de varias debilidades. Na medicina tradicional extratos sdo
usados como diurético, emético e vermifugo, apesar de poderem
apresentar toxicidade para alguns tecidos. (FRANCIS, 2004).

Estudos realizados por Daugsch e colaboradores (2008) e Silva
e colaboradores (2008), relataram que D. ecastaphyllum & a principal
fonte de resina para a produgdo de um tipo de propolis, a propolis
vermelha brasileira. Apos analisar o perfil quimico de D. ecastaphyllum
e da propolis vermelha os autores constataram que ambos demonstraram
ter constituintes quimicos semelhantes, sendo os principais compostos
os isoflavondides medicarpina e 3-hidroxi-8,9-dimetoxipterocarpna
(SILVA et al., 2008).

Os principais constituintes quimicos ja relatados para D.
ecastaphyllum (Figura 5) s3o os isoflavondides: liquiritigenina,
daidizeina, dalbergina, isoliquiritigenina, formononetina, biochanin A,
medicarpina e 3-hidréxi-8,9-dimetoxipterocarpana, sendo este ltimo
considerado o constituinte majoritario (ABREU MATOS; GOTTLIEB;
SOUZA ANDRADE, 1975; DAUGSCH et al., 2008; DONNELLY;
KEENAN; PRENDERGAST, 1973; SILVA et al., 2008).

! Prof. Dr. Daniel de Barcellos Falkenberg — Depto de Botanica — UFSC, 2010 - comunicagio
pessoal
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Figura 5: Principais constituintes quimicos relatados para Dalbergia
ecastaphyllum.

3.3 Meétodos para detec¢io de compostos com atividade
antimicrobiana in vitro

Na maioria dos trabalhos presentes na literatura, os métodos
mais utilizados para detecgdo da atividade antimicrobiana sdo ensaios in
vitro, sem alvo especifico, ou seja, nao trazem informacdes sobre seu
modo de agdo, sendo realizados por difusdo, dilui¢do ou bioautografia.
Através destas metodologias é possivel, respectivamente, identificar se
um extrato possui ou ndo atividade antimicrobiana, avaliar a intensidade
dessa atividade e, por fim, relacionar os componentes bacteriostaticos ou
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bactericidas e fungistaticos ou fungicidas do extrato (OSTROSKY et al.,
2008; ZACHINO, 2001).

A bioautografia e o método de difusdo sdo considerados ensaios
qualitativos, uma vez que permitem detectar a presenga ou auséncia de
compostos com atividade antimicrobiana. Por outro lado, os métodos de
diluicdo sdo ensaios quantitativos, pois determinam a concentragdo
minima capaz de inibir o crescimento do microorganismo (OSTROSKY
et al.,, 2008; VALGAS et al.,, 2007). Os métodos mais comumente
utilizados para a triagem de extratos de espécies vegetais com potencial
antimicrobiano sdo o de difusdo em agar e diluigdo em caldo (ALVES et
al., 2008; NASCIMENTO et al., 2007).

A seguir encontra-se uma breve revisdo sobre as trés
metodologias citadas anteriormente, com énfase sobre o método
bioautografico, visto ser uma metodologia mais recente, em compara¢ao
com os métodos de diluicdo e difusdo, considerados classicos e
amplamente descritos (BOTZ; KOCSIS; NAGY, 2005).

3.3.1 Método por difusdo

O método de difusdo em agar pode ser realizado através da
técnica do disco, do pogo ou template (ALVES et al., 2008). No método
por difusdo a amostra ¢ depositada em um reservatorio (discos de papel,
pogos ou cilindros de aco inoxidavel/vidro no meio de cultura) em
contato com o meio s6lido inoculado com o microorganismo. Apos ser
mantido em estufa é medido o didmetro das zonas de inibigdo formadas.
O teste de difusdo em disco ¢ a metodologia aceita pelo FDA (Food and
Drug Administration) e estabelecida como padrdo pela CLSI (Clinical
Laboratory Standard Institute) antiga NCCLS (National Committe for
Clinical Laboratory Standards) e pela SBAC (Sociedade Brasileira de
Analises Clinicas) (CLSI, 2002a; OSTROSKY et al., 2008; SBAC,
2010).

Este ensaio apresenta como vantagens a possibilidade de testar
contra um Unico microorganismo, até seis extratos por placa, com a
utilizacdo de pequeno volume de amostra, além de ser considerada uma
metodologia conveniente devido a sua simplicidade e baixo custo. O
método por difusdo ndo é apropriado para analise de compostos que niao
se difundem facilmente no agar, sendo este parametro considerado a
principal desvantagem do ensaio. Sdo essenciais também para a boa
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resolucdo dos resultados, a espessura e a uniformidade do agar
(OSTROSKY et al., 2008; SCORZONI et al., 2007).

3.3.2 Método por diluigdo

O método de diluigdo ¢ realizado pela técnica de diluicdo em
caldo, para medir quantitativamente a atividade in vitro de um agente
antimicrobiano contra um determinado isolado bacteriano (ALVES et
al., 2008; OSTROSKY et al., 2008).

No método de diluicdo em caldo, quantidade conhecida da
amostra ¢ dissolvida homogeneamente em meio liquido, onde se inocula
0 microorganismo. Esta técnica ¢ também denominada de macrodiluicao
quando realizada em tubos de ensaio ou de microdiluicdo quando
utilizam-se placas de 80 ou 96 cavidades utilizando pequenos volumes
de caldo (ALVES et al., 2008).

Por meio desta técnica € possivel determinar quantitativamente
a menor concentra¢do do agente antimicrobiano ou menor concentragdo
inibitoria (CIM), a qual ¢é capaz de inibir o crescimento do
microorganismo. E possivel detectar a presenca de crescimento
bacteriano ou fiingico pela presenga de turbidez ou utilizando-se alguns
sais indicadores de crescimento microbiano, como o sal de tetrazolio e
resarzurina ou, ainda, medindo-se a densidade oOptica em
espectrofotdmetro, obtendo-se assim uma maior precisdo (DAS;
TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010; SCORZONI et al., 2007).

A CIM ¢ um ensaio muito utilizado em laboratdrios de anélises
clinicas para confirmar a resisténcia de um microorganismo e também
monitorar a atividade de um novo agente antimicrobiano (DAS;
TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

Considerando que neste método a turbidez é um indicador do
crescimento microbiano, suas desvantagens sdo a dificuldade na
deteccdo de contaminagdo no caso de teste de materiais clinicos
(OSTROSKY et al., 2008) e a coloragdo, por exemplo, do extrato
vegetal que esta sendo avaliado e que pode influenciar na detec¢do dos
resultados. O subcultivo dos tubos em placas contendo meio de cultura
com agar ¢ uma alternativa para esse problema, sendo possivel a
obtencdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) (DE OLIVEIRA
et al., 2005; RIOS; RECIO; VILLAR, 1988)
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3.3.3 Bioautografia

O método bioautografico foi acrescentado aos tradicionais
protocolos usados na pesquisa de produtos naturais com atividade
antimicrobiana em 1946, por Goodall e Levi. Atualmente este método ¢é
bem difundido e usado principalmente por pesquisadores de laboratdrios
de quimica de produtos naturais, devido as facilidades encontradas no
desenvolvimento do mesmo (VALGAS, 2002).

A bioautografia ¢ um método de deteccdo pds-cromatografico,
baseada na separagdo de substincias por cromatografia em papel ou
cromatografia em camada delgada. Ensaios bioautograficos podem ser
usados para detectar substancias antibacterianas, antifiingicas,
antiprotozoarios ¢ antioxidantes (COLORADO; GALEANO;
MARTINEZ, 2007; HOSTETTMANN et al., 2008).

A finalidade deste tipo de ensaio é localizar e visualizar zonas
de inibigdo de substincias ou fragdes que foram aplicadas na
cromatoplaca e que possuam atividade antimicrobiana. A principal
vantagem desta técnica € permitir o isolamento de substancias com
atividades antimicrobianas com maior objetividade, as quais estdo
presentes em misturas complexas (COLORADO; GALEANO;
MARTINEZ, 2007; HOSTETTMANN et al., 2008; POTTERAT;
HAMBURGER, 2007).

Devido a sua diversidade e variabilidade, diversos fatores
podem influenciar o método bioautografico, tornando sua padronizagdo
dificil. Dessa forma, alguns parametros devem ser considerados, como
fase movel e seus aditivos, tipo de adsorvente, esterilizacdo da
cromatoplaca, microorganismo teste (tipo de crescimento e concentragao
do indculo), tempo de incubagao, reagentes de deteccdo e a utilizacao de
estufa em atmosfera umida (BOTZ; KOCSIS; NAGY, 2005). De acordo
com estes autores os fatores principais para a otimizagdo do ensaio sdo a
qualidade da suspensdo bacteriana e as condi¢des de incubacdo das
cromatoplacas.

Os métodos bioautograficos sdo geralmente divididos em trés
categorias: difusdo no agar ou bioautografia de contato, imersdo ou
método de sobreposi¢do do agar e biautografia direta (SCORZONI et
al., 2007).
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3.3.3.1 Bioautografia de contato ou difusdo no agar

Neste método, as cromatoplacas sdo colocadas sobre a
superficie das placas contendo o agar previamente inoculado com o
microorganismo. O principio do método baseia-se na difusdo do
composto antimicrobiano (contato direto) da placa cromatografica para a
placa de agar inoculado. As manchas com atividade antimicrobiana
apresentam-se bem localizadas e as zonas de inibi¢do podem ser
facilmente visualizadas pelo uso de cepas de microorganismos
adequados e principalmente pela atividade de reagentes de detecgdo. E
um ensaio que pode ser aplicado a compostos polares ou
moderadamente polares (BOTZ; KOCSIS; NAGY, 2005, KHURRAM
etal., 2009).

3.3.3.2 Imersdo ou método da sobreposicdo do agar

Neste ensaio, a cromatoplaca é recoberta com o meio de cultura
e depois da solidificagdo do agar as placas sdo inoculadas com o
microorganismo. Nesta variante, os compostos ativos aplicados na
cromatoplaca devem difundir da fase estacionaria para a camada de
agar. Apo6s ser mantida em estufa, a placa é borrifada com sal de
tetrazélio o qual é convertido em formazana e o microorganismo é
corado, gerando zonas claras de inibicdo (CHOMA, 2005).

Nesta técnica ha duas formas de aplicagdio do inoculo
bacteriano: o primeiro ocorre pela aplicagdo da suspensdo bacteriana na
superficie do gel com o auxilio de swab e o segundo pela inoculag@o ou
incorporagdo da bactéria ao agar antes que este seja vertido sobre a
cromatoplaca. Em estudo realizado comparando-se as duas formas de
contato do indculo, concluiu-se que ambas podem ser empregadas e que
ndo ha diferenca significativa entre as mesmas (VALGAS, 2002).

O método da sobreposi¢do do agar é considerado essencial na
bioautografia, pois o meio de cultura prevé condi¢des Otimas para o
crescimento bacteriano, entretanto, o uso de meio contendo agar tem
sido considerado a grande desvantagem desta técnica por dificultar a
difusdo dos compostos de baixa difusdo, obtendo-se um contraste ruim
(BOTZ; KOCSIS; NAGY, 2005).
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3.3.3.3 Bioautografia direta

Este ensaio pode ser dividido em trés partes: o cultivo do
microorganismo para o teste, a separa¢do cromatografica e a deteccio
pos-cromatografica (HORVATH et al, 2010). Neste método, uma
cultura liquida do microorganismo ¢ derramada ou borrifada sobre a
cromatoplaca e a cultura do microorganismo cresce diretamente sobre a
cromatoplaca (CHOMA, 2005; MASOKO; ELOFF, 2005; SHAI et al.,
2008; SHAL; MCGAW; ELOFF, 2009)

O crescimento dos microorganismos sé ocorre apos as placas
serem mantidas em estufa sob atmosfera timida, sendo este fator, a
principal dificuldade do método. A localizagdo da atividade
antimicrobiana pode ser facilmente visivel assim como os compostos
antibacterianos que aparecem como manchas claras sobre um fundo
vermelho, devido a conversdo do sal de tetrazolio em formazana. Nesta
técnica ndo ha a necessidade da difusdo do adsorvente para o agar e
substancias lipossolaveis e hidrossoluveis estdo em contato direto com o
microorganismo e o meio de crescimento (BOTZ; KOCSIS; NAGY,
2005).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Material vegetal

Informagdes sobre as espécies vegetais investigadas neste
trabalho estdo listadas no Quadro 3. Especificamente para Dalbergia
ecastaphyllum L. Taub., partes aéreas foram coletadas em Floriandpolis,
Santa Catarina, Brasil, em Julho de 2010. O material vegetal foi
identificado pelo Prof. Dr. Daniel de Barcellos Falkenberg (Depto
Botanica — UFSC) e material testemunho esta depositado no Herbario da
Universidade Federal de Santa Catarina (FLOR 38173).

4.2 Preparacgdo dos extratos

Folhas de Dalbergia ecastaphyllum L. Taub foram extraidas
com etanol (EtOH 93°GL) por maceracdo. Apos sete dias o etanol foi
removido sob pressdo reduzida e o extrato particionado com solventes
de polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e n-
butanol). Informagdes sobre a preparagdo dos extratos das demais
espécies vegetais estdo listadas no Quadro 3.



Quadro 3: Espécies vegetais selecionadas para a triagem antimicrobiana e informacdes sobre a preparacdo dos

extratos
Nome Botanico Local da coleta Exsicata Parte da planta Preparacdo do
utilizada extrato
Cecropia pachystachia Viamao, Rio Grande do | ICN 150025 Folhas Infusdo aquosa
Sul, Brasil
Dalbergia ecastaphyllum Floriandpolis, Santa FLOR Folhas, Casca das Maceragdo com
L. Taub. Catarina, Brasil 38173 sementes, Sementes EtOH 93°
Dodonaea viscosa Jacq Florianépolis, Santa FLOR Folhas Maceragdo com
Catarina, Brasil 38174 EtOH 93°
Garcinia gardneriana Turvo, Santa Catarina, CRI 7616 Folhas, Frutos Refluxo H,O
Brasil
llex paraguariensis Erechim, Rio Grande RSPF Folhas Refluxo H,O e
do Sul, Brasil 11074 EtOH 40°
Musa x paradisiaca L. Florianopolis, Santa Folhas Decocgao com
Catarina, Brasil EtOH 40°
Passiflora alata Urussanga, Santa FLOR Pericarpo, Polpa, Decocgdo com
Catarina, Brasil 37823 Sementes EtOH 40°
Passiflora edulis Sims var. SantaSofia/Boyaca COL Folhas, Pericarpo Infusdo aquosa
edulis Coldmbia 530661
Passiflora manicata Juss. Villa de Leywa, COL Folhas Infusdo aquosa
Boyaca, Colombia 530662

Passiflora quadrangularis
Linneaus

Neiva/Huila, Colombia

Folhas, Pericarpo

Infusdo aquosa
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Nome Botanico Local da coleta Exsicata Parte da planta Preparacdo do
utilizada extrato
Passiflora tripartita var. Santa Sofia/Boyaca COL Folhas, Pericarpo Infusdo aquosa
mollissima Holm-Nielsen Colombia 530663
& Mgller Jorgensen
Wilbrandia ebracteata Nova Petrépolis, Rio ICN 95292 Raizes Maceragdo com

Grande do Sul, Brasil

EtOH 93°¢ CH2C12
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4.3 Ensaios antimicrobianos

4.3.1 Método de difusdo em disco

A atividade antibacteriana e antifungica foi avaliada pelo
método de difusdo em disco conforme normas preconizadas pela
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI/NCCLS, 2002a).

Foram preparadas suspensdes, através do método direto,
inoculando-se colonias do microorganismo a ser testado em solucao
fisiologica esterilizada até atingir a concentragdo de 1,5 x 10° UFC/mL.
Esta suspensdo foi medida em espectrofotdmetro (PerkinElmer”,
Lambda 25 UV/VIS) no comprimento de onda de 625 nm,
correspondendo a uma absorbancia entre 0,08 a 0,10.

Em placas de petry contendo o meio de cultura agar Muller-
Hinton (HIMEDIA®), a suspensio do microorganismo foi inoculada
com o auxilio de swab, através da técnica de trés dire¢des. Discos de
papel filtro com didmetro de 6 (seis) mm foram impregnados com o
extrato na concentracdo de 2 mg/disco ¢ em seguida, colocados nas
placas com o meio de cultura previamente inoculado, juntamente com o
controle positivo e negativo do teste.

Disco de papel filtro contendo 20 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Synth®), foram usados como controle negativo, no qual
nenhuma inibi¢do foi observada. Como controle positivo, utilizou-se
discos de antibidtico padrdo previamente selecionados de acordo com a
sensibilidade dos microorganismos testados. Frente a Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), utilizou-se disco de Oxacilina 1 pg (DME®)
(halos de inibicdo entre 18 — 24 mm), para Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) e Escherichia coli (ATCC 25922) Ampicilina 10 pg
(DME®) (halos > 17 mm e 16 - 22 mm, respectivamente), frente a
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Ceftazidina 30 pg (DME")
(halos entre 22 - 29 mm) e para o fungo Candida albicans (ATCC
10231) fluconazol 25 pg (Cecon™) (halos > 19 mm).

As placas foram mantidas em estufa a 35C (iIOC) e apos 18 h
os didmetros dos halos de inibicdo foram medidos. Os testes foram
realizados em triplicata e somente os extratos que apresentaram halo
superior ou igual a 10 mm foram submetidos aos ensaios de CIM e
bioautografia.
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4.3.2 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

A CIM do extrato e fragdes foi determinada pelo ensaio de
macrodiluicdo conforme normas preconizadas pela Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI/NCCLS, 2002b). Aos tubos de
ensaio contendo 950 pL do caldo BHI (Infus@o de Cérebro e Coragio)
(HIMEDIA") foram adicionadas 50 pL da suspensdo bacteriana (1,5 x
10 UFC/mL) e 1000 pL das seis diluicdes do extrato ou fragdo nas
seguintes concentragdes: 100, 50, 25, 12.5, 6.25 e 3.125 mg/mL. Como
controle positivo utilizou-se cloranfenicol (INLAB®) na concentragio de
4 mg/mL. Os tubos foram mantidos em estufa a 35C (+1°C) por 18 h e
os valores de CIM determinados como a menor concentracdo do extrato
que inibiu completamente o crescimento do microorganismo.

Os tubos que ndo apresentaram crescimento visivel apos 18
horas foram subcultivados em placas contendo 4agar nutriente
(HIMEDIA®). Este ensaio foi realizado em duplicata ¢ a viabilidade do
microorganismo avaliada apos 18 h a 35¢C (il(’C). A menor
concentracdo do extrato que inibiu a multiplicagdo bacteriana foi
definida como a concentragdo bactericida minima (CBM).

4.3.3 Bioautografia
Nas placas cromatograficas (Merck 60 F,s4 10 x 10 cm) foram

aplicados 2 mg de cada extrato ou fragdo. As placas foram migradas
empregando acetato de etila:acido formico:agua (20:1:1 v/v) como fase
moével. Apods a evaporacao do solvente, 40 mL do meio de cultura dgar
Muller Hinton (HIMEDIA®) foi depositado sobre a cromatoplaca, e
apos sua solidificagdo a suspensdo padrdo do microorganismo a 1,5 x
10® UFC/mL foi inoculada sobre a mesma com o auxilio do swab.

As placas foram mantidas em estufa a 35'C (+1'C) e apos 18 h o
bioautograma foi nebulizado com uma solu¢do aquosa a 0,5% (m/v) de
cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazolio (TTC) (Vetec™) e novamente levado a
estufa a 35°C (£1°C) por 4 horas. A presenca de substincia(s) ativa(s)
foram caracterizadas por halo(s) de inibigdo em torno da(s) banda(s)
cromatografica(s) (HOLETZ et al., 2002).

4.4 Caracterizacao quimica do extrato de Dalbergia ecastaphyllum
4.4.1 Teor de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais do extrato etandlico e fragdes de D.
ecastaphyllum foi determinado pelo ensaio de Folin-Ciocalteu como
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descrito previamente por Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventos
(1999); Kappel e colaboradores (2008) com pequenas modificacdes.
Resumidamente, 100 pL do extrato ou fragdes (Ilmg/mL) foram
misturadas com 100 pL do reagente Folin-Ciocalteu e 200 pL de
carbonato de so6dio (25%, m/v). A mistura foi diluida com 2 mL de dgua
destilada e apo6s 2 horas, foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro (PerkinElmer®, Lambda 25 UV/VIS) a 726 nm. As
analises foram realizadas em triplicata e o teor de fenolicos totais
expresso pela média = desvio padrdo em equivalentes de acido galico
(EAG) em g/100g de extrato seco.

4.4.2 Cromatografia em camada delgada

A presencga de diferentes constituintes no extrato bruto e fragdes
de Dalbergia ecastaphyllum, foi avaliada por cromatografia em camada
delgada (CCD) em placas de silica (Merck 60 Fps4 20 x 20 cm),
utilizando acetato de etila:acido formico:adgua (20:1:1 v/v) como fase
movel. Como agentes de detecgdo foram utilizados reagente natural,
vanilina sulfurica e cloreto férrico (WAGNER; BLADT, 1996).

4.5 Analise estatistica

As diferengas entre os teores de fenolicos do extrato e fragdes
foram analisadas por ANOVA de uma via, seguida de pds teste
Newman-Keuls (SNK). O Coeficiente de correlagdo de Spearman foi
usado para o teste de correlagdo entre teor de fenolicos totais e
Concentragdo Bactericida Minima (CBM). Utilizou-se o programa
GraphPad Prism” (versdo 5,00) (MackievTM) sendo que um valor de p
< 0,05 foi aceito como estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi realizada uma triagem de atividade
antimicrobiana de 22 extratos de espécies vegetais pelo método de
difusdo em disco, por ser uma técnica simples e de baixo custo. Nesta
triagem (tabela 1) foi possivel detectar atividade antibacteriana dos
extratos das folhas de D. viscosa e C. pachystachya, das folhas e frutos
de G. gardneriana e das folhas e casca de D. ecastaphyllum, frente a S.
aureus ¢ E. faecalis, todos na concentragdo de 2 mg/disco. Todos os
extratos testados ndo foram ativos frente as bactérias P. aeruginosa, E.
coli e ao fungo C. albicans.

Na literatura, ndo ha relatos sobre a atividade antimicrobiana de
C. pachystachia, muito embora estudos quimicos apontem para
predominancia de flavonoides em sua composi¢do quimica (COSTA et
al., 2011). Para espécies do género Garcinia como G. kola e G.
livingstonei, existem diversos relatos que demonstram atividade frente a
S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa e E. coli obtidos de isolados
clinicos (AKERELE et al., 2008; CHOMNAWANG et al., 2005;
KAIKABO; SAMUEL; ELOFF, 2009; SIBANDA:; OLANIRAN;
OKOH, 2010). No que concerne ao género Dodonaea na literatura
foram encontrados 13 trabalhos relacionados & investigacdo
antimicrobiana deste género. Dentre estes, destaca-se o trabalho
realizado por Teffo; Aderogba; Eloff (2010) onde sdo descritos quatro
flavonoides isolados das folhas de Dodonaea viscosa Jacq. var.
angustifolia (3,5,7-triidroxi-4-metoxiflavona, 5,7,4-triidroxi-3,6-
dimetoxiflavona, 5,7-diidroxi-3,6,4-trimetoxiflavona e 5-hidroxi-3,7,4-
trimetoxiflavona) e que apresentaram atividade frente a S. aureus
(ATCC 29213), E. faecalis (ATCC 29212), P. aeruginosa (ATCC
25922) e E. coli (ATCC 27853) com valores de concentragdo inibitoria
minima que variaram em uma faixa de 16 pg/mL a 250 pg/mL.
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Tabela 1: Halos de inibi¢do (em mm) da triagem antibacteriana e antifingica pelo método de difusdo em disco.

o Microorganismos
Nome Botanico Extratos S. aureus | E. faecalis | E. coli | P. aeruginosa | C. albicans
Cecropia Folhas- Extrato Bruto 7 - - - -
pachystachya
Folhas- Extrato Bruto 11 10 - - -
Dalbergia Casca da semente - 9.5 9.5 i i i
ecastaphyllum Extrato Bruto ’ ’
Sementes- Extrato Bruto - - - - -
Dodonaea viscosa Folhas- Extrato Bruto 8 - - - -
Jacq
Garcinia Folhas- Extrato Bruto 9 - - - -
gardneriana Frutos- Extrato Bruto 7,5 7 - - -
Folhas- Extrato Bruto ) ) ) ) )
. (Aquoso)
llex paraguariensis Folhas- Extrato Bruto
(EtOH 40°) i i i i i

Musa x paradisiaca
L.

Folhas- Extrato Bruto

Passiflora alata

Pericarpo- Extrato Bruto

Polpa- Extrato Bruto

Sementes- Extrato Bruto

Passiflora edulis
Sims var. edulis

Folhas- Extrato Bruto

Pericarpo- Extrato Bruto
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A Microorganismos
Nome Botanico Extratos S. aureus | E. faecalis | E. coli | P. aeruginosa | C. albicans
Passiflora manicata Folhas- Extrato Bruto - - - - -
Juss
Passiflora Folhas- Extrato Bruto - - - - -
quac{mng ularis Pericarpo- Extrato Bruto - - - - -
Linneaus
Passiflora tripartita Folhas- Extrato Bruto - - - - -
var. mollissima
Holm-Nielsen & Pericarpo- Extrato Bruto - - - - -
Moller Jorgensen
Raizes- Extrato Bruto
Wilbrandia (CH,CL) ] ) ) ) )
ebracteata Raizes- Extrato Bruto
(EtOH) i i i ] i
Oxacilina (1pg) 18-24 - - - -
. Ampicilina (10ug) - > 17 16 -22 - -
Controles positivo Ceftazidina (30pg) : 3 : 22-29 -
Fluconazol (25 pg) - - - - >19

(-): Nao ativo.

Controle Positivo: S. aureus: oxacilina (1pg) 18 - 24 mm; E. faecalis: ampicilina (10pg) > 17 mm; P. aeruginosa: ceftazidina
(30pg) 22 - 29 mm; E. coli: ampicilina (10pg) 16 - 22 mm; Candida albicans: fluconazol (25 pg) > 19 mm.
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Ja o género Dalbergia possui um numero significativo de
investigagdes quanto as suas propriedades antibacterianas e antifingicas.
Destacam-se Dalbergia paniculata (RAMACHANDRAIAH, 1991), D.
parviflora e D. pseudo-sisso (CHUNG et al., 2004), D. melanoxylon
(GUNDIDZA; GAZA, 1993), D. sissoo (BRIJESH et al., 2006), D.
horrida (NARAYANAN et al., 2007), D. saxatilis (OKWUTE et al.,
2009), D. oliveri (DEESAMER et al, 2007) e D. subcymosa
(CORREIA et al., 2008).

Conforme anteriormente citado foi constatado que os extratos
aqui investigados apresentaram atividade frente as bactérias S. aureus e
E. faecalis, mas ndo foram ativos frente as bactérias P. aeruginosa ¢ E.
coli.

Na literatura, a auséncia de atividade frente a bactérias gram
negativas pelo método de difusao, foi observada também para o extrato
aquoso das folhas de D. sissoo (BRIJESH et al., 2006) e para o extrato
etandlico das cascas de D. subcymosa (CORREIA et al, 2008).
Adicionalmente, Okwute e colaboradores (2009) verificaram que o
extrato etanolico das folhas e cascas de D. saxatilis também ndo
apresentaram atividade frente a mesma cepa ATCC do fungo C.
albicans empregada neste trabalho.

Contudo, neste ultimo estudo, o extrato das cascas de D.
saxatilis apresentou resultados satisfatérios frente a bactérias gram
negativas E. coli e P. aeruginosa (OKWUTE et al., 2009), o que pode
ser justificado pela diferenca na constituicdo quimica entre D. saxatilis e
D. ecastaphyllum, considerando que os autores sugerem que a atividade
biologica de D. saxatilis esta associada a presenca de ésteres de acidos
graxos, esterois e fendis presentes nas cascas desta espécie.

A atividade frente a S. aureus foi verificada para o extrato
metanolico das folhas e cascas de D. parviflora e D. pseudo sisso, pelo
método de difusdo em disco na concentragdo de 50 mg/mL (CHUNG et
al., 2004). Em outro estudo, foi observada atividade do extrato etandlico
das cascas de D. subcymosa frente a cepa multiresistente de S. aureus
pelo mesmo método, na concentragdo de 20 ng (CORREIA et al., 2008)

E importante ressaltar que as atividades dos extratos
previamente relatadas frente a S. aureus, apesar de serem em
concentracdes inferiores as obtidas em nosso estudo, referiam-se ao
extrato bruto de outras espécies do género e ndo de D. ecastaphyllum.
Além disso, os dados descritos na literatura detectaram atividade
antibacteriana somente frente a S. aureus, enquanto em nosso estudo, foi
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detectada atividade frente as duas cepas de bactérias gram positivas
testadas (S. aureus e E. faecalis).

Considerando os resultados obtidos para o extrato bruto de D.
ecastaphyllum e que o fracionamento € o primeiro passo na identificagao
de compostos bioativos de produtos naturais (HAYACIBARA et al.,
2005), o extrato etanolico das folhas de D. ecastaphyllum foi
particionado com solventes de polaridade crescente: hexano (HEX),
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (BuOH)
para a realizagdo de novos ensaios de difusdo em disco, de
macrodilui¢ao ou bioautograficos.

Os resultados encontrados, através do método de difusdo em
disco, para as fragdes do extrato etanodlico das folhas de D.
ecastaphyllum estdo listados na Tabela 2 e o maior halo de inibigo
encontrado estd demonstrado na Figura 6.

Tabela 2: Halos de inibi¢do (em mm) das fragdes do extrato etanolico
das folhas de Dalbergia ecastaphyllum pelo método de difusdo em disco

Fracdes Microorganismos

S. E. E. P. C.
aureus faecalis coli  aeruginosa  albicans

Hexano - - - - -

Diclorometano - - - - _

Acetato de 14 12 - - _
etila

n-butanol 8 - - - -

Oxacilina
(lpg)

Ampicilina
(10pug)

Ceftazidina
(30ug)

Fluconazol
(25pg)

Controles positivo

(-) : Nao ativo.

Controle Positivo: S. aureus: oxacilina (1pg) 18 - 24 mm; E. faecalis:
ampicilina (10pg) >17 mm; P. aeruginosa: ceftazidina (30pg) 22 - 29 mm; E.
coli: ampicilina (10pg) 16 - 22 mm; Candida albicans: fluconazol (25 pg) >19
mm.



53

Figura 6: Halo de inibi¢do da fragdo acetato de etila do extrato etanodlico de
Dalbergia ecastaphyllum. (A) Fracdo acetato de etila (14 mm) (B) Controle
Positivo: S. aureus: oxacilina (1pg) 22 mm.

Com isso, o extrato bruto e as fracdes que apresentaram
atividade foram submetidos ao ensaio de macrodiluigdo com a
finalidade de se determinar a concentragdo inibitéria minima.
Considerando que nesta metodologia a turbidez ¢ um indicador do
crescimento bacteriano e a coloracdo do extrato e das fragdes influencia
na detec¢do dos resultados, apds o crescimento de 18 horas todos os
tubos contendo o meio de cultura foram subcultivados em placas com
agar nutriente a fim de se obter a concentracdo bactericida minima
(CBM).

A concentragdo bactericida minima das fragdes obtidas a partir
do extrato etanolico das folhas de D. ecastaphyllum variou de 50 mg/mL
a 6,25 mg/mL (tabela 3). O extrato bruto apresentou a CBM mais
elevada para as duas bactérias gram positivas (50 mg/mL). Por outro
lado, a fracdo AcOEt apresentou CBM de 50 mg/mL frente a E. faecalis
e atividade antibacteriana mais potente, com CBM de 6,25 mg/mL
frente a S. aureus. A concentra¢do bactericida minima do antibiotico
padrdo utilizado, cloranfenicol, foi de 4,0 mg/mL.
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Tabela 3: Concentragdo Bactericida Minima (CBM) (em mg/mL) do
extrato bruto e fra¢des das folhas de Dalbergia ecastaphyllum.

Extrato e fragdes Microorganismos
S. aureus E. faecalis
Extrato Bruto 50 50
Acetato de etila 6,25 50
n- butanol 25 -

(-): Néo ativo
Controle positivo: Cloranfenicol (CBM) 4 mg/mL

Na literatura, Gundidza; Gaza (1993) demonstraram que a CBM
dos extratos etandlico e dacido citrico das cascas de Dalbergia
melanoxylon, variou de 142 pg/ml a 5,72 pg/ml frente as bactérias: E.
coli (NCIB 8879), P. aeruginosa (NCIB 950), S. typhimurium (NCTC
1074), Y.pestis (NCTC 10460), B. subtilis (NCIB 3610), K. pneumoniae
(NCIB 418) e S. aureus (NCIB 6571).

Embora a diferenca dos resultados apresentados no trabalho
acima citado e em nossos resultados seja significativa, ndo € possivel
estabelecer uma comparagdo direta entre eles, visto que além das
espécies serem distintas, as partes das plantas utilizadas, os métodos e os
liquidos extratores, assim como as cepas bacterianas avaliadas, sdo
diferentes daquelas aqui testadas.

A maioria dos trabalhos que relatam a atividade antimicrobiana
de espécies de Dalbergia ndo realizam a caracterizagdo quimica dos
extratos. Somente os trabalhos de Deesamer e colaboradores (2007) e
Narayanan e colaboradores (2007) descrevem que a atividade
antimicrobiana detectada se deve aos flavonoides (isoflavonas).

Dessa forma, foi realizada a caracterizagdo quimica dos
extratos, avaliando-se o teor de fenodlicos totais do extrato bruto e de
suas respectivas fra¢des, além da avaliacdo do perfil quimico dessas
amostras por cromatografia em camada delgada.

O teor de compostos fendlicos do extrato bruto e das fracdes
das folhas de D. ecastaphyllum esta demonstrado na Figura 7 e foi
expresso em equivalentes de acido galico em g/100 g de extrato seco,
variando de 0,46 (+0,003) a 11,05 (£0,128) com diferencas
estatisticamente significativas, exceto entre extrato bruto e fragdo
BuOH. O maior teor de compostos fenolicos foi observado na fragdo
AcOEt (11,05 #0,128), seguido da fracdo BuOH (5,78 +0,064), do
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extrato bruto (5,76 £0,049), da fracdo HEX (0,82 +0,009) e da fracdo
DCM (0,46 +0,003).

Teor de Fenolicos Totais
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Figura 7: Teor de fendlicos totais do extrato etandlico e fragdes das folhas de
Dalbergia ecastaphyllum. Dados sdo expressos pela média + desvio padrdo em
Equivalentes de Acido Galico em g/100g de extrato seco (n = 3). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05).

O Cocficiente de Correlagdo de Spearman demonstrou uma
correlacdo negativa entre a Concentracdo Bactericida Minima frente a S.
aureus ¢ o conteudo de fendlicos do extrato e fragdes das folhas de D.
ecastaphyllum (Figura 8), pois a fragdo AcOEt apresentou uma menor
CBM (6,25 mg/mL) e um maior teor de compostos fendlicos (11,05
+0,128 EAG em g/100 g de extrato seco), sugerindo que eles poderiam
ser os responsaveis pela atividade antibacteriana encontrada. Esta
correlagdo demonstra que quanto mais elevado o teor de compostos
fendlicos, maior é o potencial antimicrobiano.

Adicionalmente, realizou-se o coeficiente de correlagdo de
Spearman com o teor de fenolicos totais e os valores de CBM frente a E.
faecalis, no entanto, esta correlagio foi nio significativa, com p > 0,05.
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Correlagao (r = -0.9747)
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Figura 8: Coeficiente de Correlagdo de Spearman entre o conteudo de fenolicos
totais (EAG g/100g extrato seco) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM)
em mg/mL frente a Staphylococcus aureus (r = - 0.9747 p < 0,05).

Como os resultados deste trabalho sugeriam que a atividade
antibacteriana estaria presente em maior parte na fragdo acetato de etila
do extrato etandlico das folhas de D. ecastaphyllum, e que esta atividade
estaria relacionada ao teor de fenolicos totais, realizou-se uma analise
por cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato bruto e das
respectivas fracdes.

O perfil cromatografico da CCD, empregando como agente de
deteccdo cloreto férrico (Figura 9A) apresentou compostos com
coloragdo caracteristica de taninos, especialmente na fragdo acetato de
etila, a qual apresentou maior nimero de compostos e intensidade de
coloracdo. Com a utilizagdo de vanilina sulfurica como agente de
deteccdo (Figura 9B), novamente € possivel observar uma maior
concentracdo de substancias na fracdo acetato de etila, sendo a coloragao
verificada para os compostos majoritarios condizente com a classe de
taninos tipo condensados. Por fim, quando utilizado reagente natural
seguido de visualizagdo no UV (366 nm), o perfil cromatografico obtido
indicou a presenca de poucos compostos com coloragdo caracteristica de
flavonoides, especialmente nas fragdes acetato de etila e n- butanol
(Figura 9C).
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Figura 9: CCDs do extrato bruto e fragdes de Dalbergia ecastaphyllum.
Agentes de deteccao cloreto férrico (A), vanilina sulfurica (B), reagente natural
visualizacdo UV 366 nm (C). Letra a = extrato bruto, b = Fragdo DCM, ¢ =
Fracdao AcOEt, d = Fracdo BuOH.

O comportamento cromatografico das substancias nestas
analises permite sugerir que os compostos bioativos da fragdo AcOEt
correspondem a classe dos flavonodides e taninos condensados, sendo
estes ultimos considerados os constituintes majoritarios, o que pode
justificar a forte atividade detectada frente a S. aureus (CBM = 6,25
mg/mL) desta fracdo quando comparada ao extrato bruto (CBM = 50
mg/mL) e a fragdo BuOH (CBM = 25 mg/mL).

No intuito de confirmar esta hipdtese e de determinar quais
compostos da fragdo AcOEt sdo responsaveis pelo potencial
antibacteriano foi realizado um ensaio bioautografico utilizando o
mesmo sistema cromatografico descrito anteriormente. No ensaio
bioautografico com a fragdo acetato de etila (Figura 10), observou-se
uma intensa zona de inibi¢do em torno das substancias com atividade
antibacteriana que, comparando-se com as CCDs da figura 9, estdo
localizadas em valores de Rf entre 0,2 — 0,6, correspondentes aos
valores encontrados para flavonodides e especialmente os taninos
condensados.
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Figura 10: Bioautografia da fracdo acetato de etila frente a Staphylococcus
aureus ap0s revelagdo com Cloreto de Trifeniltetrazolio 0,5%.

A atividade antimicrobiana referente a estes compostos ja foi
relatada por outros autores. Souza e colaboradores (2007) comprovaram
que a atividade antimicrobiana do extrato etandlico da casca de
Stryphnodendron  adstringens, conhecido  popularmente  como
barbatimdo, esta relacionada aos taninos presentes nesta espécie.
Dugasani e colaboradores (2010) também verificaram que o extrato
metanolico e acetato de etila das raizes de duas espécies de Bauhinia (B.
tomentosa € B. vahlii), apresentaram atividade antimicrobiana e que a
mesma esta relacionada a presenca de compostos fenolicos da classe dos
taninos e dos flavonoides.

Taninos vém sendo descritos na literatura pela sua atividade
bacteriostatica e bactericida. Epicatequina e catequina, taninos
condensados isolados do extrato etanolico das cascas de Schotia latifolia
Jacq apresentaram atividade frente a Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli
e P. aeruginosa obtidos de isolados clinicos, com CIMs que variaram de
62,5 a 250 ng/mL (MASIKA; SULTANA; AFOLAYAN, 2004).

Um tanino isolado da fraglo acetato de etila do extrato
metanodlico das folhas de Vangueria spinosa Roxb. e identificado como
(-)-epicatequina-3-O—B—glucopiranosideo apresentou atividade frente a
S. aureus (MTCC 2940), E. coli (MTCC 739), P. aeruginosa (MTCC
2453) e K. pneumoniae (MTCC 432) com CIMs que variaram de 1,5 —
3,1 mg/mL (CHATTERJEE; BHATTACHARIJEE; CHANDRA, 2011).

Os mecanismos de ac¢do antimicrobianos identificados até o
momento para os taninos sugerem que estes compostos possuem a
habilidade de inativar adesinas, enzimas e proteinas microbianas, as
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quais estdo envolvidas em mecanismos de transporte celular. Outros
mecanismos incluem a privagdo dos substratos necessarios para o
crescimento microbiano e a agdo direta sobre o metabolismo dos
microorganismos através da inibi¢do da fosforilagdo oxidativa
(PERUMAL SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2010; SCALBERT,
1991).

A atividade antimicrobiana de flavonodides também possui um
significativo nimero de estudos na literatura. Rutina isolada do extrato
metanodlico das folhas de Solanum palinacanthum apresentou atividade
frente as bactérias Aeromonas hydrophila (ATCC 7966), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), P. aeruginosa (ATCC 27853), S. aureus (ATCC
25923) e ao fungo Aspergillus ochraceus, isolado dos graos de cafg,
com CIMs que variaram de 1000 pg/mL a 35 pg/mL (PEREIRA et al.,
2008).

A atividade de flavondides como 5,7-dimetoxiflavanona-4-O-f3-
D-glucopiranosidio,  5,7-dimetoxiflavanona-4-O-[2*"-O-(5"""-O-trans-
cinnamoil)-B-D-apiofuranosil]-B-D-glucopiranosidio, 5,7,3 -trihidroxi-
flavanona-4-O—p—D-glucopiranosidio, naringenina -7- O- [ -D-
glucopiranosidio, rutina e nicotiflorina foram investigadas frente a E.
coli ATCC (25922), P. aeruginosa (ATCC 10145), P. mirabilis (ATCC
7002), K. pneumoniae (RSKK 574), A. baumannii (RSKK 02026), S.
aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC 29212), B. subtilis (ATCC
6633), C. albicans ATCC (10231) e C. krusei (ATCC 6258). Todos os
compostos testados apresentaram forte atividade antimicrobiana frente a
P. aeruginosa, S. aureus e C. krusei com CIMs que variaram de 32-128
pg/mL (ORHAN et al., 2010).

O uso de flavondides em infecgdes bacterianas possui
mecanismos de acdo que ainda ndo estdo completamente conhecidos, no
entanto, 0 mecanismo antibacteriano proposto até o momento baseia-se
na sua relagdo estrutura atividade e envolve a inibigdo da sintese de
acidos nucléicos, da funcdo da membrana citoplasmatica e do
metabolismo de energia (CAZAROLLI et al., 2008).

Atualmente, espécies vegetais que contém altos teores de
compostos fendlicos sdo alvos de interesse, devido a potencial
propriedade antioxidante destas substincias e por atuarem como
poderosos agentes anti-infecciosos (SALEEM et al., 2010). O provavel
mecanismo responsavel pela toxicidade de compostos fendlicos frente a
microorganismos pode estar ligada a inibi¢do de enzimas, possivelmente
através de reagdes com grupos sulfidrilas ou pode estar relacionada a
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capacidade que estes compostos possuem de complexarem-se as
proteinas extracelulares da membrana bacteriana, levando a sua
inativacdo e conseqiiente morte bacteriana (COWAN, 1999; SIDDIQI et
al., 2001).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos de triagem antimicrobiana a partir de espécies vegetais,
em busca de novas substancias com alto valor terapéutico estdo em
constante crescimento (AYRES et al., 2008; HOLETZ et al., 2002;
MARZOUK et al., 2009; ROJAS et al., 2006; RUNYORO et al., 2006).
Isso se deve pela aceitagdo da medicina tradicional como uma
alternativa nos cuidados a satde, pela busca de novos compostos
bioativos ou prototipos para o desenvolvimento de novos medicamentos
e principalmente devido ao aumento da resisténcia de bactérias e fungos
aos antimicrobianos disponiveis atualmente na pratica clinica
(LIVERMORE et al., 2005; NOSTRO et al., 2000; PERUMAL SAMY;
GOPALAKRISHNAONE, 2010; PIETERS; VLIETINCK, 2005).

Embora diversos antibidticos disponiveis hoje no mercado
sejam produtos de sintese ou semi-sintese como sulfonamidas,
fluoroquinolonas e oxazolidinonas, a maioria das classes de
antimicrobianos disponiveis atualmente para uso clinico, como
penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, aminoglicosideos,
cloranfenicol, rifampicinas entre outros, sdo oriundos de produtos de
origem natural (microorganismos como bactérias e fungos)
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

A partir do ano 2000, poucos farmacos foram introduzidos para
a terapéutica antimicrobiana, fato que induziu a retomada dos programas
de descoberta de antibidticos de fontes naturais em algumas industrias
farmacéuticas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010,
TAKAHASHI; LUCAS, 2008). Nesse contexto, as espécies vegetais
podem contribuir na descoberta de novos antibidticos, pois é possivel
que produtos naturais possam ser biossintetizados para prevenir e/ou
combater o ataque de microorganismos patogénicos (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010).

A triagem preliminar da atividade biolégica de um extrato bruto
¢ a primeira etapa antes da realizagdo de futuros ensaios farmacologicos
e quimicos de espécies vegetais, pois ao se encontrar resultados
promissores iniciam-se os estudos de caracterizagdo quimica e do
possivel mecanismo de agdo dos extratos envolvidos nesta atividade
(CORREIA et al., 2008).

Para a realizacdo de ensaios de triagem da atividade biologica
por meio do ensaio de difusdo em disco ¢ indispensavel a utilizagdo de
controle positivo (discos impregnados com antibidticos), os quais sdo
selecionados de acordo com a sensibilidade dos microorganismos. O uso
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destes controles positivos serve como garantia de que a metodologia
utilizada cumpra com os requisitos estabelecidos pela CLSI, visto que as
bactérias testadas sdo cepas padrdo ATTC. Desta forma, ndo é possivel
realizar a comparacdo dos halos de inibi¢do dos controles positivos
utilizados no ensaio com os resultados obtidos com as amostras.

Considerando que na literatura ha informagdes da atividade
antimicrobiana de espécies do género Dalbergia, ¢ que ndo ha relatos a
respeito da atividade antimicrobiana de Dalbergia ecastaphyllum, em
nosso estudo, o extrato etanolico das folhas desta espécie foi investigado
frente a quatro bactérias ¢ um fungo, apresentando atividade
antimicrobiana para S. aureus e para E. faecalis. Considerando os
resultados obtidos para o extrato bruto da espécie em estudo, optou-se
pela realizacdo do fracionamento bioguiado deste, pois o fracionamento
bioguiado consiste, inicialmente, na obtenc¢do de fragcdes mais puras ou
com maior concentragdo de compostos bioativos as quais sdo
monitoradas através de novos ensaios de atividade farmacologica
(HOUGHTON, 2000).

Em nossos resultados, observou-se atividade antimicrobiana do
extrato e fragdes somente frente a bactérias gram positivas (S. aureus e
E. faecalis). Adicionalmente, uma correlagdo negativa entre a
Concentragdo Bactericida Minima frente a S. aureus ¢ o contetido de
fenolicos do extrato e fracdes das folhas de D. ecastaphyllum foi
verificada, sendo a fragdo acetato de etila a que apresentou atividade
antibacteriana mais potente frente a S. aureus com CBM de 6,25 mg/mL
e alta concentracdo de compostos fenolicos. Desta forma, & possivel
justificar a forte atividade detectada frente a S. aureus (CBM = 6,25
mg/mL) desta fragdo quando comparada ao extrato bruto (CBM = 50
mg/mL) e a fragdo BuOH (CBM = 25 mg/mL).

Em nosso trabalho, utilizou-se também a bioautografia por
imersdo ou sobreposi¢do do agar. Nesta técnica o extrato ou fragdes
ativas sdo aplicados na cromatoplaca e devem difundir da fase
estaciondria para a camada de agar (CHOMA, 2005; COS et al., 2006).
A bioautografia ¢ uma técnica capaz de detectar e localizar, através de
um cromatograma as substincias com atividade, em misturas
complexas, através de sua separacdo, e permitir o isolamento dos
compostos bioativos (COLORADO; GALEANO; MARTINEZ, 2007;
HOSTETTMANN et al., 2008). Desta forma, foi possivel confirmar a
hipotese de que as substancias polifendlicas presentes na fracdo acetato
de etila a partir do extrato etandlico das folhas de D. ecastaphyllum,
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apresentam potencial antibacteriano frente a S. aureus e E. faecalis, ¢
que estes compostos estdo relacionados a classe dos flavonodides e
especialmente aos taninos tipo condensados.
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7. CONCLUSOES

Dos 22 extratos das 12 espécies vegetais avaliadas na triagem
antimicrobiana através do método de difusdo em disco, apresentaram
atividade os extratos das folhas de Dodonaea viscosa e Cecropia
pachystachya, das folhas e frutos de Garcinia gardneriana e das folhas
e casca de Dalbergia ecastaphyllum frente as bactérias gram positivas S.
aureus e E. faecalis na concentragdo de 2 mg/disco. Nao foi detectada
atividade das amostras testadas frente ao fungo Candida albicans e as
bactérias gram negativas E. coli e P. aeruginosa.

O fracionamento com solventes de polaridade crescente do extrato
etanodlico das folhas de Dalbergia ecastaphyllum indicou que a fracao
acetato de etila apresentou maior halo de inibigdo frente a S. aureus e E.
faecalis (14 e 12 mm respectivamente), seguida da fragdo n-butanol (8
mm somente para S. aureus) no ensaio de difusdo em disco.

No ensaio de macrodilui¢do a fracdo acetato de etila apresentou a
atividade antibacteriana mais potente, com CBM de 6,25 mg/mL frente
a S. aureus e 50 mg/mL para E. faecalis. A fragdo n-butanol apresentou
CBM de 25 mg/mL frente a S. aureus e o extrato bruto apresentou CBM
de 50 mg/mL para estas duas bactérias.

A quantificagdo dos compostos fendlicos mostrou que a fragdo acetato
de etila apresentou o maior teor de compostos fenolicos quando
comparado ao extrato bruto e as demais fracdes.

Foi observada uma correlacdo entre o conteido de fendlicos totais ¢ a
atividade antibacteriana, pois os compostos fenolicos bioativos ficaram
concentrados na fragdo acetato de etila, justificando a forte atividade
detectada frente a S. aureus (CBM = 6,25 mg/mL).

Na analise por CCD foi possivel observar que, devido ao
comportamento cromatografico e valores de Rf, a maioria dos
constituintes bioativos presentes na fragdo acetato de etila correspondem
especialmente a classe dos taninos condensados.

No ensaio bioautografico a fragdo acetato de etila do extrato etandlico
das folhas de D. ecastaphyllum, apresentou zonas de inibi¢do, as quais
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quando comparadas as analises por CCD estdo relacionados aos taninos
do tipo condensados.
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