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RESUMO

Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae Bercht & Presl.) é uma planta nativa da América do Sul,
popularmente conhecida no Brasil como assa-peixe e tradicionalmente usada para o tratamento
de gripe, resfriado, bronquite, problemas intestinais e renais, infec¢do uterina, Ulceras e febre.
O presente estudo teve como objetivo investigar as composi¢fes quimicas e os efeitos
antibidticos das fracdes diclorometanicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-Vp) obtidas desta espécie
vegetal. Folhas e flores foram extraidas em solucdes hidroetandlicas 70% e submetidas a
particdo liquido/liquido com hexano (HF-Vp/HL-Vp) sequida de diclorometano (DF-Vp/DL-
Vp). Inicialmente, foi realizada uma triagem do efeito antibiotico in vitro dos extratos e fracoes
por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentragédo
Bactericida Minima (CBM), seguida pela classificacdo do efeito antibiotico frente as cepas de
referéncia ATCC® Staphylococcus aureus (ATCC® 25923™, ATCC® 29213™ e ATCC®
6538™), Escherichia coli (ATCC® 10536™ e ATCC® 25922™), Salmonella Choleraesuis
(ATCC® 10708%), Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311™) ¢ Pseudomonas aeruginosa
(ATCC®9027™e ATCC®27853™), que destacou DF-Vp e DL-Vp como as mais promissoras.
Os perfis quimicos de DF-Vp e DL-Vp foram estabelecidos por meio de cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrémetro de massas (CG-EM), que revelou a presenca de terpenoides e
flavonoides, marcadores quimiotaxonémicos de V. polyanthes. O efeito antibiético de DL-Vp
e DF-Vp foi aprofundado frente as cepas de referéncia Salmonella Choleraesuis (ATCC®
10708™) e Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311™) e clinicas humanas Salmonella
Enteritidis 1428260 e Salmonella spp. 1507708 por meio dos ensaios do efeito combinatdrio,
tempo de morte bacteriana, viabilidade celular e extravasamento de substancias absorvidas a
280 nm. Adicionalmente, foi investigado se o metabdlito lupeol seria o principal responsavel
pelo efeito antibiotico desta espécie vegetal. DL-Vp foi ativo frente a S. Choleraesuis (ATCC®
10708™), S. Typhimurium (ATCC® 13311™) e Salmonella spp. 1502596 e 1266695, com
CIM igual a 625 pg/mL, e Salmonella spp. 1553217 e 1507708 e S. Enteritidis 1428260, com
CIM de 1250 pg/mL. DF-Vp se mostrou ativo frente a Salmonella spp. 1502596 (CIM = 625
pg/mL) e também inibiu o crescimento de S. Choleraesuis (ATCC® 10708™), S. Typhimurium
(ATCC® 13311™) ¢ S. Enteritidis 1428260 com CIM de 1250 pg/mL, e Salmonella spp.
1507708 e 1266695 (CIM = 2500 pg/mL). Com excecdo de DL-Vp frente a S. Typhimurium
(ATCC® 13311™) com CIM de 5000 pg/mL e efeito bactericida, os demais foram classificados
como bacteriostaticos para ambas as fracOes e cepas testadas. O sinergismo entre DL-Vp e DF-
Vp e os antibidticos se mostrou cepa dependente. O ensaio do tempo de morte bacteriana
demonstrou que DL-Vp e DF-Vp diminuiram a densidade populacional bacteriana e, na maioria
dos casos, os tratamentos com essas fragfes foram mais eficientes do que com os antibioticos.
Finalmente, a citotoxicidade foi determinada pelo bioensaio com Artemia salina e as fracoes
diclorometénicas foram classificadas como atoxicas. Os resultados revelaram o efeito
antibidtico promissor de V. polyanthes, principalmente frente a Salmonella, incluindo cepas
clinicas resistentes a levofloxacino e ampicilina. Além disso, constatou-se que lupeol néo foi o
principal responsavel por esse efeito nesta espécie vegetal.

Palavras-chave: Vernonia polyanthes. Asteraceae. Salmonella spp. Lupeol. Antibidtico.



ABSTRACT

Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae Bercht & Presl.), is a native South American plant,
popularly known in Brazil as "assa-peixe" and traditionally used in the treatment of flu, cold,
bronchitis, intestinal and kidney disorders, uterine infection, ulcers and fever. Thus, the present
study aimed to investigate the chemical compositions and antibiotic effects of floral (DF-Vp)
and foliar (DL-Vp) dichloromethane fractions. Fresh leaves and flowers were extracted with
hydroethanolic solutions 70% and subjected to liquid / liquid partition with hexane (HF-Vp /
HL-Vp) and dichloromethane (DF-Vp / DL-Vp). Initially, an in vitro screening of the antibiotic
effect of extracts and fractions from this plant species was established by determining the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC),
followed by the classification of the antibiotic effect against Staphylococcus aureus (ATCC®
25923™, 29213™ and 6538™), Escherichia coli (ATCC® 10536™ and 25922™), Salmonella
Choleraesuis (ATCC® 10708™), Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311 ™) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027 ™ and 27853 ™), revealing DF-Vp and DL-Vp as the
most promising. DF-Vp and DL-Vp chemical profiles were analyzed by gas chromatography
coupled to a mass spectrometry detector (GC-MS) that showed the presence of terpenoids and
flavonoids, chemotaxonomic markers of V. polyanthes. The antibiotic effect of DL-Vp and DF-
Vp was further investigated against Salmonella Choleraesuis (ATCC® 10708™), Salmonella
Typhimurium (ATCC® 13311™) and Salmonella Enteritidis 1428260 and Salmonella spp.
1507708 clinical strains by the combinatorial effect, time Kill, cellular viability and leakage of
compounds absorbing at 280 nm assays. Additionally, we investigated if lupeol could be the
main responsible for the antibiotic effect of this plant species. DL-Vp was active against S.
Choleraesuis (ATCC® 10708 ™), S. Typhimurium (ATCC® 13311™), and Salmonella spp.
1502596 and 1266695, with MIC values of 625 pg/mL, and Salmonella spp. 1553217 and
1507708 and S. Enteritidis 1428260, with MIC of 1250 pug/mL. DF-Vp was active against
Salmonella spp. 1502596 (MIC = 625 pg/mL) and also against S. Choleraesuis (ATCC®
10708™), S. Typhimurium (ATCC® 13311™) and S. Enteritidis 1428260 with MIC values of
1250 pg/mL, and Salmonella spp. 1507708 and 1266695 (MIC = 2500 pg/mL). With the
exception of DL-Vp against S. Typhimurium (ATCC® 13311™) with MIC values of 5000
ug/mL and bactericidal effect, the other fractions were classified as bacteriostatic against the
other strains. The synergism between DL-Vp and DF-Vp and the antibiotics was dependent
strain. The time kill test showed that DL-Vp and DF-Vp decreased bacterial population density,
and in most cases, treatments with these fractions were more efficient than the antibiotics.
Finally, cytotoxicity was determined by Artemia salina bioassay and the dichloromethanic
fractions were classified as nontoxic. The results revealed the promising antibiotic effect of V.
polyanthes, mainly against Salmonella, including clinical strains that were resistant to
levofloxacin and ampicillin. In addition, it was possible to affirm that it was observed that
lupeol was not the main responsible for this effect in this plant species.

Keywords: Vernonia polyanthes. Asteraceae. Salmonella spp. Lupeol. Antibiotic.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos oriundos da natureza como medicinais € uma pratica
milenar (BALUNAS; KINGHORN, 2005; CRAGG; NEWMAN, 2013). Esse fato pode ser
constatado por meio de importantes registros com informagfes sobre plantas medicinais
surgidos nos seculos XVl a.C. e XVI1a.C. (GURIB-FAKIM, 2006). Os arabes foram pioneiros
nesta utilizacdo e registravam remedios a base de ervas em placas de argilas (GURIB-FAKIM,
2006). Em 1700 a.C., por ordem do rei da Babil6nia, babilénios, assirios e suméricos
esculpiram, em pedra, o codigo Hamurabi, que incluia uma lista de vegetais com propriedades
terapéuticas (GURIB-FAKIM, 2006). Em 1500 a.C., os egipcios documentaram, no Papiro de
Ebers, em torno de 700 remédios populares originados de plantas (CRAGG; NEWMAN, 2013).
Outros compéndios como a Matéria Médica Chinesa, documentos da medicina Ayurveda
Indiana, bem como de personalidades gregas e romanas, destaques para 0 médico Dioscorides
e para o professor de Farmacia e Medicina em Roma Galeno, que contribuiram
substancialmente para o desenvolvimento racional do uso de ervas medicinais no velho mundo
ocidental (CRAGG; NEWMAN, 2013). Inicialmente, os medicamentos originados de plantas
eram utilizados na sua forma bruta como chas, po6s, tinturas e outras formulacées (BALUNAS;
KINGHORN, 2005). O conhecimento sobre qual espécie vegetal deveria ser empregada no
tratamento de determinada doenca e suas formas de aplicacdo foram transmitidas de geracao
em geracao, se constituindo em um saber popular (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Na literatura mais recente, Newman e Cragg (2016) estimaram que, entre 1981 a
2014, 25 a 50% dos farmacos disponiveis no mercado foram originados, direta ou
indiretamente, de produtos naturais. Segundo estes autores, considerando-se especificamente a
pesquisa, a descoberta e o desenvolvimento de antibioticos, a influéncia dos produtos naturais
e suas estruturas é marcante, fazendo com que esse setor seja considerado dependente dos
mesmos (NEWMAN; CRAGG, 2016).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os antibidticos
salvaram milhdes de vidas e permitiram o sucesso de importantes procedimentos invasivos e
cirurgicos complexos desde sua introdugédo na clinica médica (WHO, 2017a). No entanto, a
crescente disseminacdo da resisténcia bacteriana a estes farmacos e o surgimento de cepas
multirresistentes tém ameacado sua eficacia, resultando em infeccdes de dificil tratamento ou
mesmo “intrataveis" (WHO, 2017a).
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O documento publicado pela OMS intitulado "Antibacterial agents in clinical
development: an analysis of the antibacterial clinical development pipeline, including
tuberculosis” descreve a necessidade urgente de antibidticos preferencialmente inovadores,
uma vez que os produtos em desenvolvimento clinico sdo insuficientes para combater a
crescente ameaca de resisténcia. Conforme preconiza esta Organizacdo, um antibidtico
inovador deve cumprir alguns requisitos, tais como ndo apresentar resisténcia cruzada aos
antibioticos j& existentes, tratar-se de uma nova classe quimica ou possuir um novo alvo ou sitio
de ligagcdo ou mecanismo de acdo (THEURETZBACHER, 2017; WHO, 2017a).

Na busca por estas moléculas inovadoras, 0os metabdlitos produzidos por produtos
naturais, sejam plantas, organismos marinhos ou micro-organismos, representam uma
importante e valiosa fonte natural dessas substancias. Nesse seguimento, o Brasil é um pais
privilegiado por possuir a maior biodiversidade do mundo, contando com mais de 45.000
espécies de plantas superiores, o que representa 20 a 22% do total do planeta (BERLINK et al.,
2017; BRASIL, 2009; DUTRA et al., 2016). Beneficiada por essa diversidade vegetal, a
populacéo brasileira tem uma antiga tradicéo de utilizar as plantas medicinais no tratamento de
diversas doencas, pratica essa oriunda do somatério dos conhecimentos dos indigenas,
portugueses e africanos (BRAGA, 2011). A biodiversidade brasileira acrescida do saber
popular sobre sua utilizacdo vem chamando a atencdo dos pesquisadores e do governo que, em
2009, elaborou a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS)
(BRASIL, 2009; DUTRA et al., 2016). A RENISUS tem por objetivo orientar estudos e
pesquisas com plantas medicinais a fim de fornecer para a populagéo informacgdes sobre sua
seguranga e eficacia, possibilitando o uso racional de fitoterapicos no tratamento de doencas
(BRASIL, 2009).

Entre as 71 espécies vegetais que compdem a RENISUS, Vernonia spp. (Vernonia
ruficoma ou Vernonia polyanthes) ocupa a 70?2 posi¢cdo (BRASIL, 2009). V. polyanthes Less.
(Asteraceae Bercht. & J. Presl), conhecida como assa-peixe, € uma planta nativa do Brasil e
popularmente utilizada para o tratamento de gripe, resfriado, bronquite, distlrbios
gastrointestinais, problemas renais, infeccdo uterina, Ulceras, febre, reumatismo inflamatorio,
entre outros (BARON et al., 2005; BRAGA, 1976; WALTRICH; HOSCHEID; PROCHNAU,
2015). A infusdo das suas folhas secas é indicada como expectorante no Formulario de

Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011a).
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A ampla utilizacdo desta espécie na medicina popular devido as suas propriedades
terapéuticas e o fato de se tratar de uma planta nativa com ampla ocorréncia na regido do
Cerrado, em especial no estado de Minas Gerais, chamou a aten¢@o do nosso grupo de pesquisa.
Assim, desde 2010, temos nos dedicado ao aprofundamento das investigacbes sobre V.
polyanthes a fim de contribuir cientificamente para sua utilizagdo popular, inclusive com
informacg0es para seu uso seguro e eficaz. Recentemente, incluimos desenhos de estudo com a
perspectiva nutracéutica dessa espécie vegetal visto que a procedéncia do nome assa-peixe se
da pelo fato de suas folhas, ao serem empanadas e fritas, lembrarem pequenos peixes, sendo,
inclusive, classificada como uma Planta Alimenticia N&o Convencional (PANC)
(BREDARIOL, 2015).

Assim, como produtos cientificos de nossa linha de pesquisa tendo esta espécie
vegetal como objeto de estudo, podemos citar os relatos das atividades anti-inflamatoria tépica
e sisttmica, da propriedade cicatrizante e do potencial antioxidante dos extratos obtidos das
folhas de V. polyanthes (MINATELI etal., 2017; RODRIGUES, 2016; TEMPONI et al., 2012).
Vale destacar que, com base no significativo efeito cicatrizante observado, Minateli (2015)
desenvolveu um creme dermatoldgico contendo extrato etandlico das folhas de V. polyanthes
indicado para tratamentos de feridas, fissuras, escaras, Ulceras, lesdes de pé diabético, processos
inflamatdrios e infecciosos, que gerou um depdsito de patente (SOUSA et al., 2016).

No entanto, ainda precisavamos esclarecer as duvidas que tinhamos quanto ao
potencial antibidtico desta planta medicinal sobre o (s) provavel (is) responsavel (is) por esse
efeito e qual seria o provavel modo de acdo envolvido. Nesse sentido, Santana (2015), a partir
do extrato de lavagem foliar de V. polyanthes isolou, purificou e caracterizou o composto
majoritario presente nesse extrato, a lactona sesquiterpénica glaucolideo A, e avaliou o efeito
antibidtico dos extratos e desse composto. Em seguida, Florencio (2017), dando continuidade
ao estudo anterior, concluiu que o glaucolideo A néo seria o principal responsavel pelo efeito
antibidtico frente as cepas testadas, e aprofundou a investigacao microbioldgica dos extratos de
lavagem foliar e floral de V. polyanthes sobre cepas de Staphylococcus aureus, inclusive
demonstrando o provavel modo de acdo sobre a membrana celular nesse grupo bacteriano.

Considerando que ha resultados a serem explorados obtidos com esta espécie
vegetal tais como o efeito antibiotico observado sobre cepas Gram-negativas, em especial sobre
Salmonella, e que ainda ndo ha arcabouco cientifico para o uso popular de V. polyanthes para

o tratamento de distarbios gastrointestinais, o presente estudo teve como objetivo aprofundara
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investigacdo do potencial antibiético das fragdes diclorometénicas floral e foliar dessa planta
medicinal por meio da determinacdo dos efeitos antibidtico e combinatorio sobre Salmonella,
da avaliacdo da cinética bacteriana desse patdgeno na presenca dessas fracdes e do provavel
modo de acdo envolvido. Com o intuito de detectar o (s) provavel (is) responsavel (is) por este

efeito, o composto lupeol foi inserido na investigagéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O levantamento bibliogréafico foi realizado, principalmente, na plataforma de busca
Portal Periodicos CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior);
nas bases de dados NCBI (do inglés, National Center for Biotechnology Information), Scopus,
ScienceDirect e Scielo (do inglés, Scientific Electronic Library Online).

2.1 RESISTENCIA BACTERIANA: UM PROBLEMA GLOBAL DE SAUDE PUBLICA

As infecgbes bacterianas influenciam significativamente o estado de satde do ser
humano e, por isso, continuam sendo foco de discussdes entre profissionais da area da saude
(KING; SOBHANIFAR; STRYNADKA, 2014). Neste contexto, a descoberta dos antibi6ticos
foi um marco na histéria da medicina e da existéncia humana (AMINOV, 2010; WHO, 2017a).
Desde entdo, estes farmacos salvaram milhGes de vidas possibilitando o controle de doencas
infecciosas, reduzindo sua morbimortalidade e sendo cruciais para o sucesso de muitos
procedimentos médicos, principalmente invasivos como as cirurgias (AMINOV, 2010; WHO,
2017a).

O inicio do século XX foi considerado a "era dos antibiéticos", que ficaram
conhecidos como "pilulas magicas” (AMINOV, 2017; SAGA; YAMAGUCH]I, 2009; ZAMAN
et al., 2017). O termo "pilula méagica" foi introduzido por Paul Ehrlich com base na observacédo
de que os antibidticos atingiam os micro-organismos causadores de doengas sem afetar o
hospedeiro (SAGA; YAMAGUCHI, 2009; ZAMAN et al., 2017).

O grande marco da "era dos antibi6ticos" ocorreu em 1928 com a descoberta
acidental da penicilina por Alexander Fleming (AMINQOV, 2017; SAGA; YAMAGUCHI,
2009). Foi em uma cultura de Staphylococcus aureus contaminada por fungo do género
Penicilium que Fleming observou zonas de inibicdo do crescimento bacteriano e as
investigagcbes comecaram (AMINOV, 2017; SAGA; YAMAGUCHI, 2009). Este cientista
verificou que o efeito antibidtico era proveniente de uma substancia produzida pelo fungo
contaminante, a chamada penicilina (AMINOV, 2017; SAGA; YAMAGUCH]I, 2009).

O fato desta importante substancia ser um metabodlito produzido por micro-
organismo motivou a pesquisa com produtos naturais e possibilitou a descoberta de outras

moléculas com efeito antibidtico como estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina, macrolideo
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e glicopeptideo, todas originadas de micro-organismos do solo (SAGA; YAMAGUCHI, 2009).
Jaem 1962, um antibidtico da classe das quinolonas derivado do acido nalidixico foi obtido por
sintese organica (SAGA; YAMAGUCHI, 2009). A Figura 1 ilustra as moléculas dos

antibioticos derivados da penicilina (B-lactdmicos) e do acido nalidixico (quinolonas).

Figura 1 - Imagem ilustrativa das estruturas moleculares dos antibioticos derivados da penicilina (B-
lactdmicos) e do &cido nalidixico (quinolonas)
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Fonte: Adaptado de Saga e Yamaguchi (2009).

O surgimento crescente de novas substancias com efeito antibiotico fez com que o
periodo compreendido entre 1950 e 1970 fosse considerado a "era de ouro" na descoberta de
novas classes de antibidticos (Tabela 1) (ZAMAN et al., 2017). No entanto, a eficacia destes
farmacos estava ameacada pelo seu uso excessivo, 0 que poderia levar ao desenvolvimento de
resisténcia conforme ja havia sido alertado por Fleming em 1945 e, em seguida, comprovado
pela descricdo das primeiras cepas resistentes de estreptococos hemoliticos do grupo A
(Streptococcus pyogenes), Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis, entre outras
(FINLAND, 1955; VENTOLA, 2015). Posteriormente (1962), o primeiro caso de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) foi relatado no Reino Unido. Assim, em
1972, a vancomicina foi introduzida na pratica médica visando tratar os pacientes acometidos

por cepas MRSA com a promessa de ser um medicamento improvavel para o desenvolvimento
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de resisténcia. Porém, nos anos de 1979 e 1983 foram documentados casos de Staphylococcus

coagulase negativa resistentes a este antibiotico (VENTOLA, 2015).

Tabela 1 - Classes de antibioticos descobertos na “era de ouro"

Classe Quimica

Alvo

Modo de Agdo

Exemplos

Sulfonamida”

B-lactamico™

Aminoglicosideo™

Tetraciclina™

Cloranfenicol™

Macrolideo™

Glicopeptideo™

Oxazolidinona”

Ansamicina™

Quinolona”

Estreptogramina™

Sintese do folato

Sintese da parede

celular

Sintese proteica

Sintese proteica

Sintese proteica

Sintese proteica

Sintese da parede

celular

Sintese proteica

Sintese de RNA

Sintese de DNA

Sintese proteica

Bacteriostatico

Bactericida

Bactericida

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bactericida

Bacteriostatico

Bactericida

Bactericida

Bactericida

Sulfonamida

Penicilinas / Cefalosporinas /

Carbapenémicos

Estreptomicina / Neomicina

Tetraciclina / Doxiciclina

Cloranfenicol

Eritromicina / Claritromicina

Vancomicina / Teicoplanina

Linezolida

Rifamicina

Ciprofloxacino

Pristinamicina

*Sintese quimica; "*Produto natural.
Fonte: Adaptado de Brown e Wright (2016).
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Com o passar dos anos, 0s micro-organismos se tornaram resistentes a quase todos
0s antibioticos disponiveis na clinica médica e as doencas infecciosas voltaram a preocupar 0s
individuos (BROWN; WRIGHT, 2016; VENTOLA, 2015).

A resisténcia bacteriana € um fenémeno natural e inevitavel que pode ocorrer
quando o micro-organismo é exposto ao antibiético (WHO, 2017a; ZAMAN et al., 2017). Na
presenca do farmaco as bactérias sensiveis sdo mortas ou inibidas, enquanto as cepas que
apresentam resisténcia séo capazes de sobreviver e se multiplicar mesmo nos niveis terapéuticos
do medicamento (PRESTINACI; PEZZOTTI; PANTOSTI, 2015; WHO, 2017a; ZAMAN et
al., 2017). Apesar de ndo ser um fendmeno recente, 0s nimeros de casos de resisténcia
bacteriana tém aumentado ao longo dos anos, favorecidos pelo uso inapropriado e exacerbado
de antibioticos, principalmente nos paises em que a venda ocorre sem prescricdo médica
(DOERNBERG et al., 2017; LEVY; BONNIE, 2004; WHO, 2015). Ciente da gravidade e
dimenséo do problema, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou, por
meio da publicagdo da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 20/2011 que, no Brasil, a
dispensacdo de medicamentos a base de antimicrobianos ocorrera somente mediante retengdo
de receita médica (BRASIL, 2011b).

Prestinaci, Pezzotti e Pantosti (2015) enumeraram quatro fatores principais para o
surgimento e disseminacdo da resisténcia bacteriana, a saber: 1) medicina humana na
comunidade e hospitalar; 2) criacdo animal; 3) agricultura; e 4) condi¢cdes ambientais. Todos

estes fatores estdo interligados conforme representado no esquema da Figura 2.
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Figura 2 - Representagdo esquematica dos principais fatores envolvidos no surgimento e disseminagdo

da resisténcia aos antimicrobianos

PRESENCA DE RESISTENCIA BACTERIANA NO

AMBIENTE
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resistentes a antibioticos em ETAR

USO DE ANTIBIOTICOS E
OUTROS FATORES NA
COMUNIDADE

- Prescrigao inapropriada

- Automedicagio entre a
populagao em geral

- Aumento de pessoas idosas e
imunocomprometidas

DESENVOLVIMENTO
E DISSEMINACAO

DA RESISTENCIA
BACTERIANA

USO DE ANTIBIOTICOS EM
ANIMAIS CRIADOS PARA A
PRODUGAO ALIMENTICIA E NA
AGRICULTURA

- Uso para profilaxia e promogio do
crescimento animal

- Uso de antibidticos para prevenir a
doenga do “fogo bacteriano” na
agricultura

- Procedimentos

- Aumento de

USO DE ANTIBIOTICOS E OUTROS
FATORES HOSPITALARES

- Uso generalizado e prolongado de antibidticos

para tratamento e profilaxia
cirargicos
dispositivos médicos invasivos
pacientes  idosos e
imunocomprometidos

invasivos e

ETAR = Estacdo de tratamento de &guas residuais.
Fonte: Adaptado de Prestinaci; Pezzotti e Pantosti (2015).

As bactérias podem ser portadoras de determinantes de resisténcia intrinsecos

(propriedade inata do género ou espécie bacteriana; transferéncia vertical) ou adquiridos

(propriedade especifica da cepa devido as modificagdes mutacionais nos genes cromossdémicos

ou aquisicdo de determinantes genéticos externos de resisténcia; transferéncia horizontal)
(MUNITA; ARIAS, 2016; VAN DUIJKEREN et al., 2018). A grande preocupacgdo gira em

torno dos micro-organismos com componentes de resisténcia adquiridos uma vez que essas

populagBes seriam naturalmente sensiveis aos compostos antimicrobianos, e por alteraces

genéticas, muitas vezes resultantes da pressdo seletiva exercida pelo ambiente, a situacdo se
inverteria (BLAIR et al., 2015; MUNITA; ARIAS, 2016).

Considerando esta abordagem genética, a resisténcia aos farmacos pode ser

disseminada por incorporacdo de material genético externo ou pela transferéncia dos genes de
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resisténcia de bactéria para bactéria por meio de mecanismos tais como transformacéo,
incorporacdo do DNA nu, transducdo mediada por bacteriofago, e conjugacédo por meio da
transferéncia de plasmideos ou transposons pelo "pili sexual” bacteriano (LEVY; BONNIE,
2004; MUNITA; ARIAS, 2016).

Em relacdo a expressdo dos mecanismos biologicos de resisténcia, a bactéria pode
desenvolver diferentes estratégias dependendo da modificacdo genética. As principais descritas
sdo alteracdo do sitio alvo do farmaco reduzindo sua afinidade, traducdo de enzimas que
degradam ou modificam os antibidticos e ativacao de sistemas de efluxo para a expulsdo da
molécula prejudicial (LEVY; BONNIE, 2004; MUNITA; ARIAS, 2016). E importante
salientar que diferentes genes podem codificar um mesmo tipo de mecanismo biolégico de
resisténcia (LEVY; BONNIE, 2004; VAN DUIJKEREN et al., 2018).

Ciente da dimensédo do problema, a OMS alertou sobre a necessidade urgente de
mudangas de comportamento a nivel global a fim de se evitar que o mundo enfrente a chamada
"era pOs-antibidtica”, onde infec¢des simples e facilmente tratdveis podem, novamente,
tornarem-se fatais aos seres humanos (WHO, 2017b). No entanto, se nenhuma atitude for
tomada, inclusive com a adocdo de medidas politicas de intervencdo neste cenario, 0 nimero
de mortes estimadas atribuidas a resisténcia bacteriana chegara a 10 milhdes em 2050,
superando a estimativa de mortalidade por cancer nesse mesmo ano (8,2 milhdes) (O’NEILL,
2016).

Em contrapartida ao crescimento acelerado de casos de resisténcia bacteriana, ha
uma escassez no desenvolvimento de novos antibiéticos. Conforme mostra a Figura 3, desde
1987 ha um "vacuo" na descoberta de novas classes desses farmacos (BROWN; WRIGHT,
2016; SILVER, 2011). A andlise do cenario atual revela que a pipeline de antibi6ticos clinicos
das industrias farmacéuticas continua sendo insuficiente para erradicar a ameaca da
resisténcia (BROWN; WRIGHT, 2016; WHO, 2017a).
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Figura 3 - Linha do tempo com as datas de descoberta/patente de classes de antibioticos e, apds 1987,
0 "vacuo de descoberta”
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Fonte: Adaptado de Silver (2011).

Vale ressaltar que uma das preocupacdes globais mais graves sobre este tema é que
a resisténcia aos antibidticos surgiu em muitos patdgenos, incluindo o Mycobacterium
tuberculosis. Dessa forma, a OMS publicou uma lista de patdgenos prioritarios para guiar a
pesquisa, a descoberta e o desenvolvimento de novos antibidticos que classifica 20 bactérias
em trés grupos estratificados como prioridade critica (1), alta (2) e média (3) (Tabela 2) (WHO,
2017c¢).
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Tabela 2 - Lista de patogenos prioritarios publicada pela Organizacdo Mundial da Satde em 2017 para
guiar a pesquisa, a descoberta e 0 desenvolvimento de novos antibiéticos

e Acinetobacter baumanni resistente a carbapenema
e Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenema

o Enterobacteriaceae resistente a carbapenema, resistenteas
cefalosporinas de 32 geracéo

e Enterococcus faecium resistente a vancomicina

e Staphylococcus aureus resistente a meticilina, comsensibilidade
intermedidria e resistente a vancomicina

Prioridade 2 e Helicobacter pylori resistente a claritromicina
ALTA e Campylobacter resistente a fluoroquinolona
o Salmonella spp. resistente a fluoroguinolona

e Neisseria gonorrhoeae resistente as cefalosporinas de 32geracéo,
resistente a fluoroquinolona

e Streptococcus pneumoniae sem susceptibilidade a penicilina

Prioridade 3 o . ; i
MEDIA e Haemophilus influenzae resistente a ampicilina

e Shigella spp. resistente a fluoroguinolona
Fonte: Adaptado de WHO (2017c).

Sendo assim, a necessidade de medicamentos inovadores leva a um retorno na
investigacdo de substancias oriundas de produtos naturais visto que o metabolismo vegetal é
uma fonte promissora de substancias ativas, inclusive com efeito antibiético (BROWN;
WRIGHT, 2016).

2.2 METABOLISMO VEGETAL: IMPORTANTE FONTE DE SUBSTANCIAS ATIVAS

Os organismos Vvivos necessitam de energia na forma de ATP (do inglés, adenosine
triphosphate) e de compostos organicos como carboidratos, lipidios, proteinas e acidos
nucleicos para suprirem suas necessidades celulares. Estas classes de compostos sédo
denominadas metabdlitos primarios e sdo produzidas por meio de um conjunto de reacgdes
reguladas por enzimas que compdem o metabolismo primario (DEWICK, 2009). As vias
bioquimicas do metabolismo priméario sdo semelhantes entre os diferentes seres vivos, pois
sintetizam, transformam e interconvertem macromoléculas essenciais para o desenvolvimento
das suas fungdes vitais. Um exemplo é a degradagdo de carboidratos por reacfes oxidativas

durante a glicolise e o ciclo de Krebs, resultando em liberacao de energia (DEWICK, 2009).
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Os vegetais sdo capazes de produzir substancias a partir de reagbes menos gerais
que compdem o metabolismo secundario ou especial. Os metabdlitos especiais séo
indispensaveis a vida, porém conferem certa vantagem para a sobrevivéncia do organismo no
seu habitat (DEWICK, 2009; SIMOES et al., 2007).

Ao contrério do metabolismo primario, o metabolismo especial ocorre em
condicOes especificas e/ou como resposta ao enfrentamento de situagdes de estresse. Grande
numero de substancias sdo produtos deste metabolismo e muitas delas séo interessantes como
moléculas farmacologicamente ativas (DEWICK, 2009; SIMOES et al., 2007).

Apesar da divisdo didatica na abordagem, os dois tipos de metabolismo nao sdo
independentes. As reacOes bioquimicas do metabolismo priméario fornecem os blocos
construtores (do inglés, building blocks) para o metabolismo especial os quais sdo derivados
dos intermediarios acetil-coenzima A (acetil-CoA), acido chiquimico, acido meval6nico e 1-
deoxixilulose 5-fosfato utilizados, respectivamente, para as vias do acetato, chiquimato,
mevalonato e fosfato de deoxixilulose (DEWICK, 2009).

A descarboxilagdo oxidativa do acido pirtivico, produto da via glicolitica, ¢ a -
oxidagdo de &cidos graxos, sintetizam a acetil-CoA. Trés moléculas de acetil-CoA reunidas
resultam no acido mevaldnico. O fosfoenolpiruvato, intermediario da via glicolitica, e a eritrose
4-fosfato, da via das pentoses, originam o &cido chiquimico. J& a deoxixilulose 5-fosfato é
produto da reacdo entre o acido piravico e o gliceraldeido 3-fosfato (DEWICK, 2009). Na
Figura 4 estdo esquematizadas as origens dos blocos construtores a partir do metabolismo

primario.



Figura 4 - Representacao esquematica da origem dos building blocks
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as moléculas de glicose e 0s compostos

intermediarios resultantes do seu metabolismo s&o fundamentais para a sintese dos metabdlitos
especiais (DEWICK, 2009; SIMOES et al., 2007). A Figura 5 mostra suas vias biossintéticas.
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Figura 5 - Representagdo esquematica das rotas biossintéticas envolvidas no metabolismo especial
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Fonte: Simdes e colaboradores (2007).

Ao observar as rotas biossintéticas, é possivel afirmar que a maioria das classes de
metabolitos especiais € sintetizada a partir de uma Unica via. Porém, as antragquinonas,
flavonoides e taninos condensados sdo sintetizados a partir da combinacdo entre a via do acido
chiquimico e do acetato (SIMOES et al., 2007) (Figura 5 - sinalizacdo na cor vermelha).
Também é importante considerar que a presenca destes metab6litos nos vegetais pode ocorrer
na forma livre ou ligada aos residuos de acticares, os chamados heterosideos (SIMOES et al.,
2007).

Outro aspecto crucial que deve ser considerado ao se estudar as substancias
sintetizadas pelas espéecies vegetais, principalmente as resultantes do metabolismo secundario,
é a ponderacéo dos fatores que possam interferir nas reacdes biossintéticas. Em um artigo de
revisao, Gobbo-Neto e Lopes (2007) reuniram os principais fatores que influenciam o conteido
de metabdlitos, sendo eles sazonalidade, ritmo circadiano, desenvolvimento da planta,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, herbivoria, entre outros.

Considerando a variedade dos compostos existentes nos vegetais (Figura 5) e o

conhecimento dos marcadores quimiotaxondmicos flavonoides e terpenoides na espécie V.



-39-

polyanthes (IGUAL et al., 2013), segue abaixo uma breve revisdo dessas duas classes de

metabdlitos secundarios, diretamente relacionadas ao presente desenho de estudo.

2.2.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma grande e importante classe de substancias polifendlicas de
baixo peso molecular produzidas pelos vegetais (NIJVELDT et al., 2001; PANCHE; DIWAN;
CHANDRA, 2016). Estdo amplamente distribuidos na natureza contando com mais de 9000
variedades identificadas (NIJVELDT et al., 2001; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).
Nas plantas, sdo responsaveis pelas cores atrativas das flores, frutos e folhas, controlam as
espécies reativas de oxigénio (ERO) oriundas da fotossintese, influenciam na sinalizacéo de
horménios vegetais e estdo envolvidos nos mecanismos de defesa contra a radiacéo ultravioleta
(UV), ataque de herbivoros e infeccdo microbiana (BUER; IMIN; DJORDJEVIC, 2010;
NIJVELDT et al., 2001; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Como descrito anteriormente, estes compostos sdo biossintetizados pela
combinacdo das vias metabdlicas do &cido chiquimico e acetato (DEWICK, 2009;
FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012; KUMAR; PANDEY, 2013). A fenilalanina, resultante da
via do acido chiquimico, é transformada por meio de reacdes enzimaticas em 4-coumaroil-
coenzima A (CoA) (DEWICK, 2009; FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012). Esta molécula, por
sua vez, condensa-se a trés unidades de malonil-CoA, originando a chalcona precursora de
todos os flavonoides (DEWICK, 2009; FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012). Estruturalmente,
possuem um esqueleto basico de 15 carbonos formado por dois aneis aromaticos (A e B) ligados
a um anel pirano (C) (KUMAR; PANDEY, 2013) (Figura 6).

Figura 6 - Imagem ilustrativa do esqueleto quimico basico dos flavonoides
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Fonte: Kumar e Pandey (2013).
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De acordo com o nivel de oxidacdo e o padrdo de substituicdo do anel C, os
flavonoides séo divididos em subgrupos, a saber: flavonas, flavonois, flavanonas, flavanonois,
flavanois ou catequinas, antocianinas e chalconas (KUMAR; PANDEY, 2013; PANCHE;
DIWAN; CHANDRA, 2016) (Figura 7). Os subgrupos, por sua vez, diferem entre si conforme
0 padréo de substituicdo dos aneis A e B (KUMAR; PANDEY, 2013).

Nas espécies vegetais, € comum que os flavonoides estejam conjugados com
moléculas de agucar formando O-heterosideos (agucares ligados ao grupo hidroxila) ou C-
heterosideos (agticares ligados ao carbono) (KUMAR; PANDEY, 2013; SIMOES, et al., 2007).
Os carboidratos mais comuns nestas ligacbes sdo L-ramnose, D-glicose, glicoramnose,
galactose ou arabinose (KUMAR; PANDEY, 2013).

Figura 7 - Imagem ilustrativa das estruturas quimicas dos subgrupos de flavonoides
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Os flavonoides possuem atividades farmacolégicas que sdo benéficas a salde
humana, merecendo destaque as propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana,
hepatoprotetora, antitrombogénica, antimutagénica e anticancerigena (KUMAR; PANDEY,
2013; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

2.2.2 Terpenoides

Os terpenos ou terpenoides representam a maior classe de metabdlitos secundarios
devido a sua diversidade estrutural, sendo que mais de 40.000 desses compostos ja foram
isolados (DEWICK, 2009; SKALICKA-WOZ NIAK; GARRARD, 2014). Sua estrutura
quimica é composta por unidades de isopreno (Cs) (Figura 8) bioguimicamente ativas, 0s
isomeros dimetilalilfosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP) (DEWICK, 2009;
SKALICKA-WOZ'NIAK; GARRARD, 2014). Estas unidades s&o sintetizadas a partir de duas
rotas biossintéticas, mevalonato (via cléssica) e deoxixilulose fosfato (DEWICK, 2009).

Figura 8 - Imagem ilustrativa da estrutura da unidade de isopreno (Cs)
)\/

Estes compostos sdo classificados conforme os nimeros de unidades isoprenoides

Fonte: Dewick (2009).

em hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cig), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cyo),
sesterpenos (Cys), triterpenos (Cgp) e tetraterpenos (Cy) (DEWICK, 2009) (Figura 9).
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Figura 9 - Esquema ilustrativo da classificagdo dos terpenos
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Os terpenoides sdo substancias com elevado potencial terapéutico, destacando-se
as atividades antimicrobiana, antiparasitaria, antialérgica, antiespasmodica, anti-
hiperglicémica, anti-inflamatoria, anticancerigena e imunomoduladora (AJIKUMAR et al.,
2008). Alem disso, podem ser utilizados como inseticidas naturais e adjuvantes de formulac6es

com o objetivo de intensificar a penetracdo cutanea devido a sua lipofilicidade (AJIKUMAR et
al., 2008).

2.3 CONTEXTUALIZACAO DA ESPECIE VEGETAL ESTUDADA
2.3.1 Familia Asteraceae Bercht. & J. Presl
A familia Asteraceae Bercht. & J. Presl, também conhecida como Compositae

Giseke, contempla uma diversidade de espécies vegetais vasculares distribuidas em

praticamente todos os continentes, com excec¢do da Antartida, sendo sua disseminacdo mais
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representativa nas regides temperadas e semiaridas dos tropicos e subtropicos (GARCIA-
SANCHEZ; SANCHEZ-GONZALEZ; VILLASENOR, 2014; ROQUE; BAUTISTA, 2008;
TROPICOS, 2019b).

Mundialmente, dados estatisticos fornecidos pelo The Plant List (2019) mostram
que a Asteraceae abrange 1911 géneros e 32913 espécies, demonstrando, com maior clareza, a
dimensédo da sua riqueza vegetal (THE PLANT LIST, 2019). No Brasil, o projeto Flora do
Brasil 2020 mapeou 289 géneros e 2095 espécies desta familia, distribuidas em todo territdrio
nacional e nos diferentes biomas (FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2019;
ROQUE; BAUTISTA, 2008).

As plantas da familia Asteraceae podem ser ervas, arbustos, subarbustos ou
pequenas arvores, geralmente terrestres. Suas folhas sdo alternas ou opostas, raramente
verticiladas, simples, glabras ou glabrescentes com tricomas tectores e/ou glandulares e
margem inteira ou serreada. A maioria das espécies possui caule cilindrico sendo menos comum
a presenca de caule alado (ROQUE; BAUTISTA, 2008). Uma das caracteristicas mais
marcantes das plantas desta familia é a organizacdo das inflorescéncias em capitulos contendo
centenas de flores individuais sésseis e circundadas por um invélucro de bréacteas (GARCIA-
SANCHEZ; SANCHEZ-GONZALEZ; VILLASENOR, 2014; ROQUE; BAUTISTA, 2008).

O sucesso evolutivo e a distribuicdo cosmopolita das Asteraceas podem estar
relacionados a sintese de metabdlitos secundarios, por exemplo, derivados fenodlicos e
terpenoides, que funcionam como um sistema de defesa (ROQUE; BAUTISTA, 2008; THE
PLANT LIST, 2019). Além disso, a producdo dos metabdlitos secundarios esta relacionada
com suas propriedades medicinais e, conforme relatado por Fabri e colaboradores (2011), as
plantas desta familia sdo utilizadas na medicina tradicional como anti-helmintico, anti-
inflamatdrio, adstringente, anti-hemorragico, antimicrobiano, diurético, analgésico e
antiespasmaodico (FABRI et al., 2011).

As Asteraceas tém grande potencial econdémico e, além das suas propriedades
terapéuticas citadas acima, véarias espécies sdo utilizadas na alimentacdo humana, tais como
Lactuca sativa (alface) e Cichorium intybus (chicoria), na producdo cosmética como Calendula
officinalis (caléndula) e Matricaria chamomilla (camomila), na ornamentacédo como Helianthus
annuus (girassol) e, ainda, fornecem néctar e polen para a apicultura (Vernonia polyanthes).

Por outro lado, muitas espécies sdo desprezadas na agricultura e pecuaria por serem invasoras
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de lavouras e pastagens, sendo consideradas daninhas (BERETTA et al., 2008; FABRI et al.,
2011; ROQUE; BAUTISTA, 2008; SOUZA et al., 2017; THE PLANT LIST, 2019).

Entre esta diversidade vegetal destaca-se o género Vernonia, que inclui a espécie
V. polyanthes, que sera apresentado no proximo topico.

2.3.2 Género Vernonia Schreb.

O género Vernonia Schreb. se destaca por ser um dos maiores e mais importantes
géneros da familia Asteraceae, contando com mais de 1500 espécies distribuidas em regides
tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América (DEMATTEIS, 1998; MAIA et al., 2010;
MARTUCCI et al., 2014).

Muitas espécies deste género sdo utilizadas na alimentacdo e na medicina popular
(ATANGWHO et al., 2013; TOYANG; VERPOORTE, 2013). Suas propriedades medicinais
estdo relacionadas com a producdo de metabolitos bioativos dos quais 81 compostos ja foram
identificados, dentre eles acidos clorogénicos, flavonoides, derivados fendlicos, terpenoides,
alcaloides, cumarinas, lactonas sesquiterpénicas e saponinas (LIU et al., 2010; MARTUCCI et
al., 2014; TOYANG; VERPOORTE, 2013; VASSALLO et al., 2013).

A espécie Vernonia amygdalina € uma das mais estudadas do género, sendo
popularmente utilizada no tratamento de doencas como malaria, diabetes, distarbios
gastrointestinais, verminoses, infecc@es, sarampo, catapora, problemas de pele, hepatite, entre
outras (ATANGWHO et al., 2013; SOLDATI et al., 2017; TOYANG; VERPOORTE, 2013).

As atividades farmacoldgicas deste género sdo mundialmente conhecidas. A
Vernonia anthelmintica € utilizada com sucesso no tratamento de vitiligo na China (WANG et
al., 2017). A Vernonia nigritana é uma erva ou arbusto anual distribuido no oeste da Africa
onde é popularmente empregada no tratamento de inflamacdes e infec¢bes de pele, reumatismo,
febre, dor de cabeca e insuficiéncia digestiva (VASSALLO et al., 2013). No sudeste da Asia, a
Vernonia cineria é tradicionalmente utilizada no tratamento de malaria, febre e doenca hepética
(YOUN et al., 2012). Segundo Pollo e colaboradores (2013), Vernonia scorpioides, erva
comum no Brasil, é empregada na medicina popular para o tratamento de afec¢des de pele como
alergia, parasitas de pele, irritacdo, injdria cronica e comichéo.

Estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa relatou o potencial

antioxidante de Vernonia condensata que pode ser atribuido & presencga de compostos bioativos
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como substancias fenolicas e flavonoides, principalmente apigenina e luteolina detectadas nas
amostras investigadas (SILVA et al., 2013). Ainda, Temponi e colaboradores (2012)
relataram as atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva de V. polyanthes em modelos
animais, corroborando os resultados obtidos por Rodrigues e colaboradores (2016), que
descreveram o potencial anti-inflamatorio topico dessa espécie vegetal.

Finalmente, estudos de etnofarmacologia relataram atividade expectorante das
folhas de V. polyanthes conforme indicado no Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2011a). As folhas, brotos e partes aéreas dessa espécie vegetal sdo
amplamente utilizadas na medicina tradicional brasileira (BRASIL, 2014). Vérias das suas
propriedades medicinais ja foram relatadas na literatura. No entanto, ainda ha muito a se

estudar, principalmente no que diz respeito ao efeito antibidtico desta espécie vegetal.

2.3.3 Espécie Vernonia polyanthes Less.

V. polyanthes Less., sindbnimo de Vernonanthura phosphorica (Vell.) H. Rob.
(http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-102424, acessado em 01 de janeiro de 2019) é
uma planta nativa do territério brasileiro popularmente conhecida como assa-peixe, assa-peixe
branco, estanca-sangue, tramanhém, mata-pasto, cambara-guassu, cambara-do-branco, erva-
prea e enxuga (FONSECA; NUNES; NUNES, 2012; GOMES et al., 2015; GUERRA-
SANTOS et al., 2016; LORENZI; MATOS, 2002). Esta espécie, que se espalha por sementes
fotoblasticas preferenciais, € distribuida no Brasil principalmente nos biomas de Cerrado e Mata
Atlantica, sendo encontrada nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Bahia, Rio de Janeiro,
Parana, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goids, e em outros paises da América do Sul tais
como Bolivia, Venezuela, Argentina e Equador, conforme apresentado na Figura 10 (GOMES
etal., 2015; LORENZI; MATOS, 2002; TROPICOS, 2019a).


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-102424
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-102424
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Figura 10 - Mapa ilustrativo da distribuicdo mundial da Vernonia polyanthes

b 4

As areas de cor verde sinalizadas no mapa representam a distribuicdo geografica de Vernonia
polyanthes. A intensidade da cor usada como referéncia corresponde a frequéncia dessa espécie vegetal.
Fonte: (http://www.tropicos.org/MapsCountry.aspx?maptype=3&Ilookupid=2708839#, acessado em 13
de janeiro de 2019).

V. polyanthes é facilmente encontrada em terrenos abertos, pastagens, beira de rios
e de estradas. Apesar de ser considerada planta daninha em atividades agricolas e pecuéria, é
bastante interessante para apicultores por fornecer um néctar de qualidade, e para a populacéo,
por suas propriedades medicinais (ALVES, 2010; LORENZI; MATOS, 2002).

Macroscopicamente, esta espécie se apresenta como arbusto ou arvoreta, perene,
atingindo em média 2,5 metros de altura com caules lenhosos de ramos angulosos e densamente
pilosos (LORENZI; MATQOS, 2002) (Figura 11). Possui folhas simples comaproximadamente
13 cm de comprimento e 3 c¢cm de largura, disposicdo alterna, curtamente pecioladas,
lanceoladas, com margens inteiras ou levemente serreadas na parte apical, asperas na face
adaxial e pilosa na face abaxial com coloragdo mais clara (ALVES; NEVES, 2003; LORENZI,
MATQOS, 2002). Sua inflorescéncia é composta por flores brancas ou rosadas localizadas no
apice dos ramos, com capitulos pequenos formados por 10 a 15 flores reunidas em paniculas
escorpioides cujo néctar pode ser utilizado pelas abelhas para produzir mel (ALVES; NEVES,
2003; LORENZI; MATQS, 2002). Suas floradas contemplam um periodo de aproximadamente
trés meses (julho, agosto e setembro), sendo agosto o periodo de maior intensidade de floracao
(DUTRA, 2011).


http://www.tropicos.org/MapsCountry.aspx?maptype=3&amp;lookupid=2708839
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Figura 11 - Fotografia das flores e folhas de Vernonia polyanthes apds coleta no Horto de Plantas
Medicinais da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Por ser amplamente utilizada na medicina popular, V. polyanthes foi incluida na
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS)
desde sua publicacdo em 2009 (BRASIL, 2009). Na literatura cientifica, a importancia
medicinal desta espécie ja havia sido descrita em 1946, por Penna, no Dicionario Brasileiro de
Plantas Medicinais, conforme citado por Silveira, Rubio e Alves (2000).

Tradicionalmente, esta espécie é utilizada como diurética, balsamica,
antirreumatica, antiulcerogénica, anti-inflamatéria e, principalmente, no tratamento de
infeccBes uterinas, bronquite, pneumonia, tosse, gripe, resfriado e distdrbios gastrointestinais
(BRAGA, 1976; CONDE et al., 2014; LORENZI; MATOS, 2002; MOREIRA et al., 2017;
NASCIMENTO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016). A Tabela 3 apresenta um resumo das

atividades farmacoldgicas e do uso popular de V. polyanthes descritos até 0 momento.
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Tabela 3 - Resumo das informacdes sobre atividades farmacoldgicas e uso popular de Vernonia polyanthes descritas na literatura

Atividade Farmacoldgica /

Parte da Planta Extracéo Uso Popular Resultado Referéncia
ND ND Distarbios gastrointestinais - BRAGA, 1976
Diminuicéo da pressdo arterial e
Folha Exirato Anti-hipertensiva aumento na taxa de filtracdo DASILVEIRA etal.,

hidroalcodlico glomerular in vivo

2003

Extrato Ativo contra Mycobacterium
Raiz hidroalcolico Antimicobacteriana tuberculosis cepa H37Rv
(ATCC®27294™)

OLIVEIRA et al., 2007

Folha/Raiz ND Reumatismo / Bronquite / Tosse -

BRAGA et al., 2007

Ativo contra Leishmania
Folha Extrato metandlico Leishmanicida amazonenses
(ICs0 = 4 pg/mL)

BRAGA et al., 2007

Efeito gastroprotetor dose-

Extrato metanolico / dependente in vivo contra lesbes

Partes aéreas P Antiulcerogénica S )
cloroformico g gastricas induzidas por etanol e
piroxicam

ND: ndo descrito na literatura consultada; -: ndo apresenta resultado por se tratar de relato de uso popular.

BARBASTEFANO et
al., 2007



Tabela 3 (Continuagdo) - Resumo das informagdes sobre atividades farmacoldgicas e uso popular de Vernonia polyanthes descritas na literatura

Parte da Planta

Extracao

Atividade Farmacoldgica /

Uso Popular

Resultado

Ativo contra Leishmania infantum

Referéncia

Folha Oleo essencial Leishmanicida (ICs = 19,4 pg/mL) MOREIRA et al., 2017
Ativo frente Bacillus cereus
(ATCC®11778™), Escherichia coli
(ATCC®8739™), Proteus mirabilis
Folha Extrato Antibacteriana (ATCC®25933™), Staphylococcus JORGETTO et al.,
hidroalcodlico aureus (ATCC®6538™), Salmonella 2011
Typhimurium (ATCC®14028™) e
Streptococcus pyogenes
(ATCC®19615™)
ND Ext[ato metanqllco / Antibacteriana Ativo frente Staphqucoccys aureus SILVA et al., 2012
6leo essencial e Escherichia coli
Folha Extrato etandlico Antm_omceptl\{a_/ Anti- Efeltc_)s antmo,c iceptivo e antl- TEMPONI et al., 2012
inflamatdria inflamatario in vivo
Fragdo em acetato Ativo frente Staphylococcus aureus WALTRICH;
Flor de etila do extrato Antibacteriana Py HOSCHEID;

etandlico e aquoso

(ATCC®27853™)

PROCHNAU, 2015

ND: néo descrito na literatura consultada; -: ndo apresenta resultado por se tratar de relato de uso popular.
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Tabela 3 (Continuacdo) - Resumo das informacdes sobre atividades farmacolégicas e uso popular de Vernonia polyanthes descritas na literatura

Atividade Farmacoldgica /

Parte da Planta Extracéo Resultado Referéncia
Uso Popular
Né&o apresentou potencial mutagénico
. L em células somaticas de Drosophila GUERRA-SANTOS
Folhas Extrato aquoso Antigenotoxica

melanogaster, mas aumentou a etal., 2016
genotoxidade da doxorrubicina

Inativo frente Candida albicans

Folhas Extrato aquoso Antifingica (ATCC®28367™) e Candida GUERRA-SANTOS

parapsilosis (ATCC®22019™) etal., 2016
] I_Extrato - _ Inlblga_o da prollferagao de células DE CARVALHO,
ND etandlico/hexanico Antitumoral tumorais contra linhagens celulares 2013
/acetato de etila HTC-11, OVCARS e SF-295

ND: ndo descrito na literatura consultada; -: ndo apresenta resultado por se tratar de relato de uso popular.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Estudos fitoquimicos da espécie relatam a presenca de flavonoides, acidos clorogénicos, acidos fendlicos, antraquinonas,
chalconas, taninos, cumarinas, terpenoides, esterdis, acidos fixos, saponinas, alcaloides e lactonas sesquiterpénicas (GUERRA-SANTOS et
al., 2016; RODRIGUES et al., 2016; TEMPONI et al.,2012).

A Tabela 4 apresenta um resumo com as substancias isoladas de V. polyanthes descritas na literatura até o0 momento.
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Substéancia Classe N° registro CAS Parte da Planta Referéncia
Mirceno Terpeno 123-35-3 Folhas MOREIRA et al., 2017; PUBCHEM, 2019
Germacreno D Sesquiterpeno 37839-63-7 Partes aéreas e raizes BOHLMANN et al., 1981; PUBCHEM, 2019
Germacreno B Sesquiterpeno 15423-57-1 Folhas PUBCHEM, 2019; SILVA et al., 2012
Biciclogermacreno Sesquiterpeno 67650-90-2 Partes aéreas BOHLMANN et al., 1981; PUBCHEM, 2019
g-cariofileno Sesquiterpeno - Folhas PUBCHEM, 2019; SILVA et al., 2012
o-humuleno Sesquiterpeno 6753-98-6 Partes aéreas e raizes BOHLMANN et al., 1981; PUBCHEM, 2019
Zerumbono Sesquiterpeno 471-05-6 Folhas MOREIRA et al., 2017; PUBCHEM, 2019
Vernopoliantofurano Sesquiterpeno 79081-60-0 Partes aéreas e raizes BOHLMAI\11|;18e;; aplulngl}'E?/loglo‘ll\gANN etal,
Vernopoliantona Sesquiterpeno 79081-59-7 Partes aéreas e raizes BOHLMA'TSI;;; aFlulB%Bl}iE?AOIglo_ll\gANN etal,
6,7E-dihic1cruor\:re]r0nopolianto Sesquiterpeno 6855-99-8 Partes aéreas BOHLMANN et al., 1983; PUBCHEM, 2019
a-amirina* Triterpeno 638-95-9 Folhas BENFATTI et al., 2007; PUBCHEM, 2019
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Tabela 4 (Continuacdo) - Dados das substancias identificadas em Vernonia polyanthes descritas na literatura

Substancia Classe N° registro CAS Parte da Planta Referéncia
B-amirina* Triterpeno 559-70-6 Folhas BENFATTI et al., 2007; PUBCHEM, 2019
Lupeol Triterpeno 545-47-1 Folhas BENFATTI et al., 2007; PUBCHEM, 2019
Acetato de lupeol Triterpeno 1617-68-1 Partes aéreas e raizes BOHLMANN et al., 1981; PUBCHEM, 2019
10a-acetoxi-8a-
metilacriloiloxi-1a-
13-O-acetato (1)
1B- Lactona .
metdxihirsutinolideo- sesquiterpénica i Partes acreas BOHLMANN etal., 1983
13-Oacetato (2)
(Hisurtinolideos
epiméricos)
8p-2 Lactona , BOHLMANN et al., 1981; BOHLMANN et al.,
O . - Partes aéreas
metilacriloiloxiisohirsutinolideo  sesquiterpénica 1983
. . Lactona :
Piptocarfina A . 76248-63-0 Folhas IGUAL et al., 2013; PUBCHEM, 2019
sesquiterpénica
. . Lactona MARTUCCI; GOBBO-NETO, 2016;
Piptocarfina B sesquiterpénica 76215-49-1 Folhas PUBCHEM, 2019
Glaucolideo A Lactona 11097995 Folhas IGUAL et al., 2013; PUBCHEM, 2019

sesquiterpénica
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Substéancia Classe N° registro CAS Parte da Planta Referéncia
Estigmasterol Esteroide 83-48-7 Partes aéreas BOHLMANN et al., 1981; PUBCHEM, 2019
Acido 4,5-di-O-(E)- Acido 57378-72-0 Folhas IGUAL et al., 2013; PUBCHEM, 2019
cafeoilquinico clorogénico
Acido 3,5-di-O-(E)- Acido 80919-62-0 Folhas IGUAL et al., 2013; PUBCHEM, 2019
cafeoilquinico clorogénico
Acido 3,4-di-O-(E)- Acido o MARTUCCI; GOBBO-NETO, 2016;
cafeoilquinico clorogénico 14534-61-3 Folhas PUBCHEM, 2019
. S Acido MARTUCCI; GOBBO-NETO, 2016;
Acido 5-O-(E)-cafeoilquinico clorogénico 906-33-2 Folhas PUBCHEM. 2019
o L Acido MARTUCCI; GOBBO-NETO, 2016;
Acido 3-O-(E)-cafeoilquinico clorogénico 327-97-9 Folhas PUBCHEM, 2019
- . Acido .
Acido protocatecuico e 99-50-3 Folhas IGUAL et al., 2013; PUBCHEM, 2019
polifendlico
3,7-dimetoxi-5,3'4'- Flavonoide : Folhas IGUAL et al., 2013; PUBCHEM, 2019
trihidroxiflavona
Luteolina Flavonoide 491-70-3 Folhas IGUAL etal., 2013; PUBCHEM, 2019
Quercetina Flavonoide 117-39-5 Folhas IGUAL et al., 2013; PUBCHEM, 2019
Quercetina-3-0O-B-glucosideo Flavonoide 21637-25-2 Folhas IGUAL et al., 2013; PUBCHEM, 2019
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Tabela 4 (Continuacdo) - Dados das substancias identificadas em Vernonia polyanthes descritas na literatura

Substéancia Classe N° registro CAS Parte da Planta Referéncia

Apigenina Flavonoide 520-36-5 Folhas IGUAL etal., 2013; PUBCHEM, 2019
Isoramnetina Flavonoide 480-19-3 Folhas IGUAL et al., 2013; PUBCHEM, 2019
3'4'-dimetéxiluteolina Flavonoide 4712-12-3 Folhas IGUAL etal., 2013; PUBCHEM, 2019
Luteolina-7-O-glicuronideo Flavonoide 29741-10-4 Folhas MARTU%(L:JIBSCH)EISIOZBIEJ 0, 2016;
Apigenina-7-O-glicuronideo Flavonoide 29741-09-1 Folhas MARTU%%IBSE)ESIOZBIEQT O, 2016;
Crisoeriol-7-O-glicuronideo Flavonoide 19993-32-9 Folhas MARTUCPCL:JIB?:SE:\BAOZBIEJ 0, 2016;
Acacetina-7-O-glicuronideo Flavonoide - Folhas MARTUCPCL:JII;?ESEI;B/I%BIEQT 0, 2016;

Eriodictiol-glicuronideo Flavonoide 133360-47-1 Folhas MARTUCCI et al., 2014; PUBCHEM, 2019

Isoquercetina Flavonoide 482-35-9 Folhas MARTUCCI et al., 2014; PUBCHEM, 2019

Rutina Flavonoide 153-18-4 Folhas PUBCHEM, 2019; RODRIGUES et al., 2016

ND: ndo descrito na literatura consultada; *: obtido em mistura; -: informacéo nédo disponivel.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Quanto ao efeito antibiotico, ao realizar uma busca no Pubmed utilizando como
palavras-chave antibacterial activity e Vernonia polyanthes bem como antibacterial activity e
Vernonanthura phosphorica, ndo foi encontrada nenhuma publicacdo cientifica
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=antibacterial+activity+of+vernonia+polyanthe
s, acessado em 26 de maio de 2019; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
?term=antibacterial+activity+of+vernonanthura+phosphorica, acessado em 26 de maio de
2019). Por sua vez, ao efetuar a revisdo de literatura nas bases de dados descritas no item 2
utilizando as palavras-chave Vernonia polyanthes e sua sinonimia Vernonanthura phosphorica
foram encontrados quatro artigos, a saber: Oliveira e colaboradores (2007); Jorgetto e
colaboradores (2011); Silva e colaboradores (2012) e Waltrich, Hoscheid e Prochnau (2015).
No entanto, nenhum deles explica 0 mecanismo pelo qual os respectivos extratos ou 0Oleo
essencial obtidos de V. polyanthes interferem na estrutura bacteriana, fato que justifica a
importancia do presente estudo para a elucidacéo do provavel mecanismo de agdo responsavel

pelo efeito antibidtico das fragdes bioativas obtidas da espécie vegetal foco deste estudo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=antibacterial%2Bactivity%2Bof%2Bvernonia%2Bpolyanthe
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

-56 -

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral aprofundar a investigacdo do efeito
antibidtico in vitro por meio da cinética bacteriana, efeito combinatorio e modo de acéo das
fracBes diclorometénicas floral e foliar de V. polyanthes Less. frente as cepas de Salmonella.
Além disso, realizar a caracteriza¢do quimica destas fracdes visando estabelecer o (s) provavel
(is) composto (s) responsavel (is) pelo efeito antibidtico, introduzindo o lupeol para contribuir

no esclarecimento desse propdsito.

3.2 ESPECIFICOS

e Obter os extratos hidroetanolicos 70% das folhas e flores de V. polyanthes por meio de
maceracao estatica;

e Obter as fracbes dos extratos hidroetanolicos 70% das folhas e flores de V. polyanthes
por meio da particdo liquido/liquido com solventes de diferentes polaridades;

e Obter o perfil cromatografico das fracGes diclorometanicas floral e foliar de V.
polyanthes;

e Investigar o efeito antibiético in vitro dos extratos e fracBes florais e foliares de V.
polyanthes e do lupeol,;

e Investigar o efeito combinatério das fracdes diclorometanicas floral e foliar de V.
polyanthes com ampicilina ou cloranfenicol ou levofloxacino frente as cepas de
Salmonella de referéncia ATCC®e clinicas humanas;

e Investigar o efeito das fracbes diclorometénicas floral e foliar de V. polyanthes e do
lupeol frente s cepas de Salmonella de referéncia ATCC® e clinicas humanas por meio
da andlise da curva de crescimento bacteriano;

e Investigar se as fracGes diclorometanicas floral e/ou foliar de V. polyanthes provocam
dano na membrana celular bacteriana por meio dos ensaios de viabilidade celular
bacteriana e extravasamento de substancias que sao absorvidas a 280 nm;

e Avaliar a citotoxicidade das fragdes diclorometanicas floral e foliar por meio da

determinacéo da toxidez aguda.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas e inflorescéncias de V. polyanthes foram coletadas da planta cultivada no
Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Farmacia da UFJF, Juiz de Fora, Minas Gerais,
21°46'S, 43°22' W, entre 07:00 e 08:00 horas do dia 17 de agosto de 2017. Uma exsicata (CESJ
n® 10.329), identificada pela Dra. Fatima Regina Gongalves Salimena, estd depositada no
Herbario Leopoldo Krieger (CESJ) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF. A espécie
vegetal foi coletada no més de agosto por ser o periodo de maior intensidade de floracdo e
menor indice pluviométrico uma vez que chuvas continuas podem levar a perda de metabolitos
hidrossolaveis por lixiviagdo (CESAMA, 2019; DUTRA, 2011; GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

As folhas e flores foram selecionadas pela exclusdo daquelas deterioradas ou com
presenca de materiais distintos. Em seguida, foram submetidas a secagem em temperatura
ambiente (~25 °C) em local sombreado e ventilado por sete dias (Figura 12). O processo de
secagem € uma importante etapa ap0s a colheita do material vegetal por reduzir sua atividade
de agua e dificultar o crescimento de fungos e bactérias, além de evitar a degradacdo de
metabdlitos por enzimas hidroliticas (CORREA et al., 2004). Ap6s a secagem, as folhas foram
trituradas em moinho de facas SL-32 (SOLAB, S&o Paulo, Brasil) com peneira de ago inox e
malha de 10 mesh. Por serem pouco densas, as inflorescéncias secas nao puderam ser trituradas

desta forma, e por esse motivo, as flores foram retiradas da disposicéo original manualmente.

Figura 12 - Fotografia das folhas (A) e inflorescéncias (B) de Vernonia polyanthes durante o processo
de secagem a temperatura ambiente

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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4.2 PROCESSO DE EXTRACAO E FRACIONAMENTO

Os procedimentos de obtencdo dos extratos e fragdes de V. polyanthes foram
realizados no Laboratorio de Quimica Biomedicinal e Farmacologia Aplicada da Faculdade de
Farmécia da UFJF, sob responsabilidade do Prof. Dr. Orlando Vieira de Sousa e da Profa. Dra.
Ana Lucia Santos de Matos Araujo, onde foram disponibilizados 0s seguintes equipamentos:

- Rotaevaporador RII (Buchi® Labortechnik AG, Flawil, Suica)
- Bomba V-700 (Buchi® Labortechnik AG, Flawil, Suica)
- Balanga Analitica AY220 (Shimadzu®, Barueri, Sdo Paulo, Brasil)

Nosso grupo de pesquisa havia optado por um método de extracdo que favorecesse
a obtencéo de terpenoides a partir de V. polyanthes. No entanto, como descrito na Reviséo da
Literatura, os marcadores quimiotaxonémicos desta espécie vegetal sdo flavonoides e
terpenoides (IGUAL et al., 2013). Diante disso, no presente estudo procedeu-se a um ajuste no
método extrativo visando a obtencdo de ambas as classes de metabolitos a fim de contribuir
com a elucidagdo do (s) provavel (is) responsavel (is) pelo efeito antibi6tico observado para
esta espécie vegetal. A hipo6tese de que a lactona sesquiterpénica glaucolideo A, composto
majoritario observado em extratos anteriormente obtidos e investigados seria a responsavel pelo
efeito antibiotico, ja havia sido descartada (FLORENCIO, 2017; SANTANA, 2015).

Desta forma, ap0Os a realizacdo das etapas descritas no item 4.1, os materiais
vegetais foliares (984,60 g) e florais (468,13 g) foram submetidos a extracdo por maceracao
estatica em solvente hidroetanélico 70% por quatro dias com agitacdo manual de um minuto e
trinta segundos a cada 24 horas em temperatura ambiente (~25 °C) e protegidos da luz
(Adaptado de SEO et al., 2014). O solvente hidroetandlico foi preparado com o auxilio de uma
proveta, utilizando-se alcool etilico absoluto 99,8% P.A. (Neon®, SP, Brasil) e 4gua destilada
(7:3). Apos quatro dias de maceragdo, a mistura de material vegetal e solvente foi filtrada em
papel de filtro e concentrada em evaporador rotativo com temperatura maxima de 40 °C. O
processo de extracdo por maceracdo estatica da folha e da flor foi seguido por seis remaceracoes
cada um, e 0s materiais vegetais concentrados secos foram armazenados em dois frascos de
vidro protegidos da luz devidamente identificados, obtendo-se o extrato bruto hidroetandlico
foliar de V. polyanthes (EL-Vp) e o extrato bruto hidroetandlico floral de V. polyanthes (EF-
Vp), nessa ordem.

O processo de fracionamento foi realizado com o material vegetal foliar e floral,
separadamente, a partir de 25 g do EL-Vp e do EF-Vp secos, respectivamente. EL-Vp e EF-Vp

foram ressuspensos em agua destilada e &lcool etilico absoluto 99,8% P.A. (Neon®, SP, Brasil)



-59-

(9:1) seguido de particdo liquido/liquido com solventes organicos em ordem crescente de
polaridade, hexano P.A. (Neon®, SP, Brasil) e diclorometano P.A. (Synth®, SP, Brasil). Dessa
forma, foram obtidas as fragdes hexénica foliar (HL-Vp), diclorometanica foliar (DL-Vp),
remanescente foliar (RL-Vp), hexénica floral (HF-Vp), diclorometanica floral (DF-Vp) e
remanescente floral (RF-Vp) (Figuras 13 e 14). O fracionamento conforme descrito foi

realizado duas vezes para cada extrato.

Figura 13 - Esquema ilustrativo do processo de extracdo e fracionamento a partir das folhas de Vernonia
polyanthes

Folhas integras e secas de
V. polyanthes
(984,60g)

Maceragdao EtOH:H,O (7:3)
Evaporagdo do solvente

Extrato bruto hidroetanélico foliar (EL-Vp)
(25g)

Ressuspensdo H,O:EtOH (9:1)
Partigdo com hexano
Evaporagdo do solvente

l l

Fracio hexanica foliar
(HL-Vp)

Remanescente foliar

Particdo com diclorometano
Evaporagdo do solvente

l l

Fracdo diclorometanica foliar Fracdo remanescente foliar
(DL-Vp) (RL-Vp)

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 14 - Esquema ilustrativo do processo de extragéo e fracionamento a partir das flores de Vernonia
polyanthes

Flores integras e secas de
V. polyanthes
(468,13¢2)

Macera¢ao EtOHH,O (7:3)
Evaporagdo do solvente

Extrato bruto hidroetandlico floral (EF-Vp)
(259)

Ressuspensao H,O:EtOH (9:1)
Particdo com hexano
Evaporagdo do solvente

l i

Fragao hexanica floral
(HF-Vp)

Remanescente floral

Particdo com diclorometano
Evaporagdo do solvente

l l

Fragdo diclorometinica floral Fragdo remanescente floral
(DF-Vp) (RE-Vp)

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

4.3 INVESTIGACAO DO PERFIL QUIMICO DAS FRACOES DICLOROMETANICAS
FLORAL E FOLIAR DE Vernonia polyanthes POR CROMATOGRAFIA EM FASE
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRO DE MASSAS (CG-EM)

As andlises por CG-EM foram realizadas no Laboratério de Andlise Instrumental
de Alimentos, localizado no Departamento de Nutricdo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da UFJF, sob responsabilidade da Profa. Dra. Cristiane Gongalves de Oliveira (in
memoriam).

Para investigacdo do perfil quimico de DL-Vp e DF-Vp por CG-EM foi utilizado
cromatografo Shimadzu® GCMS-QP2010 Plus, auto-injetor AOC-20i e coluna Restek® Rtx-
5MS capilar de silica fundida (5% de difenilsiloxano e 95% de dimetilpolisiloxano; 30 m x 0,25
mm d.i. x 0,25 um de filme). As amostras foram preparadas pesando-se 10 mg de DL-Vp e DF-
Vp que, apds, foram solubilizados em 2 mL de etanol grau HPLC (Panreac®, Barcelona,
Espanha), seguido de banho ultrassonico (Limp Sonic, SP, Brasil), sem aquecimento, por cinco
minutos e centrifugacdo a 1500 rpm por quinze minutos em centrifuga refrigerada NT815

(Novatécnica®, SP, Brasil) & 17 °C. Apos centrifugacio, o sobrenadante foi filtrado diretamente
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para o interior do "vial" com filtro de seringa PTFE-hidrofdbico (Agilent®, CA, EUA) contendo
membrana com porosidade de 0,22 um. A analise ocorreu na seguinte condigdo cromatografica:
temperatura do forno iniciou com 60 °C e atingiu a temperatura méaxima de 290 °C (de 60 °C
até 84 °C, taxa de aquecimento de 2 °C/minuto; de 84 °C até 150 °C, taxa de aquecimento de5
°C/minuto; de 150 °C até 180 °C, taxa de aquecimento de 2 °C/minuto; de 180 °C até 290 °C,
taxa de aquecimento de 3 °C/minuto e platdé de 3 minutos em 290 °C); temperatura do injetor
foi de 240 °C no modo splitless; temperatura da fonte de ion, 280 °C; gas hélio como géas de
arraste; fluxo da coluna de 1 mL/minuto com injecdo de 1 pL de amostra. O espectrémetro de
massas operou em modo de ionizacdo eletronica (70 eV) e o detector foi programado para
registrar taxas de massas entre 40 e 500 Da. O padrdo de n-alcanos (C;-Cao) (Supelco®, PA,
EUA) na concentracdo de 0,1 mg/mL foi analisado nestas mesmas condi¢6es cromatograficas.

4.4 INVESTIGACAO DO EFEITO ANTIBIOTICO in vitro DOS EXTRATOS E FRACOES

DE Vernonia polyanthes

O efeito antibidtico in vitro de EL-Vp, HL-Vp, DL-Vp, RL-Vp, EF-Vp, HF-Vp,
DF-Vp e RF-Vp foi investigado por meio da determinacéo da Concentracdo Inibitria Minima
(CIM) empregando o método de microdiluicdo em caldo seguindo as recomendacGes do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) descritas nos documentos M07-A9 (CLSI,
2012) e M100-S24 (CLSI, 2014). Posteriormente, foi também determinada a Concentragdo
Bactericida Minima (CBM) seguida da classificacdo do efeito antibitico como bactericida ou
bacteriostatico segundo o método descrito por Andrews (2001), com ajuste do meio de cultura
utilizado [IsoSensitest Agar (ISA; Oxoid, Basingstoke, UK) foi substituido por Agar Miieller
Hinton (AMH; Difco® Laboratories, Spark, MD, USA)].

Os ensaios microbiologicos foram realizados no Laboratério de Bioatividade
Celular e Molecular localizado no Centro de Pesquisas Farmacéuticas da Faculdade de
Farmacia da UFJF, sob responsabilidade da Profa. Dra. Maria Silvana Alves e do Prof. Dr. Josée
Otavio do Amaral Corréa, com auxilio dos seguintes equipamentos: cabine de seguranga
bioldgica classe I B2 (Veco®, SP, Brasil), estufa bacteriologica (Quimis®, SP, Brasil),
autoclave (Prismatec®, SP, Brasil), micropipetas (Thermo Scientific®, MA, EUA), centrifuga
refrigerada (Thermo Scientific®, MA, EUA), estufa de secagem e esterilizacdo (Limatec, RJ,
Brasil), forno de micro-ondas (LG Eletronics® Brasil, SP, Brasil), equipamento de osmose
reversa (Permution®, PR, Brasil), pHmetro digital (Hanna® Instruments Brasil, SP, Brasil),

banho de agua com termostato (Biothec, SP, Brasil), refrigeradores (Eletrolux® Brasil, SP,
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Brasil), agitador tipo vortex (Arsec, SP, Brasil), balanca analitica (Edutec, PR, Brasil), entre
outros.

Para a realizacéo destes ensaios foram empregadas cepas de referéncia da American
Type Culture Collection (ATCC®), na segunda passagem, obtidas do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Sadde (INCQS), Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, Brasil, representativas de grupos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos
fermentadores e ndo fermentadores. A construcdo do painel bacteriano apresentado abaixo se
baseou na lista de patdgenos prioritarios para a pesquisa, a descoberta e 0 desenvolvimento de
novos antibioticos elaborada e divulgada pela OMS em 2017 (WHO, 2017c):

e Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 6538™)

e Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 25923T™)

e Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC®29213™)

e Escherichia coli (ATCC®10536™)

e Escherichia coli (ATCC® 259221)

e Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Choleraesuis (ATCC®10708™)
e Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Typhimurium (ATCC®13311T™)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027™)

e Pseudomonas aeruginosa (ATCC®27853T™)

Com o proposito de aprofundar a investigacao do efeito antibiotico de DL-Vp e DF-
Vp foram realizados ensaios adicionais empregando cepas clinicas humanas de Salmonella,
classificadas como alta prioridade conforme a lista de patdgenos prioritarios da OMS (WHO,
2017c¢). Assim, foram investigadas cepas clinicas de Salmonella enterica subsp. enterica
serovar. Enteritidis, Salmonella spp. e Salmonella spp. resistente a fluoroquinolona, isoladas de
infeccOes sanguineas e urinérias de pacientes atendidos no Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro, identificadas pelo sistema automatizado
VITEK®2 (BioMérieux, Durham, NC, EUA) e gentilmente cedidas pela Mestre Adriana Ldcia
Pires Ferreira, responsavel pelo Laboratério de Bacteriologia do Servigco de Patologia Clinica
dessa Instituigéo:
e Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis 1406591
e Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis 1418594
e Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis 1428260
e Salmonella spp. 1266695
e Salmonella spp. 1507708
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Em relacdo ao controle e garantia de qualidade dos ensaios, os documentos MO7-
A09 e M100-S24 (CLSI, 2012, 2014) estabelecem as cepas recomendadas para garantir e
validar o Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA) para organismos nao
fastidiosos, a saber: S. aureus (ATCC® 29213™), E. coli (ATCC® 25922™) e P. aeruginosa
(ATCC®27853™). A Tabela 5 mostra os intervalos dos valores de CIM estabelecidos pelo CLSI
(2014) para essas cepas frente a ampicilina sédica (AMP) e cloranfenicol (CHL), antibioticos
(ANTSs) selecionados como controle positivo dos testes supramencionados. A escolha por esses
ANTSs teve como critério de inclusdo o distinto modo de acdo de cada um deles, inibicdo das
sinteses do peptidioglicano (AMP) e proteica (CHL), que confere o efeito antibi6tico dessas
substancias sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Na etapa de aprofundamento do
estudo foi adicionado levofloxacino (LEVO) (Inlab, SP, Brasil) cujo modo de agdo € a inibicao
da replicacdo do DNA (SILVER, 2011).

Tabela 5 - Intervalo dos valores de Concentracdo Inibitéria Minima para controle de qualidade do Teste
de Susceptibilidade aos Antimicrobianos para organismos néo fastidiosos

Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) (pg/mL)

ANT S. aureus E. coli P. aeruginosa
(ATCC®29213™) (ATCC®25922™ (ATCC®27853™)

AMP 0,5-2,0 2,0-8,0 N&o reportado

CHL 2,0-16 2,0-8,0 Né&o reportado

ANT: antibidtico; AMP: ampicilina; CHL.: cloranfenicol.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O armazenamento das cepas de referéncia e clinicas foi feito por meio da
manutencdo das mesmas como suspensdes em solucdo contendo leite desnatado a 10% (p/v)
acrescido de glicerol a 10% (v/v) (solugdo LDG). Para cada cepa foi preparada uma suspenséo
densa (obtida a partir de crescimento de 24 horas) diretamente em 1 mL de solucdo LDG
previamente distribuida em tubos plasticos com tampa de rosca proprios para congelamento
(Inlab, SP, Brasil). A seguir, estes tubos foram armazenados em uma temperatura de cerca de

20 °C negativos até a realizagdo dos ensaios.
44.1 Determinagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

As CIMs foram determinadas empregando o método de microdiluicdo em caldo
conforme descrito no documento M07-A09 (CLSI, 2012). Solugbes dos extratos e fracdes de

V. polyanthes e dos ANTs foram preparadas com diferentes sistemas solvente/diluente,
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obtendo-se concentragdes finais de 10 mg/mL e 1 mg/mL para as amostras vegetais e ANTS,

respectivamente, conforme apresentado nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Descricdo dos sistemas solvente/diluente utilizados no preparo das solugdes de uso dos
extratos e fragdes de Vernonia polyanthes usadas no método de microdiluicdo em caldo

Concentragéo
Solucéo de uso Massa (mg) Solvente Diluente Final
(mg/mL)
EL-Vp/ HL-Vp/ DL-Vp/ 100 pL EtOH
RL-VP/ EF-Vp/ HF-Vp/ 10 20 HEDMSO S 99,506+ 860 L 10
DF-Vp/ RF-Vp H Agua Destilada

EL-Vp: extrato hidroetanélico 70% foliar de V. polyanthes; EF-Vp: extrato hidroetandlico 70% floral
de V. polyanthes; HL-Vp: fragdo hexanica foliar de V. polyanthes; HF-Vp: fracdo hexanica floral de V.
polyanthes; DL-Vp: fragdo diclorometanica foliar de V. polyanthes; DF-Vp: fragdo diclorometénica
floral de V. polyanthes; RL-Vp: fracdo remanescente foliar de V. polyanthes; RF-Vp: fragédo
remanescente floral de V. polyanthes; DMSO: dimetilsulfoxido; EtOH: alcool etilico absoluto 99,8%
P.A. Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Tabela 7 - Descricdo dos sistemas solvente/diluente utilizados no preparo das solugdes-estoque e de uso
dos antibidticos usados no método de microdiluicdo em caldo

Antibidtico
Solugéo
AMP CHL
AMP; (10 mg/mL) CHL, (10 mg/mL)
10mg At\:rr?sptlgllilr:r;a anidra 10 mg Cloranfenicol cristalino
_— o .
Solugio-  (Sigma-Aldrich®Co., St. Louis, (/9@ A'd“GhS AC;O" St. Louts,
estoque (SE) USA)
500 pL EtOH 95%
1000 pL tampéo pH 8,0 i
500 pL Agua destilada estéril
AMP; (1 mg/mL) CHL,; (1 mg/mL)
Solugéo de 100 pL AMP, 100 pL CHL,
uso (SU) .
900 pL tampéo pH 6,0 900 pL Agua destilada estéril

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Os extratos e fracdes foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) (Synth, SP,
Brasil), respeitando-se o limite maximo de 1% dessa substancia no pogo da microplaca,
conforme recomendacdo descrita no documento M100-S24 (CLSI, 2014). Com o intuito de
melhorar a solubilidade destas amostras, foi acrescentado Tween 80 como solvente. Os

controles dos sistemas solvente/diluente mostraram que Tween 80 na concentracdo utilizada
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ndo interferiu no crescimento bacteriano. Apos o preparo, as soluc@es das amostras ficaram em
banho ultrassdnico (Limp Sonic, SP, Brasil) sem aquecimento por dez minutos. Conforme
apresenta a Tabela 7, as SEs e SUs dos ANTs utilizados foram preparadas com 0s
solventes/diluentes descritos no documento M100-S24 (CLSI, 2014). Inicialmente, as cepas
ATCC® foram ativadas em caldo BHI (do inglés, Brain Heart Infusion) (Acumedia®, SP, Brasil)
e incubadas por 18 a 24 horas em estufa bacterioldgica a 37 °C, em aerobiose. Ap0s este tempo,
o repique foi realizado em AMH seguido de incubagdo por mais 18 a 24 horas em estufa
bacterioldgica a 37 °C, em aerobiose. A suspensdo bacteriana foi preparada em solugéo salina
estéril (NaCl 0,9% p/v) a partir de 3 - 5 coldnias isoladas crescidas no AMH, e ajustada para
0,5 da escala de McFarland [1 - 2 x 10® Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL]. A
turbidez do indculo bacteriano foi quantificada por densidade Optica em espectrofotémetro (Bel
Spectro S05) (BEL® Photonics do Brasil, SP, Brasil). Para aferir o padrdo 0,5 de McFarland, a
leitura de absorbancia da suspensdo bacteriana deve estar entre 0,08 e 0,13 no comprimento de
onda de 625 nm (CLSI, 2012). Em seguida, o ensaio para a determinacao da CIM foi realizado
em microplacas de 96 pogos de fundo chato (Inlab, SP, Brasil). A partir das SUs dos extratos,
fracdes e ANTs foram realizadas dilui¢Ges seriadas diretamente nas microplacas, resultando em
um gradiente de concentracdo de 5000 a 40 pg/mL e de 500 a 4 pg/mL, para as amostras e
ANTSs, nessa ordem (Figura 15). Foram adicionados 100 uL de caldo Mueller-Hinton (CMH)
(Difco® Laboratories, Spark, MD, USA) em todos os pocos da microplaca e 100 pL das SUs
das amostras e ANTs nos pocos 1 a 7 da fileira A. Ap6s homogeneizacdo, foram transferidos
100 pL da fileira A para B, e assim sucessivamente até a fileira H. Dos pocos da fileira H foram
descartados 100 pL, remanescendo igual volume em toda a coluna. Apds o término das
diluicdes seriadas das amostras e ANTs, em quadruplicata e triplicata, respectivamente, foram

adicionados 10 pL da suspensdo bacteriana padronizada.
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Figura 15 - Esquema representativo do procedimento de diluigdo seriada realizado na microplaca

100 pl. Solugio
amostra’antibidtico

A ) 100 L
B 100 uL
D > 100 uL
E > 100 uL
F ) 100 pL
G > 100 pL

Descarte 100 pL

Fonte: Adaptado de Temponi, 2012.

Com o objetivo de garantir a qualidade do teste, foi preparada uma microplaca
controle para cada cepa testada a fim de avaliar a interferéncia das amostras (extratos, fracdes
e ANTSs) sobre 0 CMH (meio) (IAM), dos sistemas solvente/diluente sobre 0 CMH (ISM) e
sobre o crescimento bacteriano (ISC), e controles positivo (CP) e negativo (CN), conforme
esquema ilustrativo da Figura 16. As microplacas utilizadas no método de microdiluicdo em
caldo para cada cepa bacteriana testada foram organizadas conforme esquema ilustrativo da

Figura 17,

Figura 16 - Esquema ilustrativo dos controles do ensaio de microdiluigdo em caldo

1AM ISM 1SC CP CN
+100 ul +100 pL +100 ul +10 uL +10ul
solucdo solvente/ solvente/ suspensdo solucdo
amostra diluente diluente bacteriana salina
Descarte Descarte Descarte
100 uL 100 uL 100 pL
+10pL +10 uL +10uL

solugdo
salina

solugdo
salina

Suspensao
bacteriana

Fonte: Adaptado de Santana, 2015.
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Figura 17 - Esquema ilustrativo da organizacdo das microplacas para determinacdo da Concentracédo

Inibitéria Minima pelo método de microdiluicdo em caldo dos extratos e fracdes florais e foliares de
Vernonia polyanthes
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EL-Vp: extrato hidroetandlico 70% foliar de V. polyanthes; DL-Vp: fracdo diclorometénica foliar de V.
polyanthes; HL-Vp: fracdo hexanica foliar de V. polyanthes; RL-Vp: fracdo remanescente foliar de V.
polyanthes; EF-Vp: extrato hidroetandlico 70% floral de V. polyanthes; DF-Vp: fracdo diclorometanica
floral de V. polyanthes; HF-Vp: fragdo hexanica floral de V. polyanthes; RF-Vp: fracdo remanescente
floral de V. polyanthes; AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol; CN: controle negativo; ISM: controle da
interferéncia do sistema solvente/diluente sobre o meio; IAM: controle da interferéncia das
amostras/antibiético sobre o meio; ISC: controle da interferéncia dos sistemas solvente/diluente sobre o
crescimento; CP: controle positivo. Fonte: Adaptado de Santana, 2015.

Ap0s incubacdo a 35° + 2 °C, por 16 a 20 horas, em aerobiose, foram realizadas as
leituras das microplacas com adigdo de 20 pL de solugdo aquosa de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (CTT) (Vetec Quimica Fina Ltda, RJ, Brasil) a 1 mg/mL (p/v) (indicador
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biolégico) em todos 0s pocos, exceto na coluna correspondente a quadruplicata das amostras,
cujos conteudos foram utilizados para a determinacdo da CBM e para a classificacdo do efeito
antibiotico como bactericida ou bacteriostatico. Apos a adicdo do indicador bioldgico, as
microplacas foram incubadas por 30 minutos, nas mesmas condic¢des descritas anteriormente.
Apos incubacdo, os pogos com coloracdo rosa ou avermelhada indicaram crescimento
bacteriano. A CIM foi determinada como "a menor concentracdo de um agente antimicrobiano
capaz de inibir o crescimento visivel de um micro-organismo em um teste de susceptibilidade
em caldo”, conforme conceito descrito no documento M07-A09 (CLSI, 2012). Este mesmo
procedimento foi utilizado para a determinacgdo da CIM pelo método de microdilui¢do em caldo
frente as cepas clinicas.

4.4.2 Determinacdo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM) e classificacdo do efeito

antibiotico da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A partir dos contetidos dos pocos das colunas das microplacas que nao receberam
a solucdo de CTT e nos quais nao foi observado crescimento bacteriano, foram retirados 10 pL
com auxilio de uma micropipeta e transferidos para placas de Petri contendo AMH. Estas placas
foram incubadas em estufa a 35° + 2 °C, por 18 a 20 horas, em aerobiose. Ap0s incubacdo, foi
analisada, visualmente, a presenca ou auséncia de crescimento de col6nias bacterianas. Desta
forma, as concentracBes dos extratos e fragdes testados que permitiram o crescimento
bacteriano no AMH foram definidas como bacteriostaticas e aquelas que o inibiram como
bactericidas (Figura 18). Assim, a CBM foi determinada como a menor concentracdo capaz de
impedir o crescimento bacteriano no AMH. Este procedimento também foi utilizado para a
determinacéo da CBM frente as cepas clinicas.
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Figura 18 - Esquema ilustrativo do procedimento para determinagdo da Concentragéo Bactericida
Minima e da classificagdo do efeito antibiotico como bactericida ou bacteriostatico
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Neste exemplo, o resultado da CIM foi obtido em 4B, o efeito antibiotico foi classificado como
bacteriostatico e a CBM foi determinada em 4A.
Fonte: Adaptado de Santana, 2015.

4.43 Avaliacdo do efeito combinatorio

O efeito combinatério entre DL-Vp, DF-Vp, AMP, CHL e LEVO frente as S.
Choleraesuis (ATCC® 10708™), S. Typhimurium (ATCC® 13311™), S, Enteritidis 1428260 e
Salmonella spp. 1507708 foi avaliado pelo método de combinacéo de substancias e pelo calculo
do indice de reducédo da dose (IRD) (Adaptado de FADLI et al., 2012).

Para este ensaio foram utilizadas microplacas de 96 pocos de fundo chato (Inlab,
SP, Brasil) contendo CMH com concentragdes de DL-Vp ou DF-Vp de 1/8x a 8x CIM e de
AMP, CHL ou LEVO em concentragdes variando de 1/8x a 2x CIM. As diluigdes seriadas de
DL-Vp ou DF-Vp e dos ANTs foram misturadas de modo que cada linha (e coluna) contivessem
uma concentracdo do primeiro agente e concentracao crescente do segundo. As SUs de DL-Vp,
DF-Vp, AMP e CHL foram preparadas conforme mostrado anteriormente pelas Tabelas 6 e 7.
A SU do LEVO foi preparada com agua destilada estéril e gotas de uma solucédo de NaOH 0,1
mol/L segundo protocolo descrito no documento M100-S24 (CLSI, 2014). O indculo bacteriano
foi padronizado na turbidez de 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1 - 2 x 108
UFC/mL) por espectrofotometria (Bel Spectro S05) (BEL® Photonics do Brasil, SP, Brasil) a

partir de cultura de 18 a 20 horas em AMH, a 37 °C, em aerobiose. Em seguida, todos 0s po¢os
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da microplaca foram preenchidos com 80 pL de CMH. Conforme apresenta a Figura 19, 50 pL
das diluicbes de DL-Vp ou DF-Vp e de AMP, CHL ou LEVO foram pipetados nos pogos
especificos das colunas 2 a 11 e linhas A até G, respectivamente. Sendo assim, a coluna 1 até a
linha G continha DL-Vp ou DF-Vp acrescida de CMH e a linha H somente CMH.
Adicionalmente, foram distribuidos 20 uL da suspensdo bacteriana em cada poco. A leitura das
microplacas ocorreu com a adi¢do de 10 pL de solugdo de CTT a 1 mg/mL (p/v) em todos os
pocos apds 24 horas de incubacdo a 35° + 2 °C, em aerobiose. O IRD foi calculado de acordo
com a formula:

010 0/0 . 0100/0

got O gotd o
sendo CIM A = CIM do composto A sozinho e CIM A/B = CIM do composto A em combinagéo

IRD =

com o composto B; CIM B = CIM do composto B sozinho e CIM B/A = CIM do composto B
em combinagdo com o composto A (FADLI et al., 2012).
Com base nos valores de IRD, Odds (2003) propds a seguinte interpretacéo:
- Sinergismo: IRD <0,5;
- Auséncia de interacdo: 0,5 < IRD < 4;

- Antagonismo: IRD > 4.

Figura 19 - Esquema ilustrativo da organizacao da microplaca para realizacdo do ensaio do efeito
combinatorio
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Fonte: Adaptado de Silva (2017).
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4.4.4 Determinagdo do tempo de morte bacteriana

O tempo de morte bacteriana foi determinado apds exposi¢do de cada cepafrente a
DL-Vp ou DF-Vp nas concentragdes de 0,5x CIM, 1x CIM e 2x CIM, a AMP, CHL ou LEVO
na concentracdo de 1x CIM, e a combinacdo DL-Vp ou DF-Vp + AMP, CHL ou LEVO nas
respectivas concentragdes com efeito sinérgico, segundo método preconizado por Bessa (2019).

Para tanto, em tubos Falcon contendo 2,5 mL de CMH, foram adicionados 2,5 mL
das solucbes das fracbes ou ANTs nas concentracdes testadas. O tubo do controle do
crescimento bacteriano continha 5 mL de CMH. Logo ap6s, em cada tubo foram adicionados
50 pL do ind6culo bacteriano padronizado na escala 0,5 de McFarland, exceto nos tubos
referentes aos brancos da cor das fragdes em que esse volume foi substituido por solugéo salina
0,9%. A hora exata do momento da pipetagem do in6culo nos tubos foi considerada o tempo
zero hora do experimento. Aliquotas de 50 pL foram retiradas de cada tubo e transferidas em
triplicata para pogos de uma microplaca contendo 150 pL de solucdo salina 0,9%. Apos a
retirada das aliquotas, os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 35° + 2 °C, em
aerobiose. As absorbancias das solucbes-teste transferidas para a microplaca foram lidas em
leitora automatica de microplacas TP-READER (Thermo Scientific®, Waltham, MA, EUA) no
comprimento de onda de 630 nm. Este procedimento foi realizado no tempo zero hora e nos
tempos 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 24 e 28 horas de incubacdo. Com os resultados da absorbancia
x tempo de incubagdo foi elaborada uma curva utilizando o software Excel® for Windows

mostrando a cinética bacteriana de cada cepa testada e em cada tratamento.

4.45 Determinacdo da viabilidade celular bacteriana

Para avaliacdo da viabilidade celular bacteriana foram realizadas diluigdes seriadas
das solucGes-teste preparadas conforme descrito no item 4.4.4 no tempo de 1 hora (fase lag) e
posterior contagem das UFC em placa de Petri contendo AMH, de acordo com o protocolo
descrito por Bessa (2019). Assim, foram retirados 100 pL de cada tubo Falcon contendo as
solugdes-teste e transferidos para eppendorfs contendo 900 pL de solugéo salina 0,9% a fim de
se obter a diluicdo 10, Do eppendorf contendo a dilui¢do 10 foram retirados 100 pL que
foram transferidos para outro eppendorf contendo 900 pL de solugéo salina 0,9% a fim de se
obter a diluigdo 1072, e assim foram realizadas dilui¢es sucessivas das solucdes-teste. Das
diluicdes de cada fragdo ou ANT foram dispensados 10 uL em formato de gota (aplicando a

técnica Drop plate) em placas de Petri contendo AMH. As placas foram incubadas em estufa
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bacterioldgica a 35° £ 2 °C, em aerobiose, por 18 a 24 horas, e ap0s esse tempo, foram
realizadas as contagens das UFC. O resultado foi expresso graficamente como Log (UFC/mL)

utilizando o software Excel® for Windows.

44.6 Avaliagéo do extravasamento de substancias que absorvem a 280 nm

O ensaio do extravasamento de substancias que absorvem a 280 nm foi realizado
segundo protocolo descrito por Kim e colaboradores (2015), com adaptagdes. Células
bacterianas subcultivadas em AMH foram ressuspensas em solucdo salina estéril 0,9% e
padronizadas a densidade Otica de 0,7 em espectrofotdmetro (Bel Spectro S05) (BEL®
Photonics do Brasil, SP, Brasil) no comprimento de onda de 610 nm. Em seguida, 1 mL dessas
celulas padronizadas foram adicionadas a 19 mL de tampé&o fosfato pH 7,1 (50 mM) estéril
contendo ou ndo 0,5x CIM, 1x CIM e 2x CIM das fracdes. A interferéncia dos sistemas
solvente/diluente foi verificada por meio do controle das células bacterianas na presenca dos
sistemas utilizados no preparo das solucdes das fragdes e dos ANTSs. O teste de extravasamento
também foi realizado com AMP, CHL e LEVO na concentracdo de 1x CIM e fracdes e ANTs
combinados na concentracdo do sinergismo. Os tubos de ensaio contendo as fracdes e ANTS
combinados, tampéo fosfato pH 7,1 e suspensdes bacterianas foram incubados por 1 hora, a 35°
+ 2 °C, em aerobiose. Apds incubacdo, foi retirada uma aliquota de 1 mL e centrifugada em
microcentrifuga (Thermo Scientific®, Waltham, MA, EUA) (10.000 x g por 10 minutos). A
absorbéancia do sobrenadante foi determinada no comprimento de onda de 280 nm em
espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu®, SP, Brasil). O resultado foi expresso graficamente

como a razdo entre células tratadas e ndo tratadas utilizando o software Excel® for Windows.

4.5 INVESTIGACAO DO EFEITO ANTIBIOTICO in vitro DO LUPEOL

Conforme descrito na Revisdo da Literatura, os marcadores quimiotaxondmicos de
V. polyanthes sdo os terpenoides e flavonoides (IGUAL et al., 2013). Diante disso, o lupeol,
metabolito especial representante da classe dos terpenoides, teve seu efeito antibiotico
investigado com o proposito de avaliar se ele poderia ser o principal responsavel por esse efeito
dos extratos ou fragOes desta espécie vegetal, visto que a lactona sesquiterpéncia glaucolideo A
havia sido descartada (FLORENCIO, 2017; SANTANA, 2015). Desta forma, lupeol > 94%,
CAS 545-47-1 (Sigma-Aldrich® Co., St. Louis, USA) foi submetido aos ensaios descritos nos itens
44.1,442,444e4.45.
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4.6 TRIAGEM DE CITOTOXICIDADE

4.6.1 Determinacgéo da toxidez aguda por meio do bioensaio com Artemia salina

A determinacéo da toxidez aguda de DL-Vp e DF-Vp frente ao microcrustaceo
Artemia salina foi realizada de acordo com o método proposto por Meyer e colaboradores
(1982), com pequenas adaptacdes. A agua marinha artificial foi preparada a partir de uma
mistura comercial de composic¢do aproximada ao sal marinho natural (OceanTech Premium
Reef Salt - Blue Treasure®), obedecendo a proporgao recomendada pelo fabricante (6,7 kg para
190 L de &gua destilada, ou seja, 35,263 g/L). Ap0s a dissolucdo completa do sal na agua foram
aferidos pH (entre 8,0 e 9,0) e temperatura (entre 23° e 28 °C) e realizada a aeragdo da solugéo
por 30 minutos com uma bomba simples para garantia da ecloséo e sobrevivéncia dos ovos de
A. salina. A agua marinha artificial foi também utilizada no preparo das soluc@es de DL-Vp e
DF-Vp (1000, 2000, 3000, 4000 e 5000 pg/mL) e controles positivo (timol 5, 10, 20 e 25
pg/mL) e negativo (sistema solvente/diluente). Os ovos de A. salina (50 mg) em 4gua salina
artificial foram incubados em estufa a 20 °C por 48 horas para a eclosdo (MEYER et al., 1982).
Um volume de 5 mL de cada concentracdo de DL-Vp e DF-Vp e dos controles foram
transferidos para tubos de ensaio, e em cada tubo foram adicionadas 10 larvas de A. salina. Para
garantir que ndo houve mortes ocasionadas por inani¢éo, cada tubo recebeu 50 pL de suspensao
de fermento bioldgico seco em agua marinha (0,6 mg/mL). Apds 24 horas de incubacédo foi
realizada a contagem das larvas mortas e para o célculo da porcentagem de morte (M%)
utilizou-se a formula:

Qoooot 0o toood — UJO0000 00 0doooooo

% = x 100
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O resultado foi expresso em CLso, definida como a concentragéo de amostra vegetal ou controle

positivo responsavel por matar 50% das larvas.
4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados de viabilidade e extravasamento celular foi
realizada utilizando o software GraphPad Prism® (verséo 5.0). Os resultados foram analisados
comparando os diferentes grupos por andlise de variancia (ANOVA), seguido de teste de
comparacOes multiplas de Tukey. Foram consideradas diferencas significativas os valores de p
<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS E FRACOES

Ap0s coleta e preparo da V. polyanthes, as folhas e flores integras dessa espécie
vegetal foram submetidas ao processo de extracdo. Essa etapa € crucial para qualquer estudo
que envolva planta, pois seleciona os metabolitos vegetais de acordo com a afinidade quimica
por solventes organicos de diferentes polaridades, interferindo na composi¢do quimica do
extrato que esta sendo preparado (AZWANIDA, 2015; ZHANG; LIN; YE, 2018).

Sob esta Otica, estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa tendo V.
polyanthes como foco de investigacao indicaram que a extracao com diclorometano apresentou
atividades biol6gicas promissoras, mostrando-se a mais ativa microbiologicamente
(FLORENCIO, 2017; RODRIGUES, 2013; SANTANA, 2015; TEMPONI, 2012). Florencio
(2017) e Santana (2015), por meio do método de lavagem foliar de V. polyanthes com
diclorometano, que favorece a extracdo de terpenoides, conseguiram isolar, purificar e
caracterizar uma lactona sesquiterpénica, o glaucolideo A. No entanto, estes autores reportaram
que esse metabdlito ndo seria o principal responsavel pelo efeito antibidtico desta planta
medicinal frente as cepas testadas (FLORENCIO, 2017; SANTANA, 2015). Diante disso, 0
procedimento de extracdo foi reavaliado e modificado no presente estudo para propiciar a
extracdo das duas classes de marcadores quimiotaxonémicos desta espécie vegetal, terpenoides
e flavonoides (IGUAL et al., 2013), na tentativa de esclarecer o (s) provavel (is) responsavel
(is) pelo seu efeito antibiotico e melhor avaliar essa atividade. Assim, EL-Vp e EF-Vp foram
preparados com solvente hidroetanolico 70% devido a sua facilidade de permeacdo na parede
celular vegetal favorecendo a extracdo diversificada de metabdlitos (SARKER; LATIF; GRAY,
2006). Apos, com o intuito de separar os compostos em trés grandes grupos pela diferenca de
polaridade, foi realizada uma particdo liquido/liquido com hexano e diclorometano. Desta
forma, obteve-se, a partir de EL-Vp e EF-Vp, as fracbes hexanicas (HL-Vp e HF-Vp),
diclorometanicas (DL-Vp e DF-Vp) e remanescentes (RL-Vp e RF-Vp).

Pela analise dos resultados das massas e rendimentos (Tabela 8), observa-se que
entre EL-Vp e EF-Vp, o rendimento de EF-Vp (14,17%) (a partir de 468,13 g de flores secas)
foi maior que de EL-Vp (9,32%) (a partir de 984,60 g das folhas secas). Conforme mostra esta
Tabela, apos ressuspenséo de 50,0 g de EL-Vp e EF-Vp seguida de particdo liquido/liquido com
solventes de polaridades crescentes foram obtidos 4,32; 3,68; 4,68 e 3,72 g de HL-Vp, DL-Vp,

HF-Vp e DF-Vp, nessa ordem. Assim, entre as fraces nota-se que as hexanicas (HL-Vp e HF-
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Vp) apresentaram maior rendimento e as remanescentes (RL-Vp e RF-Vp) o menor. Durante o
processo de secagem a temperatura ambiente (~ 25 °C), parte das fracdes RL-Vp e RF-Vp
apresentaram crescimento fangico provavelmente devido a elevada atividade de dgua dessas
amostras. Por esse motivo, acreditamos que o rendimento de RL-Vp (2,42 g) e de RF-Vp (2,60
g) tenha sido subestimado, uma vez que o céalculo foi efetuado a partir de uma pequena
quantidade das fragdes que ndo apresentaram contaminagéo.

Tabela 8 - Resultados da massa e do rendimento dos extratos e fracGes obtidas por particdo dos extratos
hidroetandlicos 70% foliar e floral de Vernonia polyanthes

Extrato ou Fracéo Massa (Q) Rendimento (%0)
Extrato hidroetanolico 70% foliar (EL-Vp) 91,72 6,32
Extrato hidroetandélico 70% floral (EF-Vp) 66,32 14,17
Hexanica foliar (HL-Vp) 4,32 8,64
Diclorometanica foliar (DL-Vp) 3,68 7,36
Remanescente foliar (RL-Vp) 2,42 4,84
Hexanica floral (HF-Vp) 4,68 9,36
Diclorometanica floral (DF-Vp) 3,72 7,44
Remanescente floral (RF-Vp) 2,60 5,20

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

5.2 INVESTIGACAO DO PERFIL QUIMICO DAS FRACOES DICLOROMETANICAS
FLORAL E FOLIAR DE Vernonia polyanthes POR CROMATOGRAFIA EM FASE
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRO DE MASSAS (CG-EM)

Em virtude dos resultados microbioldgicos obtidos e que serdo apresentados e
discutidos posteriormente, a composicao quimica de DF-Vp e DL-Vp foi determinada por CG-
EM e os seus perfis cromatograficos bem como o perfil do padrdo de n-alcanos (C7-Cy) estdo
representados nas Figuras 20, 21 e 22, respectivamente.

Para a identificacdo dos compostos detectados nestas fragdes foram considerados
alguns pardmetros importantes como indice de retencdo fornecido pelo aparelho, indice de
retencdo calculado em relacdo a n-alcanos (C7-Cyp), espectro de massas fornecido pelo
equipamento, relacdo massa/carga (m/z), pico base e comparacao desses dados com aqueles da

NIST 11 e descritos na literatura e bibliotecas espectrais para cada composto.
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Figura 20 - Perfil cromatogréfico da fragdo diclorometéanica floral de Vernonia polyanthes (DF-Vp)
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Fonte: Software GCMS Solution (2019).

Figura 21 - Perfil cromatografico da fragdao diclorometanica foliar de Vernonia polyanthes (DL-Vp)
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Fonte: Software GCMS Solution (2019).

Figura 22 - Perfil cromatogréafico do padrdo de n-alcanos (C;-Cy0)
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Fonte: Software GCMS Solution (2019).

Pela analise das Figuras 20 e 21, observa-se um total de 32 picos gerados nos perfis

cromatograficos de DF-Vp e DL-Vp, sendo que 27 deles puderam ser identificados conforme

mostram as Tabelas 9 e 10.



-77 -

Tabela 9 - Caracteristicas da fracdo diclorometanica floral de Vernonia polyanthes (DF-Vp) analisadas por cromatografia em fase gasosa acoplada a

espectrémetro de massas (CG-EM)

No. Nome do Composto Férmula CAS Tr (Min) m/z® IRexp IRt Referéncia
1 Estragol C1oH120 140-67-0 17,750 148; 121; 77 1202 1196 ADAMS, 2007
2 2,4-di-tert-butifenol C14H2,0 96-76-4 27,305 191; 57; 206 1520 1502 TIRILLINI et al., 2000
3 Alcool homovanilil CoH1203 2380-78-1 28,218 137, 168; 122 1549 1534 DE SIMON et al., 2009
4 Acido miristico C14H2502 544-63-8 36,237 73; 60; 43 1779 1780 PINO et al., 2005
5 Acido palmitico Ci16H320: 57-10-3 44,215 73; 43; 60 1981 1984 PRIESTAP et al., 2003
6 Eul E;tﬁ;ft’ﬁ: gc'do CisH360: 628-97-7 44,848 88; 101; 43 1998 1991 PINO et al., 2005
Acido oleico CisH3402 112-80-1 50,201 55; 69; 41 2155 2141 PINO et al., 2005
Acido estearico CisH3602 57-11-4 51,038 73; 43; 57 2181 2172 PINO et al., 2005
9 Oleamida CygH3sNO 301-02-0 56,660 59; 72; 55 2370 2375 ZHAO et al., 2008
10 Nao identificado - - 57,236 69; 41; 43 2390 - -
11 Oleamida C1gH3sNO 301-02-0 56,660 59; 72; 55 2398 2397 PUBCHEM, 2019
12 Pilloin C17H1406 32174-62-2 74,887 314; 285; 315 2935 2791 CHEMSPIDER, 2019
13 Estigmasterol CagHas0 83-48-7 77,734 55; 83; 69 3273 3205 IVANOV et al., 2018
14 Beta-amirina CzoHs00 559-70-6 78,278 218; 203; 69 3300 3313 COLLIN, 2016
15 Beta-sitosterol Ca29Hs500 83-46-5 79,068 43; 107; 95 3416 3408 ALBERTS etal., 1992
16 Acetato de lupeol C32Hs202 1617-68-1 79,567 95; 107; 109 3357 3320 IVANOV et al., 2018

Tr: tempo de retencdo; IR.,: indice de reten¢do determinado em relagéo a n-alcanos (C;-C4o) em coluna Rtx-5MS; IR indice de retengdo descrito na literatura

em coluna idéntica ou similar a Rtx-5MS; 2A primeira relagdo m/z é o pico base. Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Tabela 10 - Caracteristicas da fracdo diclorometanica foliar de Vernonia polyanthes (DL-Vp) analisadas por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM)

No. Nome do Composto Formula CAS Tr (Min) m/z® IRexp IRt Referéncia

17 Estragol C1oH120 140-67-0 17,766 148; 121; 77 1202 1196 ADAMS, 2007

18 Espatulenol Ci5H240 77171-55-2 34,445 43; 41; 91 1631 1640 SOTOMAYOR et al., 2004
19 Alcool E-conferil C10H1203 - 35,405 137; 180; 124 1756 1745 LALEL; SINGH; TAN, 2003
20 Nao identificado - - 36,656 43; 111; 41 1789 - -

21 Nao identificado - - 38,677 68; 42; 95 1840 - -

22 Acido palmitico C1sH320; 57-10-3 43,885 73; 43; 60 1972 1984 PRIESTAP et al., 2003
23 Nao identificado - - 45,365 210; 167; 77 2013 - -

24 Nao identificado - - 49,035 163; 208; 136 2119 - -

25 Acido linolénico C18H300: 463-40-1 50,105 79; 67; 41 2152 2158 PUBCHEM, 2019

26 Acido estearico C18H3602 57-11-4 50,772 73; 43; 57 2173 2172 PINO et al., 2005

27 Oleamida C1gH3sNO 301-02-0 56,667 59; 72; 55 2371 2375 ZHAO et al., 2008

28 Tri(2-butoxietil)fosfato C18Hz007P 78-51-3 58,251 57; 45; 85 2427 2421 PUBCHEM, 2019

29 Pilloin C17H1406 32174-62-2 69,288 314; 285; 315 2941 2791 CHEMSPIDER, 2019
30 Apigenina 7-metil éter Ci16H120s 437-64-9 73,765 284; 255; 285 2602 2964 PUBCHEM, 2019

31 Pilloin C17H1406 32174-62-2 74,887 314; 285; 315 2941 2791 CHEMSPIDER, 2019
32 Beta-sitosterol CagHs00O 83-46-5 79,071 43; 107; 95 3418 3408 ALBERTS et al., 1992

Tr: tempo de retencéo; IR.,: indice de retencéo determinado em relagéo a n-alcanos (C+-Cao) em coluna Rtx-5MS; IR indice de retengdo descrito na literatura

em coluna idéntica ou similar a Rtx-5MS; 2A primeira relagdo m/z é o pico base. Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Conforme mostra esta Tabela, em ambas as fragdes o componente majoritario foi o
estragol ou metilchavicol (picos n°® 1 e n° 17 nas Figuras 20 e 21, nessa ordem). Lopez e
colaboradores (2011) j& haviam relatado a presenca desse fenilpropanoide no 6leo essencial de
Tagetes filifolia, uma espécie também pertencente a familia Asteraceae. Adicionalmente, foram
detectados cinco acidos graxos em DF-Vp (acidos miristico, palmitico, etil estér do &cido
palmitico, oleico e estearico) e trés em DL-Vp (&cidos palmitico, linolénico e estearico).
Semelhante a este estudo, a monografia dessa espécie vegetal elaborada pelo Ministério da
Saude e ANVISA reportou que "o acido graxo de maior abundancia em todos os farmacogenos
foi o hexadecanoico (&cido palmitico), sendo encontrado em maior abundéncia nas folhas e
flores" (BRASIL, 2014), corroborando nossos achados. Bohlmann e colaboradores (1981)
identificaram estigmasterol e acetato de lupeol nas partes aéreas de V. polyanthes, estando em
consonancia com o presente estudo que as detectou nas flores. Zanon e colaboradores (2008),
por fracionamento cromatografico em diclorometano a partir do extrato etanélico das folhas de
Vernonia tweediana Baker, isolaram 0s compostos alfa-amirina, beta-amirina, lupeol, beta-
sitosterol, estigmasterol e espinasterol. No presente estudo, considerando a similaridade do
género e também do solvente utilizado no fracionamento, foi possivel detectar beta-amirina nas
flores e beta-sitosterol nas folhas e flores. Benfatti e colaboradores (2007) identificaram a
presenca de beta-amirina nas folhas de V. polyanthes. No entanto, esses autores descreveram
alfa e beta-amirina presentes em mistura no extrato cloroférmico das folhas da planta. Igual e
colaboradores (2013) e Martucci e Gobbo-Neto (2016), a partir de um extrato metandlico das
folhas de V. polyanthes, isolaram por HPLC (do inglés, High Performance Liquid
Chromatography) e identificaram os flavonoides apigenina e apigenina-7-O-glicuronideo,
respectivamente. Ao analisar por CG-EM a fracdo DL-Vp detectou-se a presenca de apigenina
7-metil éter. Outro flavonoide identificado em DL-Vp e DF-Vp foi o pilloin, uma flavona que
ja havia sido relatada em plantas da familia Asteraceae (SCHMIDT; WILLUHN, 2000). Quanto
a classe dos sesquiterpenos, o espatulenol se manteve nas folhas secas mesmo ap0s a preparacao
da fragdo diclorometénica e, anteriormente, s6 havia sido descrito no éleo essencial extraido de
folhas frescas (DA SILVA et al., 2015).
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5.3 INVESTIGACAO DO EFEITO ANTIBIOTICO in vitro DOS EXTRATOS E FRACOES

DE Vernonia polyanthes

531 Determinacdo da Concentracéo Inibitdria Minima, da Concentragdo Bactericida

Minima e classificacdo do efeito antibidtico como bactericida ou bacteriostatico

Apos coleta e preparo do material vegetal seguidos do processo de extracdo e
fracionamento, o presente estudo foi conduzido de forma bioguiada utilizando o efeito
antibidtico in vitro como atividade bioldgica marcadora. EF-Vp, EL-Vp, HL-Vp, HF-Vp, DL-
Vp, DF-Vp, RL-Vp e RF-Vp foram investigados frente a S. aureus (ATCC® 6538™, ATCC®
25923™ ¢ ATCC®29213™), E. coli (ATCC® 10536™ e ATCC®25922™), S, Choleraesuis
(ATCC® 10708™), S. Typhimurium (ATCC® 13311™) e P. aeruginosa (ATCC® 9027™ e
ATCC®27853™) Nesta etapa de triagem do potencial antibidtico e com base nos valores de
CIM obtidos (Tabela 11) verificou-se que, entre os extratos e frac6es analisadas, DL-VP e DF-
Vp foram as mais ativas frente as cepas testadas. Conforme também se observa na Tabela 11,
ndo foi possivel determinar a CBM para todos os extratos e fragdes em funcéo do gradiente de
concentracdo estabelecido (5000 pg/mL). Vale ressaltar que DL-Vp e DF-Vp revelaram CBM
variando de 1250 a 2500 pg/mL, sendo que DL-Vp foi bactericida para S. aureus (ATCC®
6538™) ¢ P. aeruginosa (ATCC®9027™) e DF-Vp somente para essa segunda cepa, sendo o
efeito para ambas as fracdes frente as demais cepas testadas classificado como bacteriostatico.
Em recente artigo de revisdo, Santos e colaboradores (2019) descreveram que alguns estudos
demonstraram a atividade bactericida de extratos de plantas contra Salmonella. A maioria
destes estudos mostrou CBM até quatro vezes maior que a CIM, com valores variando de 0,8
mg/mL para o extrato aquoso das folhas de Shorea robusta contra S. Typhi a 25,0 mg/mL para
extratos aquosos de frutas de Vacicinium oxycoccos contra S. Enteritidis, demonstrando a
eficicia de alguns extratos vegetais em inibir o crescimento bacteriano em vez de mata-los.
Esses resultados sdo semelhantes aos que obtivemos com as cepas de Salmonella testadas, com
valores de CIM variando de 0,625 mg/mL a > 5 mg/mL e efeito bacteriostatico (Tabelas 11 e
12).

Apds uma extensa revisdo da literatura, foram encontradas poucas publicactes a
respeito do efeito antibidtico de V. polyanthes. Oliveira e colaboradores (2007) descreveram a
atividade antimicobacteriana do extrato hidroalcodlico da raiz desta espécie usado como bebida
pela comunidade indigena Vanuire. Jorgetto e colaboradores (2011) relataram o efeito

bacteriostatico do extrato hidroalcoolico das folhas desta planta frente a Bacillus cereus
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(ATCC®11778™), Escherichia coli (ATCC® 8739™) e Proteus mirabilis (ATCC®25933™),
Silva e colaboradores (2012) demonstraram que o0 extrato metandlico e o 6leo essencial de V.
polyanthes foram ativos frente a S. aureus e E. coli. Waltrich e colaboradores (2015) avaliaram
o efeito dos extratos aquoso e metandlico e das fragdes hexanica, diclorometanica e em acetato
de etila de flores de V. polyanthes frente a E. coli (ATCC® 25922™), S, aureus (ATCC®
25923™) ¢ P, aeruginosa (ATCC®27853™). Porém, estes artigos descreveram os valores de
CIM frente a essas cepas e nenhum deles abordou o efeito antibidtico sobre Salmonella,
principalmente com a inclusdo de cepas clinicas. Ainda, ndo foram localizadas publicacGes
sobre a determinacdo do efeito combinatdrio de extratos ou fragbes ou o estabelecimento do
provavel modo de acéo envolvido. Quanto aos valores de CIM, Santos e colaboradores (2019)
reportaram que extratos aquosos tém mostrado efeito antibidtico em concentracdes de poucos
pg/mL a mg/mL (0,5 pg/mL a 712 mg/mL), dependendo da sorovariedade de Salmonella
testada, da parte da planta utilizada e das espécies vegetais investigadas. Esses autores também
nédo localizaram nenhuma publicacdo sobre V. polyanthes e sua atividade antibacteriana sobre
Salmonella, demonstrando o ineditismo de nosso estudo.
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Tabela 11 - Valores da Concentracéo Inibitéria Minima dos extratos e fracoes de Vernonia polyanthes e dos antibi6ticos frente as cepas de referéncia ATCC®

testadas

Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) (pg/mL)

Cepa bacteriana Extratos e fracBes de Vernonia polyanthes Antibidtico
EL-VP HL-VP DL-VP RL-VP EF-VP HF-VP DF-VP RF-VP AMP* CHL*
S. aureus (ATCC®6538™T™) > 5000 50002 2500* > 5000 50002 25002 6252 > 5000 <4 8
S. aureus (ATCC®29213™) 5000? 50002 12502 >5000 >5000 25002 12502  >5000 <42 16°
S. aureus (ATCC®25923™) 50002 50002 125072 >5000 >5000 25002 12502 > 5000 <4 16
E. coli (ATCC® 10536™) > 5000 50002 6252 >5000 >5000 50002 12502 > 5000 <4 <4
E. coli (ATCC®25922™™) >5000  1250° 6252 >5000 >5000 >5000 6252 > 5000 < 4° <4
S. Choleraesuis (ATCC® 10708™) >5000 25002 6252 >5000 >5000 >5000 1250> >5000 <4 <4
S. Typhimurium (ATCC® 13311™) > 5000 25002 6252 >5000 >5000 >5000 12502 > 5000 <4 <4
P. aeruginosa (ATCC® 9027™) 5000? 2500* 1250  >5000 >5000  5000* 2500*  >5000 >500 8
P. aeruginosa (ATCC®27853T™) >5000 50002 2500> >5000 >5000 >5000 2500> >5000 >500 8¢

> 5000 = valores de CIM acima da maior concentragdo testada; *Os valores de CIM obtidos com AMP e CHL estdo de acordo com os intervalos de
controle de qualidade reportados para organismos ndo fastidiosos pelo CLSI (2014), conforme documento M100-S24: (a) 0,5 - 2 pg/mL; (b) 2 - 16
pg/mL; (c) 2 - 8 pg/mL; (d) ndo reportado; 1 = efeito bactericida; 2 = efeito bacteriostatico; a cor azul destaca as amostras que revelaram efeito
bactericida. Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Com base nestes resultados, DL-Vp e DF-Vp foram selecionadas para a
caracterizacdo quimica e para o aprofundamento dos ensaios microbioldgicos, visto que se
mostraram as mais promissoras para 0 estudo do efeito antibidtico de V. polyanthes.
Adicionalmente, a triagem do potencial antibiotico destas fracdes mostrou que elas foram
capazes de inibir tanto cepas Gram-positivas quanto Gram-negativas, inclusive com atividade
antibacteriana moderada (625 pg/mL) conforme classificagdo de Kuete (2010) sobre vérias
delas. Segundo este autor, a atividade antibacteriana de extratos de plantas pode ser classificada
como significativa (CIM < 100 pg/mL), moderada (100 < CIM < 625 pg/mL) ou fraca (CIM >
625 pug/mL) (KUETE, 2010).

Assim, considerando-se que: 1) V. polyanthes é uma planta medicinal
tradicionalmente utilizada no tratamento de distarbios gastrointestinais (BRAGA, 1976); 2) as
diarreias infecciosas mais graves sdo causadas predominantemente por bactérias e, entre elas,
os casos de salmonelose nao tifoidal séo globalmente difundidos (PETROV et al., 2017). Ainda,
cepas de Salmonella n&o tifoidal resistentes a fluoroquinolona foram responsaveis pela maioria
das mortes por intoxicagéo gastrointestinal (foodborne diseases) causadas por agente bacteriano
em 2010 em nivel global (WHO, 2017c); 3) a OMS enfatiza a necessidade da pesquisa,
descoberta e desenvolvimento de novos antibidticos contra bactérias comunitarias comuns e
classifica Salmonella spp. resistente a fluoroquinolona como um patdgeno de alta prioridade
(WHO, 2017c); 4) V. polyanthes ou assa-peixe é uma planta alimenticia ndo convencional
(PANC) (KINUPP, 2007), e especula-se que o consumo de suas folhas poderia contribuir
positivamente na prevencéo de intoxicacdo gastrointestinal; e 5) DL-Vp e DF-Vp foram ativas
frente a S. Choleraesuis (ATCC® 10708™) e a S. Typhimurium (ATCC® 13311™), foram
adicionadas cepas clinicas de Salmonella (Salmonella spp. 1553217, Salmonella spp. 1507708,
Salmonella spp. 1502596, S. Enteritidis 1428260 e Salmonella spp. 1266695) para o
aprofundamento do presente estudo (Tabela 12).
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Tabela 12 - Valores da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das fracdes diclorometénicas foliar (DL-
Vp) e floral (DF-Vp) de Vernonia polyanthes e de ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL) e
levofloxacino (LEVO) frente as cepas clinicas de Salmonella testadas

Cepa Bacteriana CIM (pg/mL)

DL-VP  DF-VP AMP CHL LEVO

Salmonella spp. 1553217 1250  >5000 <4 <4 <4
Salmonella spp. 1507708 12502 25002 > 500 8 8
Salmonella spp. 1502596 6252 6252 <4 <4 <4
Salmonella Enteritidis 1428260 12502 12502 <4 <4 <4
Salmonella spp. 1266695 6252 25002 <4 <4 <4

2 = efeito bacteriostéatico.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Conforme apresenta a Tabela 12, com excecdo do resultado obtido com DF-Vp
frente a Salmonella spp. 1553217, DL-Vp e DF-Vp foram capazes de inibir o crescimento
bacteriano das cepas clinicas testadas com valores de CIM variando de 625 (atividade
moderada) a 2500 pg/mL (atividade fraca), e efeito bacteriostatico. Vale lembrar que estas
cepas foram isoladas principalmente de infeccdes sanguineas de pacientes atendidos no
HUCFF/UFRJ, e que os resultados dos TSA fornecidos pelo sistema VITEK®2 (ANEXOS A e
B) demonstraram poucas opcOes terapéuticas para conducdo desses casos, 0 que corrobora a
relevancia dos nossos achados. Assim, optou-se por avancar nas investigagfes microbioldgicas
utilizando-se a cepa clinica Salmonella spp. 1507708 por apresentar o perfil mais resistente pelo
TSA em relagdo as demais, apesar da fraca atividade obtida com DL-Vp e DF-Vp, e a S.

Enteritidis 1428260, que revelou maior sensibilidade nesse mesmo teste.

532 Auvaliagéo do efeito combinatorio

Com o intuito de verificar se a combinacgdo de DL-Vp ou DF-Vp potencializaria a
acdo antibidtica de AMP, CHL ou LEVO por meio da reducdo dos valores de CIM dessas
substancias, procedeu-se a avaliacdo do efeito combinatorio entre essas fracdes e ANTS frente
as cepas S. Choleraesuis (ATCC® 10708™), S, Typhimurium (ATCC® 13311™), S.Enteritidis
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1428260 e Salmonella spp. 1507708. A partir do célculo do IRD e dos pardmetros estabelecidos
por Odds (2003) foi possivel determinar se havia uma relagdo de sinergismo, antagonismo ou
auséncia de interacédo entre as fracGes e 0s ANTS.

As Tabelas 13 e 14 apresentam os resultados obtidos neste ensaio. Pela analise
dessas Tabelas, podemos observar que os resultados demonstram sinergismo entre DL-Vp e
DF-Vp com CHL para S. Typhimurium (ATCC®13311™), S, Choleraesuis (ATCC® 10708™)
e S. Enteritidis 1428260. Ainda, DL-Vp e DF-Vp mostraram-se sinérgicas quando combinadas
com AMP e LEVO frente a Salmonella spp. 1507708.

De acordo com Reda, EI-Zawahry e Omar (2017), os sinergismos resultantes da
combinacdo de extratos vegetais com ANTSs comerciais reduzem os efeitos colaterais, o custo
e as CIMs de ambos. Conforme se observa pelos resultados obtidos no presente estudo, houve
uma reducéo de 10x a CIM do CHL (de 2,0 para 0,2 pg/mL quando combinado com DL-Vp ou
DF-Vp), de 16x da AMP (de 2000 para 125 pg/mL) e de 4x da LEVO (de 4 para 1 pg/mL).
Dadas as devidas proporcoes, efeito semelhante foi observado com extrato de folhas secas de
Camellia sinensis (cha verde) (Theaceae) (0,62 mg/mL) combinado com &cido nalidixico, que
sofreu uma reducéo de 8x (de 256 para 32 pg/mL) (FAROOQUI et al., 2015). Anteriormente,
Wagner (2011) havia reportado que, a partir dos dados in vitro e in vivo disponiveis, poderia se
concluir que o progresso na pesquisa do sinergismo forneceria ndo somente nova legitimagéo
para a fitoterapia, mas também aumentaria a possibilidade do uso de novos fitomedicamentos
sozinhos ou combinados com quimioterapicos para o tratamento de doencas que foram tratadas

anteriormente apenas através de quimioterapia.
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Tabela 13- Resultados do efeito combinatério das fracdes diclorometénicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-
Vp) com ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL) e levofloxacino (LEVO) frente as cepas ATCC®
testadas

Fragdo CIM (ug/mL) Efeito
Cepa Bacteriana Diclorometanica/ IRD  ~ombinatério
Antibiotico Sozinho  Combinado
DL-VP 625 8 1,12 Sem efeito
AMP 0,2 0,2
DL-VP 625 o 0,22 Sinergismo
CHL 2,0 0,2
DL-VP 625 ' 1,12 Sem efeito
S. Typhimurium LEVO 0,2 0,2
(ATCC®13311™) DE-VP 625 78
AMP 0,2 0.2 1,12 Sem efeito
DF-VP 625 8 0,22  Sinergismo
CHL 2,0 0,2
DF-VP 625 ' 1,12 Semefeito
LEVO 0,2 0,2
DL-VP 625 ° 1,12 Semefeito
AMP 0,2 0,2
DL-VP 625 ' 0,17  Sinergismo
CHL 4,0 0,2
DL-VP 625 8 1,12 Semefeito
S. Choleraesuis LEVO 0,2 0,2
(ATCC®10708™) DF-VP 625 78
AMP 0,2 02 1,12 Sem efeito
DF-VP 625 0,22 Sinergismo
CHL 2,0 0,2
DF-VP 625 o 1,12 Sem efeito
LEVO 0,2 0,2

CIM = Concentragao Inibitdria Minima.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Tabela 14 - Resultados do efeito combinatorio das fragdes diclorometénicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-
Vp) com ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL) e levofloxacino (LEVO) frente as cepas clinicas
testadas

. _Fragdo CIM (ug/mL) Efeito
Cepa Bacteriana Diclorometanica/ _ _ IRD Combinatério
Antibiético Sozinho  Combinado
DL-VP 1250 =P 1,12 Sem efeito
AMP 0,2 0,2
DL-VP 1250 v 0,22 Sinergismo
CHL 2,0 0,2
DL-VP 1250 156 1,12 Sem efeito
Salmonella Enteritidis LEVO 0,2 0,2
1428260 DF-VP 1250 156 1,12 Sem efeito
AMP 0,2 0,2
DF-VP 1250 v 0,22 Sinergismo
CHL 2,0 0,2
DF-VP 1250 0 1,12 Sem efeito
LEVO 0,2 0,2
DL-VP 1250 w0 0,19 Sinergismo
AMP 2000 125
DL-VP 1250 1250 2 Sem efeito
CHL 1,0 1,0
DL-VP 1250 156 0,37 Sinergismo
Salmonella spp. LEVO 4,0 1,0
1507708 DF-VP 2500 ver 0,31 Sinergismo
AMP 2000 125
DF-VP 2500 o 1,12 Sem efeito
CHL 1,0 1,0
DF-VP 2500 o 0,37 Sinergismo
LEVO 4,0 1,0

CIM = Concentracéo Inibitéria Minima.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

533 Determinacéo do tempo de morte bacteriana

Para a avaliacdo da capacidade de DL-Vp e DF-Vp reduzirem, in vitro, a densidade
populacional de S. Choleraesuis (ATCC® 10708™), S. Typhimurium (ATCC® 13311™), S,
Enteritidis 1428260 e Salmonella spp. 1507708 expostas a essas fracdes em intervalos de tempo
pré-estabelecidos, foi realizado o ensaio da determinacdo do tempo de morte bacteriana
(Figuras 23, 24, 25 e 26).

Considerando as cepas ATCC®, conforme mostra a Figura 23, DL-Vp 0,5x, 1x e 2x
CIM, DF-Vp 0,5%, 1x e 2x CIM, AMP 1x CIM, CHL 1x CIM, LEVO 1x CIM, DL-VP + CHL
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e DF-Vp + CHL foram capazes de reduzir a densidade populacional de S. Typhimurium
(ATCC® 13311™), em maior ou menor intensidade, sendo que DF-Vp 0,5x e 1x CIM
mostraram-se mais eficientes, sendo mais ativas do que os ANTSs testados. Foi detectado efeito
bactericida com DL-Vp 1x CIM, DL-Vp 2x CIM, DF-Vp + CHL e DL-Vp + CHL ap0s 26
horas de observacao. Pela analise desta Figura observa-se, ainda, a) a reducdo da populacéo
bacteriana na dependéncia da CIM da fragdo utilizada; b) a eficiéncia de DF-Vp em relacdo as
demais amostras testadas; e ¢) a comprovacao do efeito sinérgico de DF-Vp + CHL e DL-Vp +
CHL. A Figura 24 apresenta os resultados obtidos com S. Choleraesuis (ATCC® 10708™)
quando exposta as mesmas condicdes. Pela observacédo do grafico podemos verificar que, dadas
as devidas proporcbes, os dados sdo similares, demonstrando a eficiéncia das fracdes e
combinacdes em relacdo aos ANTS testados contra essa cepa e a habilidade de DL-Vp 1x e 2x
em inviabilizar esse patdgeno em 26 horas de observacao.

Em relacdo as cepas clinicas, a Figura 25 mostra os resultados obtidos com S.
Enteritidis 1428260 quando exposta a DL-Vp 0,5%, 1x e 2x CIM, DF-Vp 0,5%, 1x e 2x CIM,
AMP 1x CIM, CHL 1x CIM, LEVO 1x CIM, DL-VP + CHL e DF-Vp + CHL. Pela analise
desta Figura, nota-se que houve reducdo da densidade populacional quando esta cepa foi
exposta a todas as amostras testadas. Porém, ap6s 24 horas de observagdo, com excecao de DL-
Vp 1x e 2x CIM que promoveram uma reducdo mais dréstica da populacdo apos 24 horas, as
demais amostras ndo mantiveram seu efeito, visualizando-se uma tendéncia a nova
multiplicacdo celular, inclusive na presenca de AMP e CHL, excetuando-se LEVO. Vale
lembrar que S. Enteritidis 1428260 mostrou-se sensivel a ciprofloxacina e ampicilina pelo TSA
(ANEXO B; pag. 118). Quando as fracdes, ANTs e combinacdes foram testadas frente a
Salmonella spp. 1507708 (Figura 26), observou-se que todas as amostras foram capazes de
reduzir a densidade populacional dessa cepa, sendo que as fragdes e combinag¢des se mostraram
mais eficientes que os ANTs. Ainda, DL-VP 1x e 2x CIM foi capaz de inviabilizar este
patdégeno em 28 horas de observacdo. Chimnoi e colaboradores (2018) descreveram CIM de 2
mg/mL para o 6leo essencial das folhas de Ocimum gratissimum (OGEO) contra S.
Typhimurium (ATCC® 13311™), e por meio das curvas do tempo de morte, demonstraram que
S. Typhimurium foram mortas em quatro, duas e duas horas apos exposic¢ao a 1x CIM, 2x CIM
e 4x CIM do OGEO.
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Figura 23 - Curva do tempo de morte da Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311™) na presenca das fragdes diclorometanicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-
Vp), ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL), levofloxacino (LEVO) e combinag@es das fragdes com cloranfenicol (DL-Vp/DF-Vp + CHL)
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Cont. do crescimento = controle do crescimento; 2X = 2x CIM da fragdo; 1X = 1x CIM da fracéo ou antibidtico; 0,5X = 0,5x CIM da fragdo; DL-Vp + CHL /
DF-Vp + CHL = CIM do sinergismo da fracdo com antibiotico. Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 24 - Curva do tempo de morte da Salmonella Choleraesuis (ATCC® 10708™) na presenga das fragdes diclorometanicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-Vp),
ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL), levofloxacino (LEVO) e combinagdes das fragdes com cloranfenicol (DL-Vp/DF-Vp + CHL)
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Densidade dptica (DO) 630 nm
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Cont. do crescimento = controle do crescimento; 2X = 2x CIM da fragdo; 1X = 1x CIM da fracéo ou antibidtico; 0,5X = 0,5x CIM da fragdo; DL-Vp + CHL /
DF-Vp + CHL = CIM do sinergismo da fracdo com antibiético. Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 25 - Curva do tempo de morte da Salmonella Enteritidis 1428260 na presenca das fragdes diclorometanicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-Vp), ampicilina
(AMP), cloranfenicol (CHL), levofloxacino (LEVO) e combinagdes das fragdes com cloranfenicol (DL-Vp/DF-Vp + CHL)

—@— Cont. do crescimento —e— DL-Vp+CHL —e— AMP 1x ® |EVO1X
® CHL1X ® DL-Vp2X DL-Vp 1X ® DL-VpO0,5X
024 DF-Vp 2X —&— DF-Vp 1X —&— DF-Vp 0,5X —&— DF-Vp+CHL
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Cont. do crescimento=controle do crescimento; 2X = 2x CIM da fracdo; 1X = 1x CIM da fracdo ou antibiético; 0,5X = 0,5x CIM da fracdo; DL-Vp + CHL /
DF-Vp + CHL = CIM do sinergismo da fracdo com antibiotico. Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 26 - Curva do tempo de morte da Salmonella spp. 1507708 na presenca das fracdes diclorometénicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-Vp), ampicilina (AMP),
cloranfenicol (CHL), levofloxacino (LEVO) e combinag@es das fragdes com ampicilina e levofloxacino (DL-Vp/DF-Vp + AMP e DL-Vp/DF-Vp + LEVO)
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Cont. do crescimento = controle do crescimento; 2X = 2x CIM da fragdo; 1X = 1x CIM da fracéo ou antibidtico; 0,5X = 0,5x CIM da fragdo; DL-Vp/DF-Vp
+ AMP ou LEVO = CIM do sinergismo da fragdo com antibi6tico. Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Conforme revisado por Santos e colaboradores (2019), extratos de plantas,
inclusive aquosos, sdo misturas complexas de compostos bioativos, e certamente podem
envolver varios mecanismos de acdo, o que também pode limitar a aquisicéo de resisténcia por
bactérias. Segundo estes autores, 0 mecanismo ou alvo preciso da maioria dos compostos
bioativos das plantas contra bactérias, em geral, ainda ndo esta elucidado. No entanto, existem
varios mecanismos sugeridos e que podem estar envolvidos, nomeadamente a ruptura das
membranas, interrupcdo da sintese e funcdo do DNA/RNA, interferéncia no metabolismo
intermediario, inducdo da coagulacdo dos constituintes citoplasmaticos e a interrup¢do da
comunicacdo celular normal (Quorum Sensing). Entretanto, a maior parte da literatura sobre a
acdo antimicrobiana de compostos bioativos, em geral, aponta que seu principal local alvo € a
membrana citoplasmatica, afetando sua estrutura e integridade, permeabilidade ou
funcionalidade de diferentes maneiras (SANTOS et al., 2019).

Nexte contexto, com base nos resultados do efeito antibiotico de DL-Vp e DF-Vp
frente & S. Choleraesuis (ATCC® 10708™), S. Typhimurium (ATCC® 13311™), S, Enteritidis
1428260 e Salmonella spp. 1507708, foram realizados os ensaios de determinacdo da
viabilidade celular bacteriana e do extravasamento de substancias que absorvem a 280 nm para

verificacdo do provavel modo de acdo, que serdo apresentados a seguir.

534 Determinacdo da viabilidade celular bacteriana

O teste da viabilidade celular bacteriana foi conduzido para determinar a densidade
populacional de células capazes de sobreviver ao tratamento com DL-Vp, DF-Vp, combinacgdes
dessas fragbes com CHL, AMP e LEVO, e somente com ANTs 1x CIM com uma hora de
exposicdo (fase lag) (Figuras 27, 28, 29 e 30).

A Figura 27 mostra que 1x CIM DL-Vp, 0,5x, 1x e 2x CIM DF-Vp, DL-Vp + CHL
e DF-Vp + CHL inviabilizaram um maior nimero de células de S. Typhimurium (ATCC®
13311™) quando comparadas a LEVO, tendo efeito semelhante a AMP e CHL. Vale lembrar
que o principal alvo dos compostos bioativos € a membrana citoplasméatica (SANTOS et al.,
2019). A Figura 28 mostra que ndo houve diminuigdo consideravel de UFCs de S. Choleraesuis
(ATCC® 10708™) ap6s o tratamento com as fragdes, as combinagdes entre fragdes + ANTs e
0s ANTs sozinhos quando comparado com o controle do crescimento. Ja frente a S. Enteritidis
1428260, a reducdo populacional ocorreu apés tratamento com DF-Vp 2x e DL-Vp + CHL,
conforme mostra a Figura 29. Quanto a Salmonella spp. 1507708, ndo foi observada morte

bacteriana com uma hora de tratamento, seja com as fragoes, combinagdes ou ANTS sozinhos
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(Figura 30), o que corrobora a dificuldade de inviabilizar esse patdgeno, inclusive demonstrado
pelos dados de susceptibilidade obtidos por meio do TSA, que reportaram resisténcia a AMP,

ciprofloxacino, LEVO e acido nalidixico, entre outros (ANEXO A).

Figura 27 - Representacdo grafica do numero de células bacterianas de Salmonella Typhimurium
(ATCC® 13311™) vidveis com uma hora de tratamento na presenca das frac6es diclorometanicas floral
(DF-Vp) e foliar (DL-Vp), ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL), levofloxacino (LEVO) e
combinacdes das fragdes com cloranfenicol (DL-Vp/DF-Vp + CHL)
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CC = controle do crescimento; 2X = 2x CIM da fragdo; 1X = 1x CIM da fra¢do ou antibidtico; 0,5X =
0,5x CIM da fragdo; DL-Vp + CHL / DF-Vp + CHL = CIM do sinergismo da fragdo com antibiotico;
letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado pela autora
(2019).

Figura 28 - Representacdo grafica do nimero de células bacterianas de Salmonella Choleraesuis
(ATCC® 10708™) vidveis com uma hora de tratamento na presenca das fragcdes diclorometanicas floral
(DF-Vp) e foliar (DL-Vp), ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL), levofloxacino (LEVO) e
combinagdes das fragdes com cloranfenicol (DL-Vp/DF-Vp + CHL)
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CC = controle do crescimento; 2X = 2x CIM da fracdo; 1X = 1x CIM da fracdo ou antibidtico; 0,5X =
0,5x CIM da fragdo; DL-Vp + CHL / DF-Vp + CHL = CIM do sinergismo da fracdo com antibi6tico;
letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado pela autora
(2019).
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Figura 29 - Representacédo gréfica do nimero de células bacterianas de Salmonella Enteritidis 1428260
vidveis com uma hora de tratamento na presenca das fragdes diclorometénicas floral (DF-Vp) e foliar
(DL-Vp), ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL), levofloxacino (LEVO) e combinages das fracdes
com cloranfenicol (DL-Vp/DF-Vp + CHL)
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CC = controle do crescimento; 2X = 2x CIM da fra¢do; 1X = 1x CIM da fragdo ou antibiotico; 0,5X =
0,5x CIM da fragdo; DL-Vp + CHL / DF-Vp + CHL = CIM do sinergismo da fragdo com antibi6tico;
letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado pela autora
(2019).

Figura 30 - Representacdo grafica do nimero de células bacterianas de Salmonella spp. 1507708 viaveis
com uma hora de tratamento na presenca das fraces diclorometénicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-Vp),
ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL), levofloxacino (LEVO) e combinagfes das fragdes com
ampicilina e levofloxacino (DL-Vp/DF-Vp + AMP ou LEVO)
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CC = controle do crescimento; 2X = 2x CIM da fracdo; 1X = 1x CIM da fragdo ou antibiético; 0,5X =
0,5x CIM da fracdo; DL-Vp / DF-Vp + AMP ou LEVO = CIM do sinergismo da fra¢cdo com antibi6tico;
letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado pela autora
(2019).

535 Avaliacéo do extravasamento de substancias que absorvem a 280 nm

O ensaio para avaliagao do extravasamento de substancias intracelulares absorvidas

a 280 nm, que indica lise celular e formacdo de poros ndo seletivos demonstrando dano na
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membrana (ZHOU et al., 2008), também foi realizado. Segundo Kim e colaboradores (2015),
este extravasamento esta principalmente relacionado a perda de proteinas celulares que séo
normalmente retidas pela membrana celular. Os resultados foram liberados como a taxa relativa
entre as células tratadas e ndo tratadas e sdo apresentados pelas Figuras 31 a 34. Pela anélise
dessas Figuras, podemos observar que o provavel efeito de rompimento da membrana celular
apos tratamento com DL-Vp e DF-Vp foi cepa dependente. Segundo Chen e Cooper (2002), o
extravasamento de componentes intracelulares com baixo peso molecular, tais como ions de
potassio e fosfato, sequido por grandes moléculas, como DNA e RNA, sdo uma indicacdo de

danos a membrana.

Figura 31 - Resultado do ensaio de extravasamento de substancias que absorvem em 280 nm expresso
como taxa relativa apds tratamento da Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311™) com fragdes
diclorometanicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-Vp), ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL),
levofloxacino (LEVO) e combinagGes das fragdes com cloranfenicol (DL-Vp/DF-Vp + CHL)
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Cont. A = controle solvente/diluente da fracdo; Cont. CHL = controle solvente/diluente do
cloranfenicol; Cont. AMP = controle solvente/diluente da ampicilina; Cont. LEVO = controle
solvente/diluente da levofloxacino; 2X = 2x CIM da fracdo; 1X = 1x CIM da fracdo ou antibiético;
0,5X = 0,5x CIM da fragdo; DL-Vp + CHL / DF-Vp + CHL = CIM do sinergismo da fracdo com
antibidtico; letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado
pela autora (2019).
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Figura 32 - Resultado do ensaio de extravasamento de substancias que absorvem em 280 nm
expresso como taxa relativa apos tratamento da Salmonella Choleraesuis (ATCC® 10708™) com
fracBes diclorometénicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-Vp), ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL),
levofloxacino (LEVO) e combinagGes das fragdes com cloranfenicol (DL-Vp/DF-Vp + CHL)
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Cont. A = controle solvente/diluente da fracdo; Cont. CHL = controle solvente/diluente do
cloranfenicol; Cont. AMP = controle solvente/diluente da ampicilina; Cont. LEVO = controle
solvente/diluente da levofloxacino; 2X = 2x CIM da fragdo; 1X = 1x CIM da fragdo ou antibiotico;
0,5X = 0,5x CIM da fragdo; DL-Vp + CHL / DF-Vp + CHL = CIM do sinergismo da fracdo com
antibiotico; letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre eles. Fonte: Elaborado
pela autora (2019).

Figura 33 - Resultado do ensaio de extravasamento de substancias que absorvem em 280 nm
expresso como taxa relativa apds tratamento da Salmonella Enteritidis 1428260 com fracGes
diclorometanicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-Vp), ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL),
levofloxacino (LEVO) e combinagGes das fracbes com cloranfenicol (DL-Vp/DF-Vp + CHL)

Taxa relativa

Cont. A = controle solvente/diluente da fracdo; Cont. CHL = controle solvente/diluente do
cloranfenicol; Cont. AMP = controle solvente/diluente da ampicilina; Cont. LEVO = controle
solvente/diluente da levofloxacino; 2X = 2x CIM da fragdo; 1X = 1x CIM da fragdo ou antibidtico;
0,5X = 0,5x CIM da fracdo; DL-Vp + CHL / DF-Vp + CHL = CIM do sinergismo da fracdo com
antibidtico; letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado
pela autora (2019).
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Figura 34 - Resultado do ensaio de extravasamento de substancias que absorvem em 280 nm
expresso como taxa relativa apoOs tratamento da Salmonella spp. 1507708 com fragOes
diclorometanicas floral (DF-Vp) e foliar (DL-Vp), ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL),
levofloxacino (LEVO) e combinacdes das fragdes com ampicilina ou levofloxacino (DL-Vp/DF-Vp +
AMP ou LEVO)

Taxa relativa

Cont. A = controle solvente/diluente da fracdo; Cont. CHL = controle solvente/diluente do
cloranfenicol; Cont. AMP = controle solvente/diluente da ampicilina; Cont. LEVO = controle
solvente/diluente da levofloxacino; 2X = 2x CIM da fracdo; 1X = 1x CIM da fracdo ou antibiético;
0,5X = 0,5x CIM da fragdo; DL-Vp/DF-Vp + LEVO ou AMP = CIM do sinergismo da fragdo com
antibidtico; letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado
pela autora (2019).

5.4 INVESTIGACAO DO EFEITO ANTIBIOTICO in vitro DO LUPEOL

Apos verificar o efeito antibidtico promissor de DL-Vp e DF-Vp sentiu-se a
necessidade de definir qual substancia presente nestas fracfes seria a responsavel por tal
atividade bioldgica. Neste sentido, realizou-se um estudo bibliografico a respeito das
substancias ja isoladas de V. polyanthes e o lupeol foi selecionado para prosseguir com a
investigacdo. A escolha foi justificada pelo fato de que o desenvolvimento de antibidticos que
atuam contra cepas Gram-negativas € um grande desafio (WHO, 2017c) e, anteriormente, 0
lupeol se mostrou ativo frente as 18 cepas clinicamente relevantes de P. aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae (GALLO; SARACHINE, 2009). Além disso, no teste por difusdo em disco
apresentou zonas de inibicdo para S. Typhi e E. coli (GALLO; SARACHINE, 2009). No
presente estudo, a CIM do lupeol foi de 250 pg/mL frente a S. Choleraesuis (ATCC® 10708™)
e S. Typhimurium (ATCC®13311™) e de 500 pg/mL frente S. Enteritidis 1428260. N&o foi
possivel determinar a CIM deste composto frente a Salmonella spp. 1507708 por estar acima

do gradiente de concentracdo estabelecido (Tabela 15). Entretanto, ao analisar os dados obtidos
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no ensaio do tempo de morte bacteriana, o lupeol foi capaz de reduzir a densidade populacional
somente da S. Typhimurium (ATCC® 13311™), e ndo teve agdo sobre as outras cepas testadas
(Figuras 36 - 42). Estes resultados convergem para o fato de que o lupeol ndo seria o principal
responsavel pelo efeito antibiotico promissor de DL-Vp e DF-Vp.

Tabela 15 - Valores da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do lupeol, ampicilina (AMP),
cloranfenicol (CHL) e levofloxacino (LEVO) frente as cepas de Salmonella

CIM (pg/mL)
LUPEOL AMP CHL LEVO

Cepa Bacteriana

S. Choleraesuis (ATCC® 10708™) 2502 <4 <4 <4

S. Typhimurium (ATCC®13311™) 2502 <4 <4 <4

S. Enteritidis 1428260 5002 <4 <4 <4
Salmonella spp. 1507708 > 500 > 500 8 8

2 = efeito bacteriostatico.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Figura 35 - Curva do tempo de morte da Salmonella Typhimurium (ATCC® 13311™) na presenga do
lupeol, ampicilina (AMP), levofloxacino (LEVO) e cloranfenicol (CHL)
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Cont. do crescimento = controle do crescimento; 1X = 1x CIM do lupeol ou antibi6tico.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 36 - Curva do tempo de morte da Salmonella Choleraesuis (ATCC® 10708™) na presen¢a do

lupeol, ampicilina (AMP), levofloxacino (LEVO) e cloranfenicol (CHL)
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Cont. do crescimento = controle do crescimento; 1X = 1x CIM do lupeol ou antibi6tico.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Figura 37 - Curva do tempo de morte da Salmonella Enteritidis 1428260 na presenca do lupeol,
ampicilina (AMP), levofloxacino (LEVO) e cloranfenicol (CHL)
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 38 - Curva do tempo de morte da Salmonella spp. 1507708 na presenca do lupeol, ampicilina
(AMP), levofloxacino (LEVO) e cloranfenicol (CHL)
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Cont. do crescimento = controle do crescimento; 1X= 1x CIM do lupeol ou antibiotico.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Figura 39 - Representacdo grafica do nimero de células bacterianas de Salmonella Typhimurium
(ATCC® 13311™) viaveis com uma hora de tratamento na presenga de lupeol, ampicilina (AMP),
levofloxacino (LEVO) e cloranfenicol (CHL)
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CC = controle do crescimento; 1X = 1x CIM do lupeol ou antibi6tico; letras iguais indicam que ndo
houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 40 - Representacdo grafica do nimero de células bacterianas de Salmonella Choleraesuis
(ATCCP® 10708™) vidveis apos uma hora de tratamento na presenga de lupeol, ampicilina (AMP),
levofloxacino (LEVO) e cloranfenicol (CHL)
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CC = controle do crescimento; 1X = 1x CIM do lupeol ou antibidtico; letras iguais indicam que ndo
houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Figura 41 - Representacédo grafica do nimero de células bacterianas de Salmonella Enteritidis 1428260
vidveis ap6s uma hora de tratamento na presenca de lupeol, ampicilina (AMP), levofloxacino (LEVO)
e cloranfenicol (CHL)
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CC = controle do crescimento; 1X = 1x CIM do lupeol ou antibidtico; letras iguais indicam que ndo
houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Figura 42 - Representacdo grafica do nimero de células bacterianas de Salmonella spp. 1507708 viaveis
com uma hora de tratamento na presenca de lupeol, ampicilina (AMP), levofloxacino (LEVO) e
cloranfenicol (CHL)
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CC = controle do crescimento; 1X = 1x CIM do lupeol ou antibiético; letras iguais indicam que néo
houve diferenca significativa entre eles. Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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5.5 TRIAGEM DE CITOTOXICIDADE

551 Determinacéo da toxidez aguda por meio do bioensaio com Artemia salina

A partir das porcentagens de morte (M%) de A. salina e analise por regressao linear
foram estimados os provaveis valores de CLsy para DL-Vp e DF-Vp, 1090 e 1101 pg/mL,
respectivamente. O timol (controle positivo) revelou CLsp de 3,6 pg/mL, sendo considerado
altamente toxico, e os controles negativos ndo mataram as larvas. Segundo Meyer e
colaboradores (1982), valores de CLsp > 1000 pug/mL para extratos vegetais sdo considerados
atdxicos frente a este microcrustaceo. Assim, as fragdes DL-Vp e DF-Vp foram consideradas
atdxicas apo6s investigacdo da toxidez in vitro por meio do bioensaio com o microcrustaceo A.
salina (MEYER, 1982).
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel obter as seguintes
conclusoes:

- A caracterizagdo quimica de DL-Vp e DF-Vp por CG-EM sugeriu, principalmente, a presenca
de acidos graxos, triterpenos, sesquiternos e flavonoides;

- Os resultados microbioldgicos revelaram o efeito antibi6tico promissor de V. polyanthes,
principalmente frente as cepas de Salmonella spp., incluindo cepas clinicas, sensiveis e
resistentes a LEVO e AMP;

- O lupeol ndo seria o principal responséavel pelo efeito antibiético de DL-Vp e DF-Vp em
virtude dos resultados obtidos nos ensaios do tempo de morte bacteriana e viabilidade celular;
- A avaliacdo da citotoxicidade demonstrou que DL-Vp e DF-Vp sdo atoxicos no ensaio

empregado.
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ANEXO A - Resultado do Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA) fornecido
pelo sistema VITEK®2 para Salmonella spp. 1507708

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho - UFRJ
Servico de Patologia clinica
Laboratorio de Bacteriologia

Patient Report (Default)
Nome, Sobrenome I Data de nascimento:
Prontuario AN Sexo: Masculino
Prontuario Alt: 436187 Servigo: Emergéncia
Localizagdo/Enf;
Especime Clinico: Sangue Numero de amestiras: 2
Sitio da coleta: periferico N. de Amostras Positivas: 2
Data da coleta: 13/05/2011 02:55 PM Data de recebimento: 13/05/2011 02:556 PM
Reg. do Laboratorio: 1507708 Tipo de Exame: Hemocultura
Comentarios. Resultado da cultura: Positive
Numero do
Isolado: 1
Salmonella group <salgrp>
i= Ui Ga o ealgrp CIRhes
—wmic [ cCat _
Amicacina <=2 R
Amoxicilina/Acido clavulanico 8 S
Ampicilina >=32 R
Cefepima <=1 S
Cefotaxima <=1 S
Cefoxitina <=4 R
Ceftazidima <=1 S
Ciprofloxacina >=d4 R
Ertapenem <=(.5 S
Gentamicina >=18 R
Levofloxacina >=§ R
[Meropenem <=().25 S
[Nitrofurantoina <=16 S
Pl cilina/Tazobactam 16 S
rimetoprim/Sulfametoxazol >=320 R
Acido Nalidixico >=32 R

*Deduced
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ANEXO B - Resultado do Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA) fornecido

pelo sistema VITEK®2 para Salmonella enterica subsp. enterica serovar. Enteritidis
1428260

Laboratorio de bacteriologia
Céente bloMerieux 123 Relatério do Laboratério Impresse a 13/Fev/2017 09:55 GMT-03:00
N? do Sistema: 123 Impresso por: adriana
Nome do Doentef I |D do Doente; 467186

de | : 1428260-1

Bionimero: 0015610461006200
Microrganismo Seleccionado: Salmonelia ser.Enteritidis

Carta:  AST-N105 N° de Lote: 415146410 (D218 d0 2ol 76'0:2'133 -
Concluido: U3 12,2010 |estado:  Final  |JOWCR 725 Horas
Antibiético cmMi Interpretagdo Antibiético cMmI Interpretagdo

ESBL Aztracnam <=1 S
|Ampicillin <=2 s Ertapenem <=0.5 S
[ Ampicillin/Sulbactam <=2 S Imipenem <=1 S
PiperacillinTazobactam <=4 S Meropenem <= (.25 S
Cefalotin <=2 R Amikacin <= 2 ‘R
Cefoxtin <=4 ‘R Gentamicin <= i ‘R
Cefotaxime <=1 S Ciprofloxacin <= 0.25 S
Ceftazidime <=1 S Tigecycline 1 S
Cefepime <= 1 S Colistin <=0.5 S

+= Antibidtico Deduzido *= Modificacdo do AES **= Medificado pelo Utilizador

Ultima May 11, 2010 11:40 Conjunto de
Modificagio: GMT-03:00 Pardmetros: mn':“"'

Acgao Nome (ID Utilizador) Data/Hora Comentério
Revisto per: (Elizabeth) Aug 17, 2010 10:00 GMT-03:00
Revisto por: (leomar) Aug 25, 2010 07:43 GMT-03:00



-119-

ANEXO C - Carta de aceite para apresentagdo do resumo intitulado "*Vernonia polyanthes
Less. (Asteraceae Bercht. & J. Presl): a promising natural species with antibiotic effect"
no 30° Congresso Brasileiro de Microbiologia, 06 a 09 de outubro de 2019, Maceid,
Alagoas

30° CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA
2019

Centro Cultural e de Exposicdes Ruth Cardoso
De 08 de outubro de 2019 a 02 de outubro de 2012 Maceib - Alagoas

[ Menu Principal / Ment Principal / Main Menu ]

Prezado(a) Ygor Ferreira Garcia da Costa

Carta de Aceite

Declaramos que 0 resumo submetido por FERNANDES, L. S. ', COSTA, Y. F. G. ', MORAES, W. G. ', FURTADO, A. C. 1,

RODRIGUES, S. P. ', MCREIRA, N.F. ', SCIC, E. ', SOUSA, 0. V. |, ARAUJO, A. L.S. M ', ALVES, M. S. ' ' UFJF - Universidade Federal
de Juiz de Fora (R. José Lourenco Kelmer s/n, Campus Universitario, S3o Pedro, Juiz de Fora - MG), intitulado Vernonia polyanthes
LESS. (ASTERACEAE BERCHT. & J. PRESL): A PROMISING NATURAL SPECIES WITH ANTIBIOTIC EFFECT foi aceito para
apresentacao em forma de poster no 30° Congresso Brasileiro de Microbiologia 2019 que sera realizado de 6 a 9 de outubre de 2019
no Centro Cultural e de Exposicdes Ruth Cardoso em Maceio, Alageas, Brasil.

Area: Microbiologia Clinica e Infeccdo Hospitalar

Subarea: Teste de sensibilidade acs antibacterianos

Numero de Painel: Em breve

Data de apresentacdo: Em breve | NAO SERA POSSIVEL ALTERAR A DATA DA AFRESEI\T&'\QI‘«C )

Local: Centro Cultural e de Exposi¢des Ruth Cardoso
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APENDICE A - Resumo intitulado ""Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae Bercht. & J.
Presl): a promising natural species with antibiotic effect™ serd apresentado na forma de
poster no 30° Congresso Brasileiro de Microbiologia, 06 a 09 de outubro de 2019, Maceio,
Alagoas

TITLE: Vemnonis polyanthes LESS. (ASTERACEAE BERCHT. & J. PRESL): A
PROMISING NATURAL SPECIES WITH ANTIBIOTIC EFFECT

AUTHORS: FERNANDES, L. S.'; COSTA, Y. F. G."; MORAES, W. G."; FURTADO, A.
C."; RODRIGUES, S. P."; MOREIRA, N. F."; SCIO, E*; SOUSA, 0. V7 ARALJO, A
L. 5. M.%; ALVES, M. S

INSTITUTION: 'LABORATORIO DE BIOATIVIDADE CELULAR E MOLECULAR,
CENTRO DE PESQUISAS FARMACEUTICAS, FACULDADE DE FARMACIA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA, RUA JOSE LOURENGO KELMER
SN, CAMPUS UNIVERSITARIO, SAD PEDRO, 36036-000, JUIZ DE FORA, MIMAS
GERAIS, BRAZIL: ‘LABORATORID DE PRODUTOS MNATURAIS BIOATIVOS,
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA, INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS,
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA, RUA JOSE LOURENGO KELMER
SN, CAMPUS UNIVERSITARIO, SAD PEDRD, 36036-000, JUIZ DE FORA, MIMAS
GERAIS., BRAZIL; ‘LABORATORIO DE QUIMICA BIOMEDICINAL E
FARMACOLOGIA APLICADA. FACULDADE DE FARMACIA, UNIVERSIDADE
FEDERAL DE JUIZ DE FORA, RUA JOSE LOURENGO KELMER SN, CAMPUS
UNIVERSITARID, SAD PEDRO, 38036-0300, JUIZ DE FORA MINAS GERAIS,
BRAZLL

ABSTRACT:

Vemaomnia polyanthes Less. (Asleraceas Bercht. & J. Presl), populady known in Brazil as "assa-
peixe”, s a Brazilian native species widely used in the Traditional and Complementarny
Medicine. Traditionally, this medicinal plant is used to treal cold, flu, bronchitis, gastrointestinal
and kidney disordars, uterine infections, ulcars and fever. With this context in mind, the present
study aimed to realize the chemical characterzation and to evaluate the antibiolic potential of
dichloromethane fractions from leaves (DL-Vp) and flowers (DF-Vp) of V. polyanthes. The
chemical characterization was carmed out by High Performance Liquid Chromatography with
Diode Amay Detection (HPLC-DAD). The anfibiotic potential was determined by the Minimum
Inhibitory Concentration [MIC) using the broth microdilufion method according fo Clinical and
Laboratory Standamds Institute guidelines, and the Minimum Bactericidal Concentration [MBE}J
followed by the classification of the antibictic effect using Andrews” method. The ATCC

reference strains of Sfaphyococcus sureus subsp. aureus [ATCE:' B538™ ATCCY 25923™
and ATCC® 28213™), Eschenchia coli {.-'-".'I'l:l!:{t 10536™ and ATCC" 25822™), Salmaonaila
entarica subsp. enféenca serovar Choleraesuis I:ATCCI' 10708™), Sadmoneila enfenca subsp.
antevica serovar 'I;,rphimu-ium lj.Pu.TCCt' 13311™), and Pssudomonas aseruginosa (A'IECI'
[O27™ and ATCC 2TA53™ ) were tested. The chemical chamcterization of DL-\Vp and DF-Vp
suggested the presence of flavones and flavonols in both of them. Considering these fractions,
OL-vp rewealed the most expressive actiuiﬁ', being active against E. caoli I:ATCCI' 10536™ and
ATCCE 25822™) 5 Choleraesuis (ATCC 10708™ ), and 5. Typhimurium {ATEC'! 13311™),
with MIC values of 625 pg/mL and bacterosiatic effect. Probably, the antibictic affact is related
to the presence of flavones and flavonols. These results suggest that V. polyanthes is a
promising natural source of bicactive substances, like favones and flavonols, with antibiotic
patential which confer scientific support for its popular use mainly in gastrointestinal disorders
caused by E. coli or Salmanealla strains.

Keywords: \Vemonia polyamthes; Flavonoids; Gastrointestinal diseases; Salmonalla;
Escherichia coli.



