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RESUMO

Rubus grandifolius Lowe (Rosaceae Juss.) € uma espécie vegetal encontrada endémica
e exclusivamente no Arquipélago da Madeira, Portugal. Seus frutos possuem grande valor
comercial para a industria de alimentos, sendo utilizados na producao de geleias, sucos e licores.
Tradicionalmente, a populacdo local utiliza suas folhas, flores e frutos como adstringente para
criangas e remédio no tratamento de diabetes, depurativo, diurético, tonico ou fortificante e no
alivio das dores de garganta, sendo ainda usadas no preparo de chéas ou infusdes alcodlicas.
Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo investigar a composi¢ao quimica e
a atividade antibacteriana in vitro de extratos metanolicos obtidos de folhas e frutos de R.
grandifolius. Folhas e frutos foram extraidos em metanol e metanol/agua (80:20, v/v)
acidificado com &cido acético a 7%, respectivamente. Os perfis quimicos dos extratos de folhas
e frutos de R. grandifolius foram estabelecidos por meio de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (CLAE-DAD-ESI/EM") e revelaram a presenca de diversas classes de
compostos fenolicos, dentre elas acidos fenolicos, taninos, flavonoides, acidos organicos,
terpenoides e cumarinas. Quanto ao aspecto microbioldgico, inicialmente, vinte extratos
metanolicos obtidos de diferentes espécies vegetais procedentes da Ilha da Madeira e Acgores,
Portugal, foram submetidos a uma triagem da atividade antibacteriana in vitro por meio da
determinag@o da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) seguida da classificagdao do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico.
Foram testadas Staphylococcus aureus subsp. aureus [(ATCC 6538), (ATCC 25923) e (ATCC
29213)], Escherichia coli [(ATCC 10536) e (ATCC 25922)], Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Choleraesuis (ATCC 10708), Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium (ATCC 13311) e Pseudomonas aeruginosa [(ATCC 9027) e (ATCC 27853)].
Cinco extratos mais promissores foram selecionados e submetidos a nova determinagao de CIM
e CBM empregando cepas clinicas humanas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) 1485279, Salmonella spp. 1507708 resistente a levofloxacina, Escherichia coli
2856403 produtora de B-lactamase de espectro ampliado e resistente a ciprofloxacina e
norfloxacina e Pseudomonas aeruginosa 2854386 resistente a cefoxitina, ceftriaxona e
tigeciclina. O extrato de frutos de R. grandifolius foi o mais efetivo dentre todos os extratos
avaliados, sendo ativo frente a todas as cepas ATCC® testadas, com valor de CIM igual a 5000
ng/mL, excetuando S. aureus (ATCC 6538) (CIM = 2500 pg/mL), e efeito bacteriostatico, com
exce¢do de P. aeruginosa [(ATCC 9027) e (ATCC 27853)], onde se observou efeito

bactericida. Com relacdo as cepas clinicas humanas, o extrato dos frutos de R. grandifolius foi



ativo frente a todas as cepas testadas, com CIM igual a 5000 pg/mL e efeito bacteriostatico,
com exce¢ao de P. aeruginosa 2854386, que revelou efeito bactericida. Os resultados obtidos
no presente estudo demonstraram que R. grandifolius, de modo especial o extrato obtido de
seus frutos, foi capaz de inibir o crescimento de cepas ATCC® e clinicas humanas de S. aureus,

E. coli, Salmonella e P. aeruginosa, com efeito bactericida sobre essa tltima cepa.

Palavras-chave: Rubus grandifolius. Antibacterianos. Pseudomonas aeruginosa. Plantas

Medicinais.



ABSTRACT

Rubus grandifolius Lowe (Rosaceae Juss.) is a plant species found endemic and
exclusively in the Madeira Archipelago, Portugal. Its fruits have great commercial value for the
food industry, being used in the production of jellies, juices and liqueurs. Traditionally, the
local population uses its leaves, flowers and fruits as an astringent for children and as a medicine
to treat diabetes, depurative, diuretic, tonic and to relieve sore throats, being also used in the
preparation of teas or alcoholic infusions. Based on the above, this study aimed to investigate
the chemical composition and in vitro antibacterial activity of methanol extracts obtained from
leaves and fruits of R. grandifolius. Leaves and fruits were extracted in methanol and
methanol/water (80:20, v/v) acidified with 7% acetic acid, respectively. The chemical profiles
of R. grandifolius leaf and fruit extracts were established by liquid chromatography coupled
with mass spectrometry (HPLC-DAD-ESI/EM") and revealed the presence of several classes
of phenolic compounds, including phenolic acids, tannins, flavonoids, organic acids, terpenoids
and coumarins. As for the microbiological aspect, initially, twenty methanolic extracts obtained
from different plant species from Madeira Island and Azores, Portugal, were screened for the
in vitro antibacterial activity by determining the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and
the Minimal Bactericidal Concentration (MBC) followed by the classification of the
antibacterial effect as bactericidal or bacteriostatic. Staphylococcus aureus subsp. aureus
[(ATCC 6538), (ATCC 25923) and (ATCC 29213)], Escherichia coli [(ATCC 10536) and
(ATCC 25922)], Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis (ATCC 10708),
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 13311) and Pseudomonas
aeruginosa [(ATCC 9027) and (ATCC 27853)] were tested. Five most promising extracts were
selected and subjected to further determination of MIC and MBC using human clinical strains
of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 1485279, Salmonella spp. 1507708
resistant to levofloxacin, Escherichia coli 2856403 extended spectrum B-lactamase producer
and resistant to ciprofloxacin and norfloxacin and Pseudomonas aeruginosa 2854386 resistant
to cefoxitin, ceftriaxone and tigecycline. The R. grandifolius fruit extract was the most effective
among all evaluated extracts, being active against all ATCC® strains tested, with a MIC value
equal to 5000 pg/mL, except for S. aureus (ATCC 6538) (MIC = 2500 pg/mL), and
bacteriostatic effect, with the exception of P. aeruginosa [(ATCC 9027) and (ATCC 27853)],
where a bactericidal effect was observed. Regarding human clinical strains, the extract of R.
grandifolius fruits was active against all strains tested, with MIC equal to 5000 pg/mL and

bacteriostatic effect, with the exception of P. aeruginosa 2854386, which showed a bactericidal



effect. The results obtained in the present study demonstrated that R. grandifolius, especially
the extract obtained from its fruits, was able to inhibit the growth of ATCC® and human clinical
strains of S. aureus, E. coli, Salmonella and P. aeruginosa, with a bactericidal effect on this last

strain.

Keywords: Rubus grandifolius. Anti-Bacterial Agents. Pseudomonas aeruginosa. Medicinal

Plants.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas para o tratamento e cura de doengas constitui uma pratica
milenar (BALUNAS; KINGHORN, 2005; NEWMAN; CRAGG, 2020) sendo, posteriormente,
acompanhada pelo emprego dos medicamentos fitoterapicos (MENDES et al., 2018). Segundo
Mendes e colaboradores (2018), os relatos da utilizagao dos produtos naturais (PNs) [entidades
quimicas que se originam de plantas, bactérias, fungos ou organismos marinhos (KATZ;
BALTZ, 2016)] pelo homem no combate de diversas enfermidades sdo primitivos, sendo o
potencial terapéutico e a toxicidade empiricamente estabelecidos. Inicialmente, as preparagdes
medicinais feitas a partir das espécies vegetais eram utilizadas em sua forma bruta como pos,
chas, tinturas, entre outras; o conhecimento sobre a planta a ser utilizada, a parte da espécie
vegetal mais apropriada, os métodos de conservacdo e as formas de aplicagdo foram
transmitidos popularmente através da historia (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Assim, tradicionalmente, as plantas e os animais vém sendo historicamente utilizados
como fonte de varias preparagoes medicinais (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015) de
forma que, nas Ultimas décadas, o nimero de pesquisas envolvendo PNs vem aumentando em
todo o mundo com o intuito de descobrir novas substancias com potencial terapéutico (YT et
al.,, 2017). Os PNs tém sido submetidos a ensaios clinicos com a expectativa de serem
utilizados, por exemplo, como possiveis novos agentes antimicrobianos e antineoplasicos
(HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). De fato, a contribuicdo dos PNs e de seus
derivados na obten¢do de novos farmacos nas ultimas cinco décadas (01/1981 a 09/2019) ¢
notdria, em especial na area anti-infecciosa, que se mostra dependente dessas substincias
(NEWMAN; CRAGG, 2020).

Segundo dados publicados por Schanzenbach e colaboradores (2016), no inicio do
século XX a expectativa média de vida da populagdo nos Estados Unidos da América era de
aproximadamente 46 anos para os homens e 48 anos para as mulheres devido, entre outras
causas, as doencas infecciosas como pneumonia, gripe, tuberculose, infecgoes gastrointestinais
e difteria. Estas foram as principais responsaveis pelas altas taxas de morbidade e mortalidade
na populacdo norte americana naquele momento (SCHANZENBACH; NUNN; BAUER,
2016). Durante este periodo, em que nada ou pouco se sabia sobre o caminho e prevencao de
infec¢des, antibidticos e vacinagdo, por milhares de anos a humanidade foi torturada por
enormes epidemias como sifilis, variola, malaria, tifo, febre amarela, lepra, tuberculose, gripe

espanhola, colera e peste, para citar apenas algumas (MOHR, 2016). At¢é mesmo pequenos
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cortes ou ferimentos superficiais na pele poderiam trazer graves consequéncias e levar o
individuo a morte e, a época, qualquer forma de cirurgia era muito arriscada (BARTON, 2017).

Em 1928, este cenario comegou a se modificar com a descoberta da penicilina por
Alexander Fleming, o que marcou o inicio da chamada revolugdo antibittica ou "era de ouro"
(do inglés, golden era) (O’NEILL, 2016). Em 1942, Ernst Boris Chain e Howard Walter Florey
sintetizaram a primeira penicilina, a penicilina G, visando a produ¢@o em escala industrial desse
primeiro antibidtico natural (AMINOV, 2017). O somatdrio das pesquisas de Fleming, Chain e
Florey conferiu a eles o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1945
(https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1945/summary/, acesso em 16 set. 2019). Vale
ressaltar que a descoberta de antibidticos no século XX foi considerada uma das conquistas
médicas mais significativas de toda a histéria (WHO, 2017a).

De fato, desde sua introducao na pratica clinica, os antibioticos nao apenas salvaram
milhdes de vidas, mas também permitiram a realizagdao de importantes procedimentos médicos
invasivos (WHO, 2017a). Contudo, com a emergéncia e¢ a disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana (RAM), em especial a antibacteriana, em todas as areas geograficas do planeta,
a eficacia terapéutica destes medicamentos que revolucionaram a saude publica mundial foi
colocada em risco (WHO, 2017a).

Bactérias resistentes a antibioticos estdo se espalhando rapida e furtivamente pelo
mundo e sdo uma preocupacao cada vez maior para a saide (KOULENTI et al., 2019). Estas
bactérias causam infecgdes mais severas € menos responsivas aos tratamentos convencionais
quando comparadas aquelas causadas por micro-organismos sensiveis. Este fato resulta no
aumento da frequéncia de hospitalizacdo, em internagdes por tempo prolongado, no aumento
da duracdo da doenca ¢ na elevacao da mortalidade (AIDARA-KANE et al., 2018).

A resisténcia ¢ um fendmeno natural observado desde a introdugdo da penicilina na
pratica clinica nos anos de 1940 e ¢ inevitavel que se desenvolva para todos os antibidticos em
algum momento (LOBANOVSKA; PILLA, 2017). Porém, o uso indevido ou excessivo de
antibidticos vem acelerando o desenvolvimento deste evento (WHO, 2017a). As bactérias
podem adquirir resisténcia devido as mutagdes nos genes que expressam proteinas e naqueles
expressos em resposta aos estimulos ambientais. Alternativamente, micro-organismos do
ambiente abrigam genes de resisténcia, representando importantes reservatorios desses
elementos genéticos, que podem ser transmitidos horizontalmente as bactérias patogénicas
(ZAKERI; LU, 2013). Além da resisténcia aos antibioticos disponiveis no mercado, as bactérias
vém adquirindo genes de viruléncia que tém transformado micro-organismos de ocorréncia

comum em patogenos invasivos e produtores de toxinas (FERNANDES, 2006). Em recente
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revisdo, Cepas e Soto (2020), estudaram a relacdo entre as bactérias Gram-negativas mais
importantes (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) levando em considera¢do dois
pontos de vista: 1) o efeito que a aquisicao de resisténcia tem sobre a viruléncia; e (ii) a co-
selecao de resisténcia e viruléncia.

Neste cendrio, a RAM inevitavelmente nos conduzird a um momento em que a eficacia
terapéutica de todos os antibidticos disponiveis estara prejudicada, levando a um aumento da
morbimortalidade associada as doencas infecciosas (RAINA et al., 2019). Além disso, sem
antibiodticos eficazes, o sucesso das principais intervengdes médicas e cirurgicas ficara
comprometido e aumentard a incapacidade devido a complicagdes em procedimentos como
transplante de 6rgdos e quimioterapia de cancer (RAINA et al., 2019), ou tornara até mesmo
doengas menores, cirurgia de rotina ou parto muito arriscados no futuro (FRID-NIELSEN;
RUBIN; BAEKKESKOV, 2019).

Acredita-se que esta iminente crise de resisténcia aos antibidticos esteja perturbando a
consciéncia de médicos, pesquisadores, legisladores, politicos e populacdo em geral. Como
exposto, a evolucao e a distribuicao generalizada de elementos de resisténcia a antibidticos em
bactérias patogénicas tornaram as doencas que antes eram facilmente trataveis, novamente
mortais. Afinal, infelizmente este aumento da escala global de resisténcia nao foi acompanhado
pela descoberta de novos antibidticos (BROWN; WRIGHT, 2016).

Assim, sob o olhar da pesquisa, descoberta e desenvolvimento de novos antibidticos, as
plantas medicinais, uma das principais fontes de PNs, possuem potencial significativo para o
desenvolvimento de novas terapias antibacterianas e tratamentos coadjuvantes e tém sido
reavaliadas como modelos para novos agentes antibacterianos (MAHADY, 2005). Vale
ressaltar que 30% a 50% dos produtos farmacéuticos e nutracéuticos atuais sdo derivados de
plantas (ANAND et al., 2019).

Neste contexto, o Brasil ¢ notoriamente um pais privilegiado, pois possui a maior
biodiversidade do mundo, contando com mais de 45.000 espécies de plantas superiores, o que
representa 22% do total existente no planeta (DUTRA et al., 2016). Esta grande e expressiva
biodiversidade nos remete ao momento historico onde o territorio brasileiro era habitado pelos
indios. Desde aquela época, esses nativos ja faziam uso das ervas medicinais nos rituais
praticados pelos "pajés". Tradicionalmente, todo conhecimento adquirido dos poderes das ervas
medicinais, incluindo beneficios e riscos de sua utiliza¢do, era repassado de geracdo em
geragdo. Posteriormente, este conhecimento foi compartilhado com os portugueses, nossos
colonizadores europeus (BRAGA, 2011). O conhecimento adquirido em solo brasileiro pelos

portugueses, somado aquele trazido da Europa, foi importante para incentivar os estudos ¢ a
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utilizacdo das ervas. Os colonizadores europeus realizavam comparagdes entre as ervas
conhecidas na Europa e as nativas do Brasil. Em seguida, a cultura africana foi agregada a este
conhecimento, uma vez que os escravos também utilizavam ervas medicinais para diversas
finalidades. A unido do conhecimento destas trés ricas culturas se traduziria na base do
conhecimento do povo brasileiro sobre ervas medicinais (BRAGA, 2011).

Com base no exposto, nosso grupo de pesquisa estabeleceu um acordo de cooperagao
académico internacional com a Profa. Dra. Paula Cristina Machado Ferreira Castilho, do Centro
de Quimica da Madeira da Universidade da Madeira, Funchal, Portugal. A formalizacao desta
parceria teve o intuito de ampliar a abordagem etnofarmacologica de nossas investigacdes,
extrapolando-a para nossas raizes colonizadoras. Para tanto, inicialmente, vinte extratos
metanolicos obtidos de diferentes espécies vegetais procedentes da Ilha da Madeira e Agores,
Portugal, foram submetidos a uma triagem da atividade antibacteriana in vitro para selecao do
mais efetivo. Apos, o presente estudo teve como objetivo investigar a composi¢do quimica e a
atividade antibacteriana in vitro de extratos metanolicos obtidos de folhas e frutos de Rubus

grandifolius Lowe, espécie vegetal observada exclusivamente no Arquipélago da Madeira.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INFECCOES BACTERIANAS E MICRO-ORGANISMOS DE RELEVANCIA
CLINICA: BREVE HISTORICO E CENARIO ATUAL

As doengas infecciosas, com énfase nas de etiologia bacteriana, constituem um dos
principais problemas globais e dindmicos de satde publica, estando intimamente associadas a
altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (FURUSE, 2019; MADIGAN et al.,
2016).

As bactérias sdo micro-organismos que estdo presentes em qualquer lugar da Terra,
sendo capazes de dar suporte a vida e, por isso, chamados de seres ubiquitarios ou ubiquos, ou
seja, aqueles capazes de se adaptar aos mais variados ambientes e condi¢des de vida. Essa
plasticidade, entre diversas outras caracteristicas, justifica a importancia destes micro-
organismos em diversas areas como na agricultura, nutricdo, produg¢do de energia e
medicamentos, entre outras aplicagdes (MADIGAN et al., 2016). Porém, embora as bactérias
possam trazer diversos beneficios a populacdo e ao meio ambiente, elas também podem ser
responsdveis por um amplo espectro de doengas infecciosas, principalmente as
multidrogarresistentes (MDRs), sendo responsabilizadas pelo aumento do numero de
internagdes e¢ permanéncia hospitalar prolongada, o que resulta em maiores custos com
assisténcia médica e em um alto indice de morbimortalidade a cada ano (RELLO;
PARISELLA; PEREZ, 2019; TANDON et al., 2017).

Em 1928, com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming e o progresso cientifico
que se seguiu durante o século XX com a descrigao de diversas outras substancias com atividade
antibacteriana, imaginava-se que as doencas de etiologia bacteriana fossem facilmente
controladas (LEWIS, 2013; ZAMAN et al., 2017). Naquele momento historico, os antibidticos
eram vistos como "balas magicas" ou "drogas milagrosas", pois eram capazes de direcionar
seus efeitos seletivamente para os micro-organismos, que eram 0s responsaveis por causar as
doencgas, de forma que o hospedeiro e suas células ndo eram afetados (AMINOV, 2017,
ZAMAN et al., 2017). O periodo compreendido entre os anos de 1950 e 1970 ficou marcado
como a "era de ouro" para a descoberta de novas classes de antibidticos (Tabela 1). Contudo,
naquela oportunidade, Fleming ja alertava sobre a potencial resisténcia desenvolvida pelos

micro-organismos devido ao uso incorreto destas substancias (ZAMAN et al., 2017).
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Tabela 1 - Classe quimica, funcdo inibida, efeito antibacteriano e exemplo de antibioticos descobertos
na "era de ouro"

Classe Quimica Func¢ao Inibida Efeito Antibacteriano Exemplo
Sulfonamidas* Sintese do folato Bacteriostatico Sulfonamida
Penicilinas
B-lactamicos® Sintese da parede celular  Bactericida Cefalosporinas
Carbapenémicos
. ., , . .. Estreptomicina
Aminoglicosideos® Sintese proteica Bactericida plo
Neomicina
. , . S Tetraciclina
Tetraciclinas® Sintese proteica Bacteriostatico etracics
Doxiciclina
Cloranfenicois? Sintese proteica Bacteriostatico Cloranfenicol
. , . C Eritromicina
Macrolideos® Sintese proteica Bacteriostatico . o
Claritromicina
. , , .. Vancomicina
Glicopeptideos? Sintese da parede celular  Bactericida . .
Teicoplanina
Oxazolidinonas* Sintese proteica Bacteriostatico Linezolida
Ansamicinas? Sintese de RNA Bactericida Rifamicina
Quinolonas* Sintese de DNA Bactericida Ciprofloxacina
Estreptograminas® Sintese proteica Bactericida Pristinamicina

*Sintese quimica / ®Produto natural
Fonte: Adaptado de Brown e Wright (2016).

Desta forma, embora o surgimento dos antibidticos tenha representado um grande
avango para a medicina a época, desde os meados do século XX até os dias atuais, as doengas
infecciosas, que acometem pacientes comunitarios ou hospitalizados ou que estejam recebendo
assisténcia a satde (por exemplo, home care), continuam sendo importantes causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, se caracterizando como um dos principais
problemas de saude publica (ANCILLOTTI et al., 2018; BOUZA et al., 2019; FURUSE, 2019).

Neste contexto, as infec¢des nosocomiais, anteriormente denominadas hospitalares e
renomeadas como infecg¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), merecem destaque. As
IRAS s3o aquelas adquiridas durante o recebimento de assisténcia a saude (realizacdo de
procedimentos necessarios a monitorizagdo € ao tratamento) € que ndo estavam presentes no
momento da admissdo do paciente. Elas podem ocorrer em diferentes areas da prestacao de
assisténcia a satde como em hospitais, instalagdes de cuidados de longo prazo e ambientes
ambulatoriais e podem aparecer apos a alta. As IRAS também incluem infecgdes ocupacionais
que podem acometer a equipe de satde (ZIKORA; ZAHRA, 2021).

Como as IRAS ocorrem durante a internagdo, geralmente causam hospitalizagdo

prolongada, incapacidade e 6nus economico (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017). As IRAS
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estdo diretamente relacionadas a procedimentos invasivos e cirurgia e ao uso de dispositivos
médicos internos e protéticos, podendo estabelecer infecgdes de corrente sanguinea, do trato
urinario, de sitio cirurgico, de trato respiratorio, de pele e tecidos moles e do trato intestinal
(Figura 1) (BAVISKAR et al., 2019; BOUZA et al., 2019; KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017;
ZIKORA; ZAHRA, 2021).

Figura 1 - Imagem grafica do percentual dos tipos de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) em hospitais

Tipos de infecgOes associadas a saude em
hospitais

M Infecgdes do Trato Urindrio
InfecgGes de Sitio Cirurgico

H Infecgdes da Corrente Sanguinea

M Pneumonia

W Outros

Fonte: Adaptado de https://www.uspharmacist.com/article/prevalence-of-health-careassociated-
infections, acesso em 29 jun 2021.

Considerando os pacientes hospitalizados, os individuos mais susceptiveis as IRAS sao
aqueles admitidos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), de grandes queimados, de
transplantes de 6rgdos e neonatologia (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017), sendo a maior
incidéncia observada em pacientes internados em UTI (BAVISKAR et al., 2019).

Em termos de etiologia, diferentes micro-organismos tais como bactérias, fungos e virus
sdo responsaveis pelas IRAS (ZIKORA; ZAHRA, 2021). No geral, as bactérias sdo os
patdgenos mais comuns, seguidas por fungos e virus (ZIKORA; ZAHRA, 2021). Em 2011, o
resultado de grandes estudos realizados pela Alemanha, Franca e Itdlia envolvendo 13954
isolados demonstrou que os patégenos mais frequentemente relatados em infecgdes adquiridas

em UTI eram Staphylococcus aureus (21,8%), Enterobacteriaceae (20,2%), Pseudomonas spp.
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(17,2%), Enterococcus spp. (10,0%), Escherichia coli (9,1%), Candida spp. (8,8%),
estafilococos coagulase-negativos (7,0%) e Acinetobacter spp. (5,1%) (WHO, 2011).

No Brasil, apesar de ndo dispormos de informagdes atualizadas sobre os principais
agentes etiologicos de IRAS, as Tabelas 2 e 3 apresentam dados obtidos em 2004 sobre os
patdgenos mais frequentemente isolados, sitios mais comumente infectados, procedimentos
médicos realizados e infecgdes diagnosticadas (BRASIL, 2004), que estdo alinhados com os

achados da literatura expostos anteriormente.

Tabela 2 - Principais agentes etiologicos de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude e respectivos
sitios de isolamento no Brasil em 2004

Patégeno Sitios comuns de isolamento do patégeno
Bacterias Gram negativas

Escherichia coli Trato urindrio, feridas cirdrgicas, sangue
Pseudomonas sp Trato urindrio, trato respiratario, queimaduras
Klebsiella sp Trato urinédrio, trato respiratdrio, feridas cinirgicas
Proteus sp Trato urinario, feridas cirdrgicas

Entercbacter sp Trato urinario, trato respiratdrio, feridas cirirgicas
Serratia sp Trato urinario, trato respiratdrio, feridas cirdrgicas

Bactérias Gram positivas

Streptococcus sp Trato urinéria, trato respiratdrio, feridas cirdrgicas
Staphylococcus aureus Pele, feridas cirdrgicas, sangue

Staphylococcus epidermidis Pele, feridas cirdrgicas, sangue

Fungo

Candida albicans Trato urindrio, sangue

outros Trato urinario, sangue, trato respiratorio

Fonte: Adaptado de Brasil (2004).

Tabela 3 - Principais procedimentos médicos, infecgdes relacionadas a assisténcia a satde e agentes
etioldgicos no Brasil em 2004

Procedimento Doenca Patdgene

Cateterizacdo urindria Cistite Bacilos gram negativos, enterococos

Cirurgia Feridas, septicemia Staphylococcus, bacilo gram negativos,
bacterdides

Terapia intravenosa Infeccio no local de injecdo, Staphylococcus, kiebsiella, Serratia,

septicemia Enterobacter, Candida

Intubagdo respirataria preumonia Pseudomonas, klebsiella, Serratia

Dialise renal Sepse, reacdo pirogénica Virus da hepatite B, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas

Fonte: Adaptado de Brasil (2004).
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Em 2017, um levantamento dos micro-organismos notificados a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como agentes etiologicos de infec¢des primarias da corrente
sanguinea em pacientes em uso de cateter venoso central hospitalizados em UTI adulto,
neonatal e pediatrica, um dos tipos mais comuns de IRAS, revelou Staphylococcus coagulase
negativo, Klebsiella pneumoniae, S. aureus, Candida spp., Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp., Acinetobacter spp., Enterococcus spp., E. coli, Serratia spp. e outras
enterobactérias como os mais frequentemente isolados, conforme ilustra a Figura 2 (BRASIL,

2017).

Figura 2 - Percentual de distribui¢do dos micro-organismos notificados como agentes etiologicos de

Infecgdes Primarias da Corrente Sanguinea (IPCS) em pacientes em uso de Cateter Venoso Central

(CVC) hospitalizados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) adulto, neonatal e pediatrica no Brasil
em 2017

TIPO DE UTI @ UTI adulto @UTI neonatal @ UTI pediatrica

Staphylococcus coagu... 35
Klebsiella pneumoniae
Stapt vlococcus aureus

Candida spp.1

Pseudomonasaerugin

Enterobacter spp.

Acinetobacter spp

Enterococcus spp.2

Escherichia coli -j
L
Serratia spp 4
Outras enterobactérias3 F 3

) 10 20 30 40

6

Microrganismo identificado em IPCSL

Fonte: Brasil (2017).

Em relagdo a taxa geral de ocorréncia de IRAS, uma revisdo sistematica da literatura
publicada pela OMS reportou que as faixas de percentuais observadas no periodo de 1995 a
2010 em paises em desenvolvimento foram mais altas do que naqueles desenvolvidos, com
valores variando de 5,75% a 19,10% e ~ 4% a 12%, respectivamente (WHO, 2011). No Brasil,
a prevaléncia de IRAS obtida neste periodo de estudo foi de 14% (WHO, 2011). Vale ressaltar
que se acredita que os casos de IRAS sejam agravados pelo envolvimento de patéogenos

resistentes, especialmente os MDRs (CASSINI et al., 2019).
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2.2 RESISTENCIA BACTERIANA: UM PROBLEMA GLOBAL DE SAUDE PUBLICA

A RAM ¢ um fendmeno antigo, natural e inevitavel a todos os antibioticos em um dado
momento (LOBANOVSKA; PILLA, 2017), levando a OMS a identifica-la como um problema
global, emergente e sem paralelo para a satde publica, animal e ambiental (WHO, 2020). Esta
questdo ¢ tdo atual que, em tempos de pandemia de COVID-19, Nieuwlaat e colaboradores
(2020) descreveram que a pandemia ajuda a ilustrar o impacto potencial de longo prazo da
RAM, que ¢ menos agudo, mas ndo menos crucial. Segundo esses autores, os pesquisadores
devem comecar prontamente a coletar dados para medir o impacto das politicas e programas
atuais da COVID-19 na RAM (NIEUWLAAT et al., 2020).

Desta forma, a RAM ¢ vista pelas principais entidades reguladoras, econdmicas e
politicas do mundo como um dos desafios fundamentais de satde global do século XXI. H4 um
consenso cientifico por parte destes 6rgdos que a RAM nao pode mais ser tratada observando
apenas os problemas inerentes aos servigos de saiide uma vez que a maioria dos ecossistemas e
as caracteristicas culturais e socioecondmicas de uma determinada populacao podem contribuir
para seu surgimento, aquisi¢ao e disseminacdo (HERNANDO-AMADO et al., 2019).

Em 2016, a compreensdo global e complexa do fendmeno da RAM conduziu as
estimativas alarmantes como a realizada por O’Neill. No relato efetuado por esse autor,
observa-se que, at¢ o ano de 2016, as infecgdes por micro-organismos resistentes foram
responsaveis por cerca de 700.000 mortes por ano em todo o mundo. Porém, conforme alerta
O’Neill, se nenhuma atitude for tomada, inclusive com a ado¢do de medidas politicas de
intervengdo, o nimero de mortes estimadas atribuidas 8 RAM chegara a 10 milhdes em 2050,
superando a previsao de dbitos por cancer (8,2 milhdes) e por diabetes (1,5 milhdes), entre
outras causas importantes, com perdas econdmicas na ordem de 100 trilhdes de dolares (Figura

3) (O’NEILL, 2016).
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Figura 3 - Imagem ilustrativa da estimativa das principais causas de morte no mundo em 2050
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RAM: resisténcia antimicrobiana.
Fonte: Adaptado de O’Neill (2016).

Em relacdao aos micro-organismos, eles podem apresentar, em determinado momento,
dois tipos de resisténcia: 1) resisténcia intrinseca ou inata ou primaria, que ocorre quando a
espécie ou género bacteriano apresenta uma resisténcia a um antibiodtico especifico ou classe de
antibioticos. De modo geral, o micro-organismo ndo possui o sitio de ligacdo ou esse se
encontra inacessivel para que o antibidtico exerca sua atividade. Pode ser devido também a
presenca de sistemas de secre¢do ou produgdo de enzimas de inativagao especificas em certas
bactérias, como a B-lactamase tipo AmpC em Enterobacteriaceae; ¢ 2) resisténcia adquirida,
onde ocorre a aquisi¢do, por uma cepa bacteriana especifica, de genes de resisténcia,
principalmente elementos genéticos modveis, ou por meio de mutacdes nos genes
cromossomicos. As mutagdes que regulam positivamente a expressao de sistemas
transportadores de multiplos agentes antimicrobianos também estao inseridas nesta categoria.
Neste tipo de resisténcia, trés mecanismos se destacam, a saber: (a) diminui¢do da concentragao
intracelular do antibidtico por inativagdo enzimatica, resultando na desintegragdo ou
modificagdo quimica desse farmaco; (b) diminui¢ao do influxo e/ou aumento do efluxo do

antibiotico, resultando na redugao de sua concentragao intracelular; e (¢) modificagao dos sitios
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de ligacdo dos antibidticos por mutagdo, modificacdo quimica, protecao ou substitui¢do de sitios
de ligagdo sensiveis por estruturas resistentes alternativas (VAN DUIJKEREN et al., 2018). Em
2005, Alanis ja descrevia que as bactérias tinham desenvolvido resisténcia a todas as diferentes
classes de antibidticos descobertas até aquele momento pela presenca de um ou mais
mecanismos (ALANIS, 2005).

Neste cendrio de franca ascensdo da RAM potencializada pelos inimeros casos de
infec¢des causadas por micro-organismos MDRs, a OMS buscou identificar quais seriam as
bactérias resistentes mais importantes em nivel global, para as quais haveria uma necessidade
urgente de novos antibidticos ou de estratégias terapéuticas alternativas. Assim, esta
organizac¢do publicou uma lista de patdgenos prioritarios para guiar a pesquisa, a descoberta e
o desenvolvimento de novos antibidticos, dividindo-os em trés niveis de prioridade, Critica (1),

Alta (2) e Média (3), conforme mostra a Tabela 4 (WHO, 2017c).

Tabela 4 - Lista de patogenos prioritarios para guiar a pesquisa, a descoberta e o desenvolvimento de
novos antibidticos publicada pela Organizagdo Mundial da Saude em 2017

e _Acinefobacter baumanni resistente a carbapenema
e Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenema

. ® . - . N
e [Enterobacteriaceae” resistente a carbapenema, resistente as
cefalosporinas de 3% geracao

e Enterococcus faecium resistente a vancomicina

e Sraphvlococcus aureus resistente a meticilina, com sensibilidade
mtermediaria e resistente a vancomicina

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

e Neisseria gonorrhoeae resistente as cefalosporinas de 3* geracao,
resistente a fluoroquinolona

o e  Streptococcus pneumoniae sem sensibilidade a penicilina
Prionidade 3 , ] o
MEDIA e Haemophilus influenzae resistente a ampicilina

e Shigella spp. resistente a fluoroquinolona

* Enterobacteriaceae inclui: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp.,
Proteus spp., Providencia spp. e Morganella spp. Vale ressaltar que, apesar da ordem Enterobacteriales
ter sofrido profundas modificagoes em 2016, com a alteragdo de sua nomenclatura para Enterobacterales
e a divisdo da familia Enterobacteriaceae (deslocamento da Serratia spp. para a Yersiniaceae e
Morganella spp., Proteus spp. € Providencia spp. para a Morganellaceae) (ADEOLU et al., 2016),
foram mantidos os dados como publicados pela OMS.

Fonte: Adaptado de WHO (2017¢).

Adicionalmente, a emergéncia e a dissemina¢do de novos mecanismos de resisténcia
tém reduzido cada vez mais as chances de sucesso no tratamento de doencas infecciosas. Desta

forma, para evitar o que a OMS denominou de "era pds-antibidtica", onde infecgdes que antes
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eram facilmente tratdveis voltaram a ser fatais para a populacdo por terem se tornado
"intrataveis", uma mudan¢a de comportamento em nivel mundial se fez urgente (WHO, 2017b).

Em contraste ao crescimento global da RAM, notou-se a dificuldade em descobrir e/ou
desenvolver novos antibidticos nas ultimas décadas. Conforme relatado por Silver (2011), os
desafios para a descoberta e/ou desenvolvimento de antibidticos mantiveram a producgdo de
novas classes desses farmacos em niveis extremamente baixos nos ultimos 25 anos, embora
programas com esses propositos ja existissem em grandes e pequenas empresas farmacéuticas
bem como em laboratérios académicos durante esse periodo. Segundo dados levantados por
este autor, nao houve descobertas bem-sucedidas de 1987 a 2011, periodo investigado por ele
(SILVER, 2011).

Somente apos uma década (2011 a 2021), Theuretzbacher e colaboradores (2020)
descreveram que os agentes antibacterianos em desenvolvimento clinico, principalmente por
pequenas empresas, tém sido predominantemente derivados de classes de antibiodticos ja
existentes que foram selecionados para abordar mecanismos de resisténcia classe-especificos
cujos determinantes foram estabelecidos no momento de suas descobertas. Muitos desses
agentes visam os patdogenos prioritdrios resistentes aos antibidticos listados pela OMS,
incluindo bactérias Gram-negativas classificadas como prioridade Critica (1) (Tabela 4), a
saber: Acinetobacter, Pseudomonas e Enterobacterales, principalmente representantes da
familia Enterobacteriaceae, resistentes aos carbapenémicos. De fato, no arsenal terapéutico
disponivel atualmente, somente a Afabicina se trata de um antibidtico inovador visto que possui
um novo mecanismo de acao, atuando sobre a Fabl (enzima enoil-acil redutase que atua sobre
a proteina transportadora envolvida na biossintese de 4cidos graxos essenciais)
(THEURETZBACHER, 2017). Com excecao de Afabicina, outros cinco "novos" antibidticos
disponibilizados desde 2010 correspondem a trés combinagdes (ceftolozane/tazobactam,
ceftazidima/avibactam e meropenem/vaborbactam), um derivado sintético da classe das
tetraciclinas halogenadas (plazomicina) e um aminoglicosideo de nova geragdo (eravaciclina)
foram aprovados para tratar bactérias Gram-negativas MDRs (KOULENTI et al., 2019).

Contudo, Newman e Cragg (2020) demonstraram a contribuicao dos PNs e de seus
derivados na obtencdo de novos farmacos nas ultimas cinco décadas (01/1981 a 09/2019) e
reportaram, conforme ilustra a Figura 4, que a area anti-infecciosa ¢ dependente dessas
substancias. Pela andlise dessa Figura, observamos que os derivados de PNs (78) se

constituiram na principal fonte de novos antibioticos (NEWMAN; CRAGG, 2020).
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Figura 4 - Imagem grafica do n° de fontes de novos antibidticos no periodo de janeiro de 1981 a
setembro de 2019
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B: macromolécula biologica; N: produto natural inalterado; ND: derivado de produto natural; S:
substancia sintética; S*/NM: substancia sintética (farmacoforo PN) / similar PN; e V: vacina.
Fonte: Adaptado de Newman e Cragg (2020).

Vale lembrar que as plantas medicinais, uma das principais fontes de PNs, possuem um
potencial significativo para o desenvolvimento de novas terapias antibacterianas e tratamentos
adjuvantes e tém sido reavaliadas como modelos para antibidticos inovadores (ANAND et al.,
2019; MAHADY, 2005). Uma recente revisdo publicada por Anand e colaboradores (2019)
esta centrada nos diversos efeitos e na eficacia de compostos a base de plantas para o controle
do desenvolvimento de micro-organismos MDRs e espera inspirar pesquisas com espécies
vegetais inexploradas com o objetivo de identificar novos antibidticos para beneficios a satde

global.

2.3 CONTEXTUALIZACAO DA ESPECIE VEGETAL ESTUDADA

A etnofarmacologia das ilhas da Madeira ¢ extremamente interessante pelas
caracteristicas culturais e biogeograficas dessa regiao, que a tornam um centro de diversidade
de plantas medicinais (riqueza da flora endémica, isolamento geografico no oceano Atlantico,
influéncias transculturais e abundancia de curandeiras locais no passado) (RIVERA; OBON,
1995). Entre as espécies vegetais disponiveis, encontram-se exemplares da familia Rosaceae,

que sera apresentada a seguir.
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2.3.1 Familia Rosaceae Juss. e suas subfamilias

Rosaceae ¢ uma das maiores e mais diversificadas familias de angiospermas, possuindo
uma variedade de plantas que inclui muitos cultivos economicamente valiosos (terceira mais
importante em regides temperadas), que fornecem beneficios nutricionais € medicinais para o
homem, inclusive muitas espécies frutiferas, tais como macas (Malus pumila Mill.); peras
(Pyrus spp.); frutos de caroco, incluindo péssegos (Prunus persica) e cerejas doces (Prunus
avium), numerosas espécies ornamentais, incluindo rosas (Rosa spp.), cinza de montanha
(Sorbus aucuparia) e cascas (Physocarpus opulifolius); e espécies de frutos macios como
morango (Fragaria X ananassa), framboesa (Rubus idaeus) e amora (Rubus spp.), entre varias
outras (LO; DONOGHUE, 2012; LONGHI et al., 2014; SOUNDARARAJAN; WON; KIM,
2019; ZAREI; ERFANI-MOGHADAM; MOZAFFARI, 2017; ZHONG et al., 2015).

Em termos de distribuicdo geografica, a familia Rosaceae ¢ cosmopolita, sendo
encontrada em todos os continentes, mas com maior frequéncia na América do Norte, com
presenga particularmente diversa nas florestas temperadas do hemisfério norte, nas quais os
membros lenhosos da Rosaceae sdo importantes arvores florestais, propiciando habitats e
alimentos para passaros, mamiferos e outros animais (HUMMER; JANICK, 2009; TROPICOS,
2019) (Figura 5).

Figura 5 - Mapa ilustrativo da distribuigdo geografica mundial de espécies de Rosaceae
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Fonte: (https://www.tropicos.org/Name/42000176?tab=maps#, acesso em 15 set 2021).

Esta familia compreende 104 géneros e 4828 espécies (THE PLANT LIST, 2019).
Convencionalmente, Rosaceae foi dividida em quatro subfamilias com base nos tipos de frutos,

como Rosoideae, Amygdaloideae/Prunoideae, Spiracoideaec ¢ Maloideae/Pomoideae (POTTER
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et al., 2002). Posteriormente, andlises filogenéticas de Rosaceae baseadas na combinagdo de
dados das sequéncias do loci nuclear e cloroplastico reorganizaram essa familia em trés
subfamilias, Rosoideae, Dryadoideae e Spiracoideac (POTTER et al., 2007). Entre elas,
destaca-se a Rosoideae, que engloba, entre outros géneros, o Rubus, que possui diversas
espécies economicamente importantes (POTTER et al. 2007; ZORRILLA-FONTANESI et al.,
2011).

Como descrito anteriormente, apesar de cosmopolita, Rosaceae ¢ pouco representada
nos tropicos dada a sua predilecdo pelo hemisfério norte (Figura 5), ndo sendo endémica no
Brasil. Porém, conforme ilustra a Figura 6, sdo encontradas espécies vegetais nativas nas cinco

regides de nosso pais (FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2019).

Figura 6 - Mapa ilustrativo da distribui¢do geografica no Brasil de espécies de Rosaceae

As areas de cores distintas sinalizadas no mapa representam a distribuicdo geografica no Brasil de
espécies da familia Rosaceae.
Fonte: (http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB209, acesso em 15 set 2021).

2.3.2 Género Rubus L.

Entre os 104 géneros pertencentes a familia Rosaceae, observa-se o Rubus L., subfamilia
Rosoideae, tribo Potentilleae, amplamente distribuido em todo o mundo, especialmente nas
regides temperadas do hemisfério norte. Este género compreende cerca de 700 espécies
organizadas entre 12 a 15 subgéneros dependendo do botadnico, algumas das quais sao

cultivadas em numerosas variedades como plantas industriais para comercializagdo como frutos
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nutritivos e de sabor agradavel (HUMMER, 2010; LI et al., 2015; ROCABADO et al., 2007).
Estas diversas espécies de Rubus sdo nativas nos seis continentes (Américas, Europa, Africa,
Asia, Oceania e Antartida) e encontradas desde os topos das montanhas até as areas costeiras
ao nivel do mar. Embora as framboesas e as amoras pretas (Rubus caesius) sejam comuns em
regides frias e temperadas do hemisfério norte (Figura 5), a maioria das espécies de Rubus ¢
nativa das ilhas do Pacifico Sul (HUMMER, 2010).

Somado a capacidade nutritiva, uma série de espécies deste género ¢ utilizada
tradicionalmente em virtude de seu potencial terapéutico relacionado as suas variadas
atividades bioldgicas, tais como antibacteriana, antiviral, antigiardiase, antioxidante, anti-
inflamatoria, antirreumadtica, analgésica, antinociceptiva, ansiolitica, antiangiogénica,
antigastropatica, inibidora de mediadores da reabsor¢do oOssea ¢ no tratamento da
espermatorreia, irritagao da pele, enurese, diarreia, asma e doengas alérgicas (LI et al., 2015;
SULTANA, 2018). De fato, a Medicina Tradicional Chinesa possui uma longa historia de uso
terapéutico dos frutos e de outras partes de Rubus, onde extratos das partes aéreas e/ou
subterraneas tém sido usadas no tratamento de infec¢cdes microbianas, diarreia, certos tipos de
cancer, inflamacdes, lesoes, diabetes mellitus e outros distirbios (HAO; GU; XIAO, 2015).

Com o intuito de subsidiar cientificamente o uso popular de Rubus relacionando-o com
suas propriedades bioldgicas, estudos foram e tém sido realizados com esse propoésito. Assim,
fontes etnofarmacolégicas demonstraram que R. caesius (amora preta), R. idaeus (framboesa)
e Potentilla erecta foram investigadas quanto a sua atividade antibacteriana na tentativa de
justificar seu uso no tratamento de infecgdes microbianas (HAO; GU; XIAO, 2015; NIKITINA
et al., 2007). R. caesius, por exemplo, mostrou ser uma fonte valiosa de polifendis ativos
bactericidas contra cepas de Bacillus cereus, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa (NIKITINA et
al., 2007).

Cho e colaboradores (2005) investigaram a presenca de flavonois glicosilados de varios
genotipos de amora preta e mirtilo por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massa (CLAE-EM") associando a detec¢do desses fitoconstituintes a
capacidade antioxidante diretamente relacionada as inflamagdes, lesdes, cancer, infecg¢des
microbianas, entre outras, podendo, como agentes antioxidantes, minimizar esses pProcessos
(CHO et al., 2005).

Quanto ao uso de espécies de Rubus no tratamento e/ou prevengao de cancer e/ou outras
doencas inflamatorias, Dai, Patel e Mumper (2007), ao caracterizarem quimicamente o extrato
de R. caesius e investigarem suas atividades antiproliferativa e anti-inflamatdria, obtiveram

resultados sugestivos do potencial antioxidante, antiproliferativo e anti-inflamatorio dessa
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espécie. Para tanto, estes autores testaram extrato de R. caesius rico em antocianinas em cultura
de células tumorais de colon HT-29 (estagio inicial) in vitro e observaram que esse extrato foi
capaz de inibir essas células (DAI; PATEL; MUMPER, 2007). Similarmente, Grochowski e
colaboradores (2016) avaliaram os efeitos citotoxico e antioxidante de diferentes extratos e
subfragdes das folhas de R. caesius sobre duas linhagens celulares de cancer de c6lon humano
obtidas em dois estigios de progressdo dessa doenca, HT-29 (estdgio inicial), anteriormente
estudada por Dai, Patel e Mumper (2007), e SW-948 (estagio final). Estes autores descreveram
que o extrato de folhas de R. caesius revelou uma atividade limitada sobre o crescimento dessas
células tumorais, tanto na morfologia quanto no metabolismo. Ainda, a atividade antioxidante
observada poderia estar conectada com a redug¢do do crescimento das células tumorais
estudadas (GROCHOWSKI et al.,, 2016). Sob a otica das Praticas Alternativas e
Complementares, Tas e colaboradores (2005) descreveram o uso de R. caesius como uma opgao
alternativa para o tratamento de cancer de mama, prostata e ovario de pacientes oncologicos
turcos (TAS et al., 2005).

Em relacdo ao efeito de Rubus sobre a agregacdo plaquetdria, Dudzinska e
colaboradores (2016) investigaram a influéncia de extratos de folhas de R. idaeus e de R. caesius
sobre a agregacdo plaquetaria no sangue total e a comunicacdo entre plaquetas e neutréfilos. Os
resultados obtidos por estes autores mostraram que os extratos testados modularam
consideravelmente a reatividade das plaquetas, inibindo significativamente a agregacao
plaquetaria (DUDZINSKA et al., 2016).

Como anteriormente mencionado, frutos e outras partes de Rubus tém sido
tradicionalmente utilizadas no tratamento de diabetes e diarreia (HAO; GU; XIAO, 2015). Em
2017, Schadler e Dergatschewa demonstraram a atividade hipoglicemiante do extrato aquoso
de folhas de R. caesius (500 mg/kg) em modelo de ratos com diabetes induzida por aloxana
(SCHADLER; DERGATSCHEWA, 2017). Recentemente, o efeito hipoglicémico de extratos
hexanico, acetato de etila e metandlico de frutos de duas variedades de Rubus rosifolius (50
mg/kg de peso) foi estudado por meio do teste oral de tolerdncia a glicose em ratos machos
Sprague-Dawley (RAMBARAN et al., 2020).

Embora nos tempos modernos as espécies de Rubus sejam cultivadas por seus frutos
suculentos e ricos em vitaminas como as amoras e framboesas, que sdo consumidas como frutas
frescas ou processadas em geleias, doces, laticinios e sucos, 0s povos antigos usavam toda a
planta e suas partes. Caules, ramos, raizes, folhas e flores eram usados em decocgdes, infusoes,
emplastros, extracoes de 6leo ou no preparo de vinhos. As decocgdes dos ramos eram utilizadas

para interromper a diarreia, para prevenir o corrimento vaginal e como um antidoto para picadas
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de cobra (HUMMER, 2010). As folhas podiam ser mastigadas para fortalecer as gengivas, para
tratar o prolapso dos olhos, condi¢do que hoje é conhecida como "prolapso da glandula da
terceira palpebra" ou ainda "olhos de cereja", para tratar hemorroidas, entre outras aplicagoes.
As flores trituradas com 6leo eram utilizadas para reduzir as inflamagdes dos olhos e para esfriar
as erupgoes cutaneas. Os frutos de Rubus chingii eram combinados com um ténico chinés
chamado "fu pen zi" (tigela de frutas virada) e prescritos para infertilidade, impoténcia, dor
lombar moderada, visdao deficiente e para o tratamento de individuos com enurese noturna ou
com micgao frequente (HUMMER, 2010).

Quimicamente, desde 1970, mais de 340 compostos foram isolados de plantas deste
género, destacando-se os derivados de alcaloides, fenodlicos, terpenoides, glicosideos, entre
outros (HUMMER, 2010; LI et al., 2015). Dentre as classes de substancias presentes em Rubus,
os compostos fenolicos sao os constituintes majoritarios e mais ativos, divididos em flavonoides
(polifenodis) e nao flavonoides (fendis simples ou 4cidos). Dentro da classe dos flavonoides,
potentes antioxidantes in vitro, incluem-se flavonas, isoflavonas, flavononas, catequinas e
pigmentos vermelho, azul e purpura conhecidos como antocianinas. Na classe dos ndo
flavonoides estdo os derivados dos acidos hidroxicindmico e hidroxibenzoico (HUMMER,
2010; LIetal., 2015; SULTANA, 2018). Em sintese, sdo relatados fitoconstituintes de espécies
de Rubus tais como antocianinas, flavonoides, ésteres de cafeoil, compostos fendlicos
(elagitaninos), triterpenoides, e alguns outros compostos, sendo esse género considerado uma
fonte rica e valiosa de compostos fenolicos e antocianinas (SULTANA, 2018).

Entre a diversidade de espécies que compdem este género, observa-se a Rubus
grandifolius Lowe, encontrada exclusivamente no Arquipélago da Madeira, Portugal, sendo

tradicional e frequentemente utilizada por moradores desse local (RIVERA; OBON, 1995).

2.3.2.1 A espécie Rubus grandifolius Lowe

A espécie R. grandifolius L., sinonimo de Rubus serrae Soldano
(http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/rjp-31000, acesso em 15 set. 2021), ¢ observada,
conforme supramencionado, endemicamente no Arquipélago da Madeira, Portugal, que
compreende as ilhas da Madeira, Porto Santo e um grupo de trés outras ilhas, chamadas

Desertas (RIVERA; OBON, 1995) (Figura 7).
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Figura 7 - Mapa ilustrativo da distribui¢do geografica global de Rubus grandifolius

O ponto vermelho indica onde se encontra R. grandifolius.
Fonte:https://www.gbif.org/occurrence/map?country=PT&has_coordinate=true&has geospatial issue
=false&taxon_key=2994930, acesso em 22 set. 2019.

Considerada, portanto, uma espécie vegetal rara, habita areas umidas e sombrias, sendo
popularmente conhecida como amora silvestre (LLORENT-MARTINEZ; SPINOLA;
CASTILHO, 2017) ou silvado (RIVERA; OBON, 1995) (Figura 8).

Figura 8 - Fotografia das folhas, frutos (amoras) e flores de Rubus grandifolius coletados em dois
diferentes locis na [lha da Madeira, Portugal, em seero de 2014
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(A) R. grandifolius observad n Pico do Areeiro, Ilha da Madeira, Portugal; (B) amoras; e (C) silvado
colhido em Machico, Ilha da Madeira, Portugal.
Fonte: Pinto (2016).

Botanicamente, R. grandifolius possui caules resistentes e arqueados com espinhos,
folhas ovadas-oblongas e numerosas flores brancas carregadas em uma grande panicula
piramidal (SPINOLA et al., 2019), sendo seus frutos carnudos e cilindricos, que se tornam
pretos quando maduros (GOUVEIA-FILGUEIRA; CASTILHO, 2015).

Com relagdo a sua utilizagdo, os frutos de R. grandifolius s3ao empregados

principalmente na industria de alimentos para a produgcdo de geleias, sucos e licores
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(GOUVEIA-FILGUEIRA; CASTILHO, 2015). Sob a otica da medicina tradicional,
anteriormente, Rivera e Obon (1995) descreveram o uso de xarope de frutas para criangas e
decocgao de brotos tenros como adstringente. Gouveia-Filgueira e Castilho (2015) reportaram
a sua utilizacdo como remédio para diabetes, depurativo, diurético, tonico ou fortificante e no
gargarejo para aliviar a dor de garganta, sendo ainda usadas no preparo de chas ou infusdes
alcoolicas.

Para subsidiar cientificamente um dos usos tradicionais da amora silvestre, Spinola e
colaboradores (2019), utilizando modelos in vitro, avaliaram sua atividade visando o controle
do diabetes tipo 2 e da obesidade. Neste estudo, extratos metandlicos das folhas e dos frutos de
R. grandifolius foram analisados quanto ao efeito inibitorio in vitro sobre enzimas digestivas
ligadas ao diabetes tipo 2, assim como a atividade da aldose redutase e glicagdo de proteinas.
A composicao fendlica e as atividades antioxidante e citotoxica também foram determinadas.
Como principal conclusdo, Spinola e colaboradores (2019) reportaram que os extratos de amora
silvestre demonstraram um potencial efeito benéfico no controle/monitoramento do diabetes
mellitus tipo 2, validando seu uso na medicina popular.

Como ja mencionado, outro reconhecido uso popular da amora silvestre esta associado
ao alivio da dor de garganta. Em termos de etiologia, a maioria dos casos de dor de garganta,
geralmente representados por quadros de faringoamigdalites e cujos sinais e sintomas sdo dor,
arranhdo ou irritagdo na garganta, que geralmente piora quando o individuo engole, tem como
agente etiologico mais frequente os virus, como resfriado ou gripe, que se resolvem sozinhos;
porém, podem ocorrer infecgdes bacterianas, que requerem tratamento com antibioticos para
resolugdo do quadro infeccioso e prevengao de complicacdes
(https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/sore-throat/symptoms-causes/syc-20351635,
acesso em 05 jul. 2021).

Considerando os processos infecciosos bacterianos, buscou-se na literatura publicagdes
que pudessem subsidiar este uso tradicional de R. grandifolius. Para tanto, utilizou-se
MEDLINE (do inglés, Medical Literature Analysis and Retrieval System Online), PUBMED
[uma das bases de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)], Scopus,
Web of Science (ISI Web of Knowledge), Science Direct, SCIELO (do inglés, Scientific
Electronic Library Online) e Portal de Periddicos da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES), no periodo de 01 de agosto de 2018 a 29 de novembro de
2021, empregando como palavras-chaves aquelas que se mostraram pertinentes durante a
elaboracdo da Dissertacdo, tais como "antimicrobial activity of Rubus grandifolius",

"antibacterial activity of Rubus grandifolius", "antimicrobial activity of Rubus serrae" e



- 46 -

"antibacterial activity of Rubus serrae", ndo sendo encontrado nenhum resultado, o que
corroborou a necessidade da realizagdo da presente investigacao.

As atividades biologicas descritas para R. grandifolius tém sido associadas a presenca
de diversas classes de metabolitos secundarios, principalmente compostos fenolicos
(GOUVEIA-FILGUEIRA; CASTILHO, 2015). No estudo de Gouveia-Filgueira e Castilho
(2015), foi realizada uma andlise qualitativa dos principais compostos fenolicos presentes nesta
espécie, sendo identificadas mais de 40 substancias na espécie selvagem (folhas, frutos e flores)
nos quais os flavonoides, antocianinas, triterpenos glicosilados e formas conjugadas de acidos
hidroxicinamicos foram os majoritarios. Em relacdo a capacidade antioxidante, estes autores
concluiram que as flores exibiram menor atividade quando comparadas aos frutos (GOUVEIA-
FIGUEIRA; CASTILHO, 2015). Os compostos majoritarios identificados anteriormente foram
quantificados e as atividades antioxidante e citotoxica in vitro foram determinadas (SPINOLA
et al., 2019). Neste estudo, as antocianinas foram os polifendis mais abundantes nos frutos (£
54%), seguido pelos elagitaninos (37 - 39%), flavonois (8 - 9%) e acidos hidroxicindmicos
(AHCs) (0,7 - 0,9%). Nas folhas, os elagitaninos foram os compostos majoritarios (44 - 49%),
seguido pelos AHCs (28 - 38%), flavonois (12 - 16%), flavanois (2 - 10%) e flavonas (0,28 -
0,32%) (SPINOLA et al., 2019).

A Tabela 5 apresenta os principais compostos fendlicos presentes nos extratos

metanolicos de folhas e frutos de R. grandifolius descritos na literatura até o momento.
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Tabela 5 - Dados dos principais polifendis identificados em extratos metandlicos de Rubus grandifolius descritos na literatura

Substincia Classe N° Registro CAS Parte da Planta Referéncia
. , . YOSHIMURA et al., 2012
Cianidina-O-hexosideo Antocianina - Fruto SPINOLA et al., 2019
o o o SPINOLA et al., 2019
Cianidina-3-0O-glicosideo Antocianina 7084-24-4 Fruto PUBCHEM, 2019
. , . LATTI et al., 2009
Cianidina-O-pentosideo Antocianina 29761-24-8 Fruto YOSHIMURA et al., 2012
Cianidina-O-dioxalilglicosideo Antocianina - Fruto CHEN et al, 2014
o o ¢ . A Fruto CLIFFORD; KNIGHT; KUHNERT, 2005
Acido 3-O-cafeoilquinico Acido hidroxicinamico 327-97-9 Folha PUBCHEM. 2019
o . , ¢ . A BUJOR et al., 2016
Acido cafeico-O-hexosideo Acido hidroxicinamico 24959-81-7 Folha PUBCHEM, 2019
Derivado do 4cido cafeico Acido hidroxicindmico - Folha SPINOLA et al., 2019
Acido salvianélico Acido hidroxicindmico 121521-90-2 Folha SIMIRGIOTIS et al., 2012
Dimero de acido 5-O-cafeoilquinico Acido hidroxicindmico - Il;:)liltl(; SPINOLA et al., 2019
Acido fertlico-O-hexosideo Acido hidroxicindmico - Fruto ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 2015
Derivado de acido fertlico Acido hidroxicindmico - Folha SPINOLA et al., 2019
Derivado de 4cido cafeico-O-hexosideo  Acido hidroxicinamico - Folha SPINOLA et al., 2019
Derivado do acido cafeico Acido hidroxicindmico - Folha SPINOLA et al., 2019
Acido cafeico-O-(galoil) hexosideo Acido hidroxicindmico - Folha SPINOLA et al., 2019
Umbeliferona Acido hidroxicindmico 93-35-6 Folha GOUVEIA-FIGUEIRA; CASTILHO, 2015
Acido cafeico-O-dihexosideo Acido hidroxicindmico - Folha OSZMIANSKI et al., 2015
Acido cafeico-O-(cumaroil) hexosideo  Acido hidroxicindmico - Folha SPINOLA et al., 2019
‘ . . i SPINOLA et al., 2019
Acido cumarico Acido hidroxicindmico 501-98-4 Folha PUBCHEM, 2019
. . , JAISWAL; JAYASINGHE; KUHNERT, 2012
Quercetina-O-(pentosil) hexosideo Flavonol - Fruto BUJOR et al., 2016
. . , MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2012
Isoramnetina-O-glicuronideo Flavonol - Fruto WON et al., 2018
. Fruto BRESCIANI et al., 2015
Rutina Flavonol 153-18-4 Folha PUBCHEM., 2019
. , Fruto BUJOR et al., 2016
Quercetina-O-hexosideo Flavonol 482-35-9 Folha PUBCHEM., 2019
. . , Fruto MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2012
Quercetina-O-glicuronideo Flavonol 22688-79-5 Folha PUBCHEM., 2019
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Tabela 5 (Continuagao) - Dados dos principais polifenois identificados em extratos metanolicos de Rubus grandifolius descritos na literatura

3-Hidroxi-3-metilglutaroil-quercetina-

O-hexosideo Flavonol - Fruto

GOUVEIA-FIGUEIRA; CASTILHO, 2015

22255-13-6 Fruto JAISWAL; JAYASINGHE; KUHNERT, 2012

Quercetina-O-pentosideo Flavonol

Folha BRESCIANI et al., 2015
. . . Fruto MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2012
Quercetina-O-(acetil) hexosideo Flavonol 54542-51-7 Folha PUBCHEM, 2019
. MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2012
Canferol-O-hexosideo Flavonol - Folha PUBCHEM, 2019
Derivado de isoramnetina Flavonol - Fruto SPINOLA et al., 2019
. , Fruto MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2012
Canferol-O-(cumaroil) hexosideo Flavonol 17650-84-9 Folha PUBCHEM, 2019
_ SPINOLA et al., 2019
Quercetina Flavonol 117-39-5 Fruto PUBCHEM, 2019
Dimero de proantocianidina (tipo B) Flavan-3-ol - Folha BUJOR et al., 2016
. SPINOLA et al., 2019
Catequina Flavan-3-ol 7295-85-4 Folha PUBCHEM, 2019
Apigenina-O-glicuronideo Flavona - Folha OSZMIANSKI et al., 2015
Pedunculagina I Derivados de 4cido elagico / Fruto BRESCIANI et al., 2015
Elagitaninos Folha
Trigaloil-O-hexosideo Derlyadgs de dcido elagico /- Folha GORDON et al., 2011
Elagitaninos
Acido elégico-O-glicuronideo Derivados de acido elagico / ) Fruto GOUVEIA-FIGUEIRA; CASTILHO, 2015
gico-tmg Elagitaninos KUMAR, SINGH; KUMAR, 2017
. Derivados de acido elagico / Fruto OSZMIANSKI et al., 2015
Casuarinina Elagitaninos 79786-01-9 Folha PUBCHEM, 2019
Acido elagico-O-pentosideo Derlyadgs de dcido eldgico / Fruto BRESCIANI et al., 2015
Elagitaninos Folha
Derivado do acido elagico Derlyadgs de dcido elagico / Folha SPINOLA et al., 2019
Elagitaninos
Acido elagico-O-hexosideo Derlyadgs de dcido elgico / Fruto MENA et al., 2012
Elagitaninos Folha
Derivado de acido elagico Derivados de 4cido elagico / Fruto SPINOLA et al., 2019

Elagitaninos

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Baseado no estudo de Spinola e colaboradores (2019), e sabendo-se que os compostos
fenolicos sdo os constituintes majoritarios de R. grandifolius, optamos por efetuar uma breve

revisdo da literatura sobre essa classe quimica.

2.3.3 COMPOSTOS FENOLICOS: ORIGEM E ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os metabolitos secundarios sao substancias produzidas pelas plantas, abrangendo uma
ampla diversidade de moléculas de origem nao proteica. Eles ndo exercem um papel crucial
para o crescimento e desenvolvimento das células dos vegetais; porém, desempenham diversas
outras caracteristicas importantes para as plantas como na defesa, na resposta celular ao estresse
ambiental. Nos frutos que possuem valor comercial, estes metabolitos estdo intimamente
relacionados aos atributos de qualidade do produto (LI et al., 2020).

Os metabdlitos secundarios originam-se do metabolismo da glicose via dois
intermediarios principais: o acido chiquimico e o acetato. O 4cido chiquimico origina os
aminoacidos aromaticos, precursores da maioria dos metabolitos secundarios aromaticos. Ja os
derivados do acetato podem ser classificados, segundo a via metabdlica seguida, em: derivados
do acetato, via ciclo do acido citrico; derivados do acetato, via mevalonato e; produtos da
condensagdo do acetato. Alguns metabdlitos secundérios derivam de ambos intermediarios,
sendo entdo resultantes da combinacdo de uma unidade de 4cido chiquimico e uma ou mais
unidades de acetato ou seus derivados, como € o caso das antraquinonas, dos flavonoides e dos
taninos condensados (DEWICK, 2009; SIMOES et al., 2007).

Dentre as diversas classes de compostos produzidos pelo metabolismo secundario das
plantas destacam-se os compostos fendlicos, que constituem uma ampla e diversificada classe
de metabolitos secundarios, de baixo a alto peso molecular, resultantes das vias do acido
chiquimico, acetato e mevalonato (SPINOLA, 2018) mencionadas anteriormente.

Os compostos fendlicos constituem o principal grupo de constituintes fitoquimicos
encontrados nas plantas, exibindo enorme diversidade quimica e variadas fun¢des (TOHMA et
al., 2016; SUN et al., 2020). Estas substancias estao intimamente relacionadas a diversos efeitos
benéficos a saude relacionados as suas atividades biologicas, entre elas antibacteriana, antiviral,
antioxidante, anti-inflamatoéria, anti-aterosclerotica, antiproliferativa, entre outras (DIAS et al.,
2016; HIDALGO; ALMAJANO, 2017; SPINOLA, 2018; TOHMA et al., 2016). Os compostos
fendlicos podem ser divididos em dois grupos principais de acordo com sua estrutura quimica:
nao flavonoides e flavonoides. No grupo dos ndo flavonoides destacam-se os 4cidos fenoélicos,

que sdo subdivididos em duas classes: acidos hidroxibenzoico (AHB) e hidroxicinamico
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(AHC); e os taninos, também subdivididos em duas classes: taninos hidrolisaveis e
condensados. Os flavonoides representam um grupo de moléculas mais complexas que os
citados anteriormente e sdo divididos em seis subgrupos principais: flavonois, flavonas,

isoflavonas, flavanonas, flavan-3-ois e antocianidinas (SPINOLA, 2018) (Figura 9).



Figura 9 - Estrutura quimica bésica dos principais compostos fenoélicos.
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Considerando a variedade de compostos produzidos pelas plantas e sua intima relacao
com as atividades bioldgicas, a seguir, apresentaremos uma breve revisdo sobre os acidos
fendlicos (ndo flavonoides) e flavonoides, principais compostos fenodlicos presentes em R.

grandifolius, espécie vegetal objeto do presente estudo.

2.3.3.1 Nao Flavonoides

Os acidos fendlicos sdo substincias que possuem apenas um anel fendlico e sdo
classificados como AHBs ¢ AHCs. Os AHBs possuem uma estrutura comum de C¢-Ci € s@o
derivados do 4cido benzoico (Figura 10). Podem ser encontrados na forma soluvel (conjugados
com agucares ou acidos organicos) e ligados as fragdes da parede celular como lignina
(KUMAR; GOEL, 2019). Uma variedade de AHBs podem ser formados dependendo das
substitui¢des que ocorrerem nos radicais, como por exemplo os acidos p-hidroxibenzoico,
protocatecuico, galico, vanilico e siringico (Figura 10) (BAHADORAN; MIRMIRAN; AZIZI,
2013; KUMAR; GOEL, 2019; MARTINS et al., 2011).

Figura 10 - Estrutura basica do acido benzoico e suas respectivas substituicdes que originam
diferentes acidos hidroxibenzoico

R o
- ~ G
- =
Ry
Substituicao Derivado Hidroxibenzoico
Rs= OH Acido p-hidroxibenzoico
Rs=Rs=0OH Acido protocatecuico
R2= OCHs, Rs = OH Acido vanilico
Rz=R3:=0CHs: Acido veratrico
R:=R:=Rs=0OH Acido galico
Ri=Rs=0H Acido gentisico
R2=Rs=0CH;, R:= OH Acido siringico
R1=0H, R: = H5O: Acido 5-sulfosalicilico

Fonte: Pinto (2016).
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Os AHCs mais comuns sdo os acidos p-cumdrico, ferulico, sinapico e cafeico (Figura
11), no qual, esse ultimo, frequentemente se apresenta esterificado com o acido quinico, como
nos acidos cafeoilquinoicos. Os AHCs estao geralmente presentes em frutas, magas, cereais,
café e vegetais de folhas verdes (BAHADORAN; MIRMIRAN; AZIZI, 2013; SPINOLA,
2018).

Figura 11 - Estrutura basica do acido cinamico e suas respectivas substituicdes que originam
diferentes acidos hidroxicindmicos

R, (o)
R,
\ OH
Ry
Re
Substituicao Derivado Hidroxicinamico
Ri=OH Acido o-cumarico
R2 = OH Acido m-cumarico
Rs = OH Acido p-cumarico
R3;=Rs=0H Acido cafeico
Rz = OCHs, R: = OH Acido ferulico
Rz = Rs = OCH3, R: = OH Acido sinapico

Fonte: Pinto (2016).

2.3.3.2 Flavonoides

Os flavonoides representam uma classe de polifenois amplamente distribuida na
natureza. S0 encontrados em frutas, vegetais, nozes, cacau, chas, sementes de graos e ervas
consumidas diariamente (AL-ISHAQ et al., 2019; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016),
representando uma grande classe de metabolitos secundarios com cerca de 8000 substancias ja
identificadas (AL-ISHAQ et al., 2019). Nas plantas, estes metabolitos sdo conhecidos como
produtores de pigmentos, responsaveis pelo odor e cor das flores, frutos e folhas, modulam os
niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO), estdo envolvidos em mecanismos de defesa
contra a radiacdo ultravioleta e ataque de herbivoros (AL-ISHAQ et al., 2019; BUER; IMIN;
DJORDIJEVIC, 2010), além de serem sintetizados pelas plantas em resposta as infecgdes
microbianas (KUMAR; PANDEY, 2013).
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Possuem em sua estrutura basica dois anéis fenolicos (anéis A e B) ligados por uma
cadeia de trés carbonos que constitui um heterociclo oxigenado (anel C), formando, portanto,
uma configuracdo Ce-C3-Cs (Figura 9) (AL-ISHAQ et al.,, 2019; MALEKI; CRESPO;
CABANILLAS, 2019). Com base nos padroes de substituicio do anel C (oxigenagao,
alquilagdo, glicosilagdo, acilagdo, outros), os flavonoides podem ser divididos em seis
subclasses principais, a saber: flavonoéis, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavan-3-ois e
antocianidinas (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019; SPINOLA, 2018).

Nas plantas, frequentemente os flavonoides se apresentam conjugados com moléculas
de agtcar formando O-heterosideos (acucares ligados ao grupo hidroxila) ou C-heterosideos
(agucares ligados ao carbono). Esta conjugacdo produz carboidratos como L-ramnose, D-
glicose, glicoramnose, galactose ou arabinose (KUMAR; PANDEY, 2013).

O grande interesse neste diversificado grupo de metabolitos secundarios se da, entre
outras razdes, pelas inimeras atividades farmacologicas que conferem beneficios a satde
humana relacionadas aos compostos desta classe, entre elas merecem destaque as propriedades
antibacteriana, antiviral, antioxidante, anti-inflamatdria, antidiabética, hepatoprotetora,
antimutagénica e anticancerigena, além de serem utilizadas para o tratamento de doencas
cardiovasculares (AL-ISHAQ et al., 2019; KUMAR; PANDEY, 2013; PANCHE; DIWAN;
CHANDRA, 2016).

Tendo em vista o rico conteudo fendlico da espécie R. grandifolius e o uso popular para
diversos fins medicinais, o presente estudo faz-se importante para investigar seu uso tradicional

como antibiotico.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral a triagem de extratos metandlicos
procedentes da Ilha da Madeira e Acgores, Portugal, e posterior analise da composi¢do quimica
e investigagdo da atividade antibacteriana in vitro de extratos metanolicos obtidos de folhas e
frutos de R. grandifolius, visando fornecer subsidio cientifico para seu uso tradicional como

antibiotico.

3.2 ESPECIFICOS

Tendo como base o objetivo geral citado acima, este estudo teve como objetivos

especificos:

3.2.1 Efetuar a triagem in vitro da atividade antibacteriana de vinte extratos metanolicos,
sendo doze obtidos de folhas, seis de frutos e dois de flores de plantas procedentes da Ilha
da Madeira e Acores, Portugal, previamente caracterizados quimicamente pela Profa. Dra.
Paula Cristina Machado Ferreira Castilho, visando selecionar as espécies vegetais que
demonstrassem propriedades mais promissoras;

3.2.2 Investigar a atividade antibacteriana in vitro dos extratos metandlicos das espécies
vegetais previamente selecionadas frente cepas clinicamente relevantes; e

3.2.3. Analisar e discutir, com mais profundidade, os resultados obtidos com R.

grandifolius.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Um total de vinte extratos metanodlicos, sendo doze de folhas, seis de frutos e dois de
flores, obtidos de treze diferentes espécies vegetais procedentes da Ilha da Madeira e Agores,
Portugal, e gentilmente cedidos e quimicamente caracterizados pela Profa. Dra. Paula Cristina
Machado Ferreira Castilho (Tabela 6), foram submetidos a uma triagem in vitro quanto ao seu
potencial antibacteriano para selecdo daquele (s) mais ativo (s) e promissor (es) para dar
prosseguimento ao presente estudo. Apds a analise dos resultados oriundos desta etapa, foram
selecionados os extratos metanolicos dos frutos e folhas de R. grandifolius para
aprofundamento desta investigagao. Todos os procedimentos que serdo apresentados a seguir

foram realizados, portanto, para esta espécie vegetal.

Tabela 6 - Lista dos vinte extratos metanoélicos obtidos de diferentes espécies vegetais da Ilha da Madeira e Agores, Portugal

Extrato Metanolico
Parte da Planta

Familia Género / Espécie
Compositae Artemisia argentea Folha
Compositae Helichrysum devium Folha
Compositae Helichrysum melaleucum Folha
Compositae Helichrysum melaleucum Flor
Compositae Helichrysum obconicum Folha
Aquifoliaceae llex perado Folha
Exobasidiaceae Laurobasidium lauri Fruto
Myricaceae Mpyrica faya Folha
Myricaceae Mpyrica faya Fruto
Rosaceae Rubus grandifolius Folha
Rosaceae Rubus grandifolius Fruto
Adoxaceae Sambucus lanceolata Fruto
Plantaginaceae Sibthorpia peregrina Folha
Leguminosae Ulex europaeus Flor
Leguminosae Ulex europaeus Folha
Ericaceae Vaccinium cylindraceum Folha
Ericaceae Vaccinium cylindraceum Fruto
Ericaceae Vaccinium padifolium Folha Nova
Ericaceae Vaccinium padifolium Folha Madura
Ericaceae Vaccinium padifolium Fruto

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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4.1.1 Coleta e processamento do material vegetal

O material vegetal de R. grandifolius foi coletado em dois locais diferentes na Ilha da
Madeira, no Pico do Arieiro, Funchal (32° 42" 50.72" N, 16° 55" 55.07" O) e em Santo Antonio
da Serra, Machico (32° 43" 13.72" N, 16° 51’ 2.43" O), em setembro de 2014. A identificacao
do material vegetal foi realizada pelos Doutores Francisco Carvalho e José¢ Augusto Carvalho
do Jardim Botanico da Madeira e depositados no Herbario do Jardim Botanico da Madeira
(Funchal, Madeira, Portugal) sob os ntimeros de vouchers MADJ08618 ¢ MADJ05179,
respectivamente.

Os procedimentos descritos nos itens 4.1.1 a 4.3.2 foram realizados pelo Dr. Vitor
Agostinho Rodrigues Spinola, no Centro de Quimica da Universidade da Madeira, Funchal,
Portugal, sob supervisdo da Profa. Dra. Paula Cristina Machado Ferreira Castilho. Todos os
dados presentes nessas sessoes ja foram publicados (SPINOLA, 2018; SPINOLA et al., 2019)
e serdo reescritos aqui com o consentimento dos autores. As folhas foram submetidas a secagem
no escuro e em temperatura ambiente (~ 25 °C) por uma semana. A secagem ¢ uma operagao
extremamente importante que ocorre normalmente no preparo pré-analitico da espécie vegetal
visando remover a umidade dos tecidos vegetais, diminuindo assim o peso e preservando ou
diminuindo a probabilidade de deterioracdo do material vegetal, que pode ocorrer devido a
presenca de umidade (SEJALI; ANUAR, 2011). Apds a secagem, as folhas foram moidas e
transformadas em um p6 fino em moinho mecanico (tamanho de 60 mesh). Os frutos maduros
foram lavados e congelados a -80 °C. Posteriormente, foram secos em liofilizador (Alpha 1-2
LD plus freeze dryer) (CHRIST, An der Unteren Sose 50, 37520, Osterode am Harz,
Alemanha). Em seguida, o material seco foi triturado em p6 usando um moinho mecanico
(tamanho de 60 mesh) e armazenado a temperatura de -20 °C em sacos plasticos selados até a

realizagdo do procedimento de extragao.

4.2 PROCESSO DE EXTRACAO

Apo6s o procedimento realizado no item 4.1, a extragao de compostos fendlicos seguiu
o seguinte protocolo: para cada 1 g de material vegetal liofilizado foram utilizados 25 mL de
metanol (para as folhas) e 25 mL de solucdo de extragdo composta por MeOH/H>O (acidulado
com acido acético 7%) (80:20, v/v) (para os frutos) em Erlenmeyer de 100 mL envolto em papel
aluminio seguido por um banho ultrassonico (Bandelin Sonorex, Alemanha) em 35 kHz e 200

W por 60 min a temperatura ambiente (22 = 2 °C). Apds sonicagao, as solucdes foram filtradas



- 58 -

através de filtros de papel Whatman No.1, concentradas até a secura sob pressdo reduzida em
um evaporador rotativo (Buchi Rotavapor R-114; EUA) a 40 °C (sob luz reduzida). Extragdes
em duplicata foram feitas para cada amostra e os extratos secos resultantes (ES) foram
armazenados em frascos com tampa de 5 mL a 4 °C até posterior analise. No caso das folhas,
foi utilizado um passo extra para remog¢ao de clorofilas. Apos o primeiro passo de filtragdo,
uma pequena quantidade de carvao ativado foi adicionada ao extrato liquido e, ap6s mistura
durante alguns segundos, a solucdo foi filtrada. Em seguida, concentrou-se até secura e esses
foram armazenados conforme mencionado anteriormente. Dessa forma, obteve-se, entdo, os

extratos metanolicos das folhas e frutos de R. grandifolius.

43 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS METANOLICOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECTOR DE ARRANJO
DE DIODOS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR
ELECTROSPRAY (CLAE-DAD-ESI/EM")

4.3.1 Preparacao da amostra

Foram preparadas solucdes de extrato na concentracdo de 5 mg/mL pela dissolugdo de
cada ES na fase movel inicial utilizada na CLAE [H2O ultrapura (UP):acetonitrila (ACN);
80:20; v/v]. Essas solucdes foram filtradas através de membranas de microporos de
politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,45 uM antes do uso. Cinco microlitros foram injetados para

analise por CLAE-DAD-ESI/EM".

4.3.2 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com

ionizacao por Electrospray (CLAE-DAD-ESI/EM")

A andlise por CLAE-DAD-ESI/EM" foi realizada segundo parametros descritos
previamente por Gouveia-Filgueira e Castilho (2015) em equipamento Dionex ultimate 3000
series (Thermo Scientific Inc., Califérnia, EUA) composto por uma bomba bindria, um
amostrador automatico, um compartimento de coluna, um detector de arranjo de diodos
hifenizado a um detector de massas de armadilha de ions (Bruker Esquire modelo 6000;
Bremen, Alemanha) equipado com uma fonte de ionizagao por electrospray (ESI). A separagao
dos compostos fenolicos (CF) foi realizada usando as condi¢des cromatograficas resumidas na

Tabela 7. Cada solugdo de extrato foi injetada e analisada em triplicata.
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Tabela 7 - Condig¢des do procedimento da analise dos extratos metandlicos das folhas e frutos de
Rubus grandifolius por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
com ionizagao por electrospray (CLAE-DAD-ESI/EM")

Condicoes de analise da CLAE

Coluna Coluna Phenomenex Gemini C18 (5 um, 250 x 3,0 mm i.d.)
Fluxo da fase moével 0,4 mL / min

Volume de injeciao 5ulL

Temperatura da coluna 30°C

Fase movel A: Agua ultrapura acidificada (com acido formico a 0,1%, v/ v)

B: Acetonitrila

Gradiente de eluicio 20% B (0 min), 25% B (10 min), 25% A (20 min), 50% B (40 min),
100% B (42 - 47 min), 20% B (49 - 55 min)
DAD (210 - 520 nm)

Deteccao
EM" (EST, EST")

Fonte: Adaptado de Gouveia-Filgueira e Castilho (2015).

Para a analise por espectrometria de massa foi utilizado um instrumento Bruker Esquire
(Bremen, Alemanha) modelo 6000 com detector do tipo armadilha de ions, equipado com fonte
de ionizagdo por electrospray (ESI). A andlise foi realizada nos modos negativo e positivo,
onde o intervalo de varredura foi definido em m/z 100-1000 com uma velocidade de 13.000
Da/s. As condi¢des de ESI foram: O nitrogénio (N2) de alta pureza foi usado como gés de
secagem, com um fluxo de 10 mL/min e também como gas nebulizador a uma pressao de 50
psi; a temperatura do nebulizador foi ajustada para 365 °C; tensdo capilar a 4500 eV; pressao e
energia do gas de colisdo (He) ultrapuro, 1 x 10> mbar e 40 eV. A aquisi¢do dos dados foi feita
no modo MS" automatico, com largura de isolamento de 4,0 m/z e amplitude de fragmentagao
de 1,0 V (MS" até MS*). Os softwares Esquire Control e Data Analysis (Bremen, Alemanha)

foram utilizados para aquisi¢ao e processamento de dados, respectivamente.

4.4 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro DOS EXTRATOS DE
PLANTAS PROCEDENTES DA ILHA DA MADEIRA E ACORES

A atividade antibacteriana in vitro dos vinte extratos metandlicos listados na Tabela 6
(pag. 55) foi investigada por meio da determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM)
empregando o método de microdiluicdo em caldo seguindo as recomendagdes do Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI) descritas no documento M07-A10 (CLSI, 2015).
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Posteriormente, foi estabelecida a concentracdo bactericida minima (CBM) seguida da
classificagdo do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico segundo o método
descrito por Andrews (2001), com pequeno ajuste do meio de cultura utilizado [IsoSensitest
Agar (ISA; Oxoid, Basingstoke, UK) foi substituido por Agar Miieller Hinton (AMH; Difco®
Laboratories, Spark, MD, USA)].

Todos os ensaios bacterioldgicos foram realizados no Laboratério de Bioatividade
Celular e Molecular, Centro de Pesquisas Farmacéuticas, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Federal de Juiz de Fora, sob responsabilidade da Profa. Dra. Maria
Silvana Alves, utilizando os seguintes equipamentos: cabine de Seguranga bioldgica classe 11
B2 (Veco®, Campinas, SP, Brasil); estufa bacteriologica (Quimis®, Diadema, SP, Brasil);
autoclave (Prismatec®, Itu, SP, Brasil), micropipetas individuais de vérias capacidades e
multicanal com 12 saidas (Thermo Scientific®, Waltham, 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 (Electrolux® Brasil, SP, Brasil), agitador tipo vortex (Arsec, SP, Brasil) e balanca
analitica (Edutec, PR, Brasil).

Para a realizagao dos ensaios microbioldgicos de triagem dos vinte extratos metanolicos,
foram empregadas cepas de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC®), na
segunda passagem, obtidas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS),
Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil, ¢ também adquiridas
comercialmente da empresa PlastLabor®, Rio de Janeiro, Brasil, representativas de grupos
bacterianos Gram-positivos ¢ Gram-negativos fermentadores e ndo fermentadores, perfazendo
um total de nove cepas: 1) Gram-positivos: Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach
(ATCC 25923), Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC 29213),
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC 6538); ii) Gram-negativos
fermentadores: Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC 10536), Escherichia
coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC 25922), Salmonella enterica subsp. enterica (ex
Kauffmann and Edwards) Le Minor and Popoff serovar Choleraesuis (ATCC 10708) e
Salmonella enterica subsp. enterica (ex Kauffmann and Edwards) Le Minor and Popoff serovar
Typhimurium (ATCC 13331); e iii) Gram-negativos ndo fermentadores: Pseudomonas
aeruginosa (Schroeter) Migula (ATCC 9027) e Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula
(ATCC 27853), descritas conforme solicitado pela ATCC®.
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Ap6s a selecdo de cinco extratos metanolicos que se mostraram mais promissores para
uma segunda avaliagdo, foram acrescidas quatro cepas clinicas para analise do extrato mais
efetivo: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) 1485279 (Figura 12),
Escherichia coli 2856403 produtora de B-lactamase de espectro ampliado e resistente a
ciprofloxacina, norfloxacina e 4cido nalidixico (Figura 13), Salmonella spp. 1507708 resistente
a ciprofloxacina, levofloxacina e 4cido nalidixico (Figura 14) e Pseudomonas aeruginosa
2854386 resistente a cefoxitina, ceftriaxona e tigeciclina (Figura 15). Essas quatro cepas foram
isoladas de espécimes clinicos obtidos 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 Dra.
Adriana Lucia Pires Ferreira, responsavel pelo Laboratério de Bacteriologia do Servigo de

Patologia Clinica dessa Instituicao.
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Figura 12 - Imagem ilustrativa dos dados de sensibilidade da cepa Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) 1485279 isolada de hemocultura (sangue) e identificada e testada pelo sistema

VITEK®2

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

Patient Report (Default)

Nome, Sobrenome: Data de nascimento:

Prontuario Sexo: Feminino

prontuario Alt: [ Servico: Emergé

Localizagao/Enf: 78
Especime Clinico: Sangue Numero de amostras: 2
Sitio da coleta: Periférico N. de Amostras Positivas: 2

Data de recebimento: 18/03/2011 05:34 PM

Data da coleta: 18/03/2011 05:34 PM
Comentarios da amostra: MPZ(cateter) MNF (periferico)

Teste de sensibilidade a
meticilina‘MRSA

Reg. do Laboratorio: 1485279 Tipo de Exame: Hemocultura
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Figura 13 - Imagem ilustrativa dos dados de sensibilidade da cepa Escherichia coli 2856403 produtora
de B-lactamase de espectro ampliado e resistente a ciprofloxacina, norfloxacina e acido nalidixico
isolada de urina e identificada e testada pelo sistema VITEK®2

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

Patient Report (Default)

Nome, Sobrenome:| Data de nascimento: 22/05/1949
Prontuario: Sexo: F

Prontuario Alt: [ N Servigo:
Localizagdo/Enf: AMBULATO
Especime Clinico: Urina Numero de amostras:
Sitio da coleta: Teste Fenotipico:
Data da coleta: 27/08/2019 01:17 PM Data de recebimento: 28/08/201S 01:15 PM
Reg. do Laboratorio: 2856403 Tipo de Exame: CULT
Comentarios:
Numero do
Isolado: 1

(> 100.000 UFC/mI) Escherichia coli <esccol>

c.a_n
Amicacina S
Amoxicilina/Acido clavulanico 4 S
Ampicilina >=32 R
» BLSE Pos +
Cefalotina >= R
Cefepima <=1 S
Ceftriaxona >= R
Cefuroxima Axetil >= R
» Ciprofloxacina >=4 R v
Ertapenem <=0.5 S
Gentamicina >=16 R
Meropenem <=0,25 S
Nitrofurantoina <=16 S
» Norfioxacina >=16 R v
Piperacilina/Tazobactam <= S
Trimetoprim/Sulfametoxazol >=320 R
Acido Nalidixico >=32 R
*= Deduced

Page 1of | 30/08/2019 09:45 AM
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Figura 14 - Imagem ilustrativa dos dados de sensibilidade da cepa Salmonella spp. 1507708 resistente
a ciprofloxacina, levofloxacina e acido nalidixico isolada de hemocultura (sangue) e identificada e
testada pelo sistema VITEK®2

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho - UFRJ

Servico de Patologia clinica
Laboratorio de Bacteriologia
Patient Report (Default)
Nome, Sobrenome: Data de nascimento:
Prontuario Sexo: Masculino
Prontuario Alt: [ Servigo: Emergéncia
Localizag8o/Enf:
Especime Clinico: Sangue Numero de amostras: 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 02:55 PM
Reg. do Laboratorio: 1507708 Tipo de Exame: Hemocultura
Comentarios: Resultado da cultura: Positive
Numero do
Isolado: 1
Salmonella group <salgrp>
s b T 4 .88 i
Sl b4 -'m'f' TEA e . 'c.t t
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|‘ Ciprofloxacina >4 R
[Ertapenem <=05 S
Gentamicina >=16 R
|‘ Levofloxacina >=8 R
[Meropenem <=().25 S
|Nitrofurantoina <=16 S
Pi cilina/Tazobactam 16 S
Trimetoprim/Sulfametoxazol >=320 R
I »[Acido Nalidixico >=32 R

*Deduced




- 65 -

F igure} '15 - Imagem ilustrativa dos dados da cepa Pseudomonas aeruginosa 2854386 resistente a
cefoxitina, ceftriaxona e tigeciclina isolada de hemocultura (sangue) e identificada e testada pelo

Cliente bioMérieux: 123

sistema VITEK2®
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De acordo com os documentos M07-A10 e M100-S30 (CLSI, 2015, 2020), cepas
bacterianas devem ser empregadas como controle e garantia da qualidade e validagdo do
método. No presente estudo, foram testadas S. aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC 25922) e
P. aeruginosa (ATCC 27853). A Tabela 8 apresenta os intervalos dos valores de CIM
estabelecidos pelo CLSI (2020) para as cepas citadas frente aos antibidticos ampicilina sddica

(AMP) e cloranfenicol (CHL).

Tabela 8 - Intervalo dos valores de Concentragdo Inibitoria Minima para o controle de qualidade do Teste
de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) de organismos nao fastidiosos segundo o documento M100-
S30 do Clinical and Laboratory Standards Institute

Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) (ng/mL)

Antibidtico
S. aureus E. coli P. aeruginosa
(ATCC 29213) (ATCC 25922) (ATCC 27853)
AMP 0,5-2,0 2,0-8,0 Nao reportado
CHL 2,0-16 2,0-8,0 Nao reportado

AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol
Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

As cepas ATCC® e clinicas foram mantidas como suspensdes em solucio contendo leite
desnatado a 10% (p/v) acrescido de glicerol a 10% (v/v) (solu¢do LDG). Para cada cepa foi
preparada uma suspensao densa (obtida a partir de crescimento de 24 horas) diretamente em 1
mL de solucao 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 até a realizag@o dos ensaios biologicos.

4.4.1 Determinacido da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacdo da CIM das amostras testadas foi empregado o método de
microdilui¢ao em caldo conforme descrito no documento M07-A10 (CLSI, 2015). Foram
preparadas solugdes-estoque (SE) dos vinte extratos metanolicos e de trés antibidticos. Foram
utilizados diferentes sistemas solvente/diluente, obtendo-se concentragdes finais de 10 mg/mL
para as amostras vegetais ¢ 1 mg/mL para os antibioticos AMP (Ampicilina anidra cristalina -
Sigma-Aldrich® Co., St. Louis, USA), CHL (Cloranfenicol cristalino - Sigma-Aldrich® Co., St.
Louis, USA) e LEVO (Levofloxacina cristalina - InLab®, SP, Brasil), conforme apresentado

nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.
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Os extratos metandlicos foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) (Synth,
Diadema, SP, Brasil), respeitando o limite maximo de 1% desse diluente em cada poco da placa
de microtitulagdo, conforme recomendagao descrita no documento M100-S30 (CLSI, 2020).
Com o intuito de otimizar a solubilidade foi utilizado o Tween 80 (surfactante) como solvente.
Como diluente foram utilizados etanol 99,5% (EtOH) e agua destilada estéril (H2Oq). Os
controles dos testes mostraram que os solventes, nas concentragdes utilizadas, ndo
inviabilizaram o crescimento bacteriano, demonstrando, portanto, que nao interferiram na
atividade antibacteriana in vitro. ApoOs o preparo, as SE das amostras vegetais foram submetidas

a banho ultrassénico (Limp Sonic, SP, Brasil), sem aquecimento, por dez min.

Tabela 9 - Descricao dos sistemas solvente/diluente utilizados no preparo das solucdes estoque dos
vinte extratos metanodlicos das diferentes partes de plantas procedentes da Ilha da Madeira e Agores,
Portugal, para realizacdo do método de microdiluicdo em caldo

Massa de extrato Solvente Diluente Concentracao Final
(mg) (mg/mL)
10 20 uL DMSO + 100 uLL EtOH 99,5% + 10
20 pL Tween 80 860 uL HxOq

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

As SEs e de uso dos antibidticos AMP, CHL e LEVO foram preparadas utilizando os
solventes/diluentes descritos no documento M100-S30 (CLSI, 2020).

Tabela 10 - Descrigao dos sistemas solvente/diluente utilizados no preparo das solugdes-estoque e de
uso dos antibidticos para realiza¢do do teste de microdiluicdo em caldo

Antibiético
Solucao
AMP CHL LEVO
AMPI (10 mg/mL) CHLI (10 mg/mL) LEVOI (10 mg/mL)
SE 10 mg Ampicilina anidra 10 mg Cloranfenicol 10 mii‘:;’gf;iacma
cristalina + cristalino +
1000 uL tampao pH 8,0 500 uL EtOH 95% + 20 “;;gagfglogM *
500 pL H04 HE 2
AMP2 (1 mg/mL) CHL2 (1 mg/mL) LEVO2 (1 mg/mL)
SU 100 uL. AMP1 + 100 uL CHL1 + 100 uL LEVO1 +
900 pL tampao pH 6,0 900 pL H>Oq4 900 pL H>O4

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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As cepas ATCC® e clinicas foram previamente ativadas em caldo BHI (do inglés, brain
heart infusion) (Acumedia®, Indaiatuba, SP, Brasil) e incubadas por um periodo de 18 a 24
horas em estufa bacteriologica a 35° + 2 °C, em aerobiose. Apos este tempo, foram repicadas
do caldo BHI para AMH (Difco® Laboratories, Spark, MD, USA) e, em seguida, incubadas por
um periodo de 18 a 24 horas em estufa bacterioldgica a 35° + 2 °C, em aerobiose. A suspensao
bacteriana padronizada foi preparada utilizando-se solugao fisiologica estéril (NaCl 0,9%; p/v)
a partir de trés a cinco colonias macroscopicamente idénticas isoladas no AMH e ajustada de
acordo com a escala 0,5 de McFarland [1-2 x 10® Unidades Formadoras de Colonias por mL
(UFC/mL)]. A turbidez do inéculo bacteriano foi quantificada por densidade optica (DO) em
espectrofotometro (Bel Spectro S05, BEL® Photonics do Brasil, Piracicaba, SP, Brasil) ¢ a
leitura foi realizada no comprimento de onda de 625 nm, onde a medida da absorbancia da
suspensao bacteriana deveria estar no intervalo de 0,08 ¢ 0,13 (CLSI, 2015).

Os ensaios para a determinagdo da CIM foram realizados em placas de microtitulagdo
de 96 pocos de fundo chato (Inlab, SP, Brasil). A partir das SEs dos extratos metanolicos e SUs
dos antibiodticos foram realizadas diluigdes seriadas diretamente nas placas de microtitulagao
conforme mostrado na Figura 16, resultando em um gradiente de concentracao de 5000 a 40
pg/mL para os extratos metandlicos e de 500 a 4 pg/mL para os antibioticos. Inicialmente,
foram adicionados 100 pL de caldo Miieller-Hinton (CMH) (Difco® Laboratories, Spark, MD,
USA) em todos os pogos da placa de microtitulacdo. Em seguida, um volume de 100 pL das
SEs dos extratos metanolicos e das SUs dos antibidticos foram adicionados na fileira "A", sendo
os extratos investigados em quadruplicata e os antibidticos em triplicata. Apos a
homogeneizagdo, foram transferidos 100 pL da fileira A para B e assim sucessivamente até a
fileira H. Dos pogos da fileira H foram descartados 100 puL e, dessa forma, todos os pogos
permaneceram com o volume total de 100 pL. Apds o término das diluigdes seriadas dos
extratos e antibioticos foram adicionados 10 puL da suspensao bacteriana padronizada. Para os
ensaios com as cepas ATCC® e para as clinicamente relevantes MRSA 1485279 e P.
aeruginosa 2854386, foram utilizados AMP e CHL como antibidticos controle; para o ensaio
com as cepas clinicamente relevantes Salmonella spp. 1507708 e E. coli 2856403 foi utilizada,

adicionalmente, a levofloxacina (LEVO) como antibidtico controle, conforme preconizado pelo

documento M100-S30 (CLSI, 2020).
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Figura 16 - Esquema representativo do procedimento de diluicao seriada realizado em placa de

microtitulacao
100 pl. Solucio

amostra'antibiético
100 |.1L
A @ 100 uL

100 uL
100 L
CMH 100 L

lﬂD pL
C\ﬂ—l 100 L

E ) 100 L.
F D 100 pL
G ) 100 L

Descarte 100 uL
Fonte: Adaptado de Temponi (2012).

Para garantir a qualidade e a reprodutibilidade do ensaio, para cada cepa testada foi
preparada uma placa de microtitulacdo contendo os antibidticos / controles positivos e outra
placa contendo os controles negativos a fim de avaliar a interferéncia das amostras (extratos e
antibioticos) sobre o CMH (meio) (IAM), dos sistemas solvente/diluente sobre o CMH (ISM)
e sobre o crescimento bacteriano (ISC), controles positivo (CP) e negativo (CN), conforme
esquema ilustrativo da Figura 17.

Figura 17 - Esquema ilustrativo dos controles da determina¢do da Concentragdo Inibitoria Minima
pelo método de microdiluigdo em caldo
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IAM: interferéncia da amostra sobre o meio; ISM: interferéncia do solvente/diluente sobre o meio; ISC:
interferéncia sobre o crescimento bacteriano; CP: controle positivo; e CN: controle negativo.
Fonte: Adaptado de Santana (2015).
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Os esquemas ilustrativos das placas de microtitulacio utilizados para determinacao da
CIM pelo método de microdilui¢ao em caldo para cada cepa bacteriana testada foram montados

conforme mostrado na Figura 18.

Figura 18 - Esquema ilustrativo da organizagdo das placas de microtitulacdo para determinacdo da
Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) pelo método de microdilui¢do em caldo dos extratos metanélicos
de diferentes partes de plantas procedentes da Ilha da Madeira e Acores, Portugal (Placa 1), dos
antibiodticos/controles positivos utilizados nos ensaios com as cepas ATCC® e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina 1485279 (Placa 2), dos antibidticos/controles positivos utilizados no ensaio com
Salmonella spp. 1507708 e Escherichia coli 2856403 (Placa 3) e dos controles negativos dos ensaios
(Placa 4).
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AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol; LEVO: levofloxacina; ISC: interferéncia sobre o crescimento
bacteriano; ISM: interferéncia sobre o meio de cultura; IAM: interferéncia sobre a amostra; CP: controle
positivo; e CN: controle negativo. Pogos em branco nédo foram utilizados.

Fonte: Adaptado de Santana (2015).

Ap0s a organizacao do ensaio anteriormente descrito, as placas de microtitulacdo foram
incubadas a 35 + 2 °C, por 16 a 20 horas, em aerobiose. Em seguida, foram realizadas as leituras
dos ensaios com adi¢do de 20 pL de solucdo aquosa de cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-fenil-2H-tetrazolio (INT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) na concentracio
de 1 mg/mL adicionado em todos os pogos, com exce¢do das colunas correspondentes a
quadruplicata das amostras, cujos contetidos foram utilizados para a determinacdo da CBM e
para a classificag@o do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico. Apds a adi¢ao
do indicador bioldgico, as placas de microtitulagdo foram incubadas em estufa bacteriologica
por 30 min adicionais a 35 £ 2 °C, em aerobiose. Ap6s incubacao, os pogos onde foi observada

turvagao com coloracao bordd ou castanho-avermelhada indicavam crescimento bacteriano. A
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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 sensibilidade em caldo",

conforme conceito descrito no documento M07-A10 (CLSI, 2015).

4.4.2 Determinacao da Concentracao Bactericida Minima (CBM) e da classificacdao do

efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico

A partir do conteudo dos pogos das quadruplicatas das placas de microtitulagdo que nao
receberam a solucdo de INT (indicador bioldgico) e dos quais nao foi observado crescimento
bacteriano no procedimento descrito no item 4.4.1, foram retirados 10 uL. com auxilio de uma
micropipeta e transferidos para placas de Petri contendo AMH (Difco® Laboratories, Spark,
MD, USA). Estas placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 £ 2 °C, por 16 a 20
horas, em aerobiose. Apds esse periodo de incubacdo, procedeu-se a leitura das placas,
analisando, visualmente, a presenca ou auséncia de crescimento de colonias bacterianas. Desta
forma, as concentracdes dos extratos testados que permitiram o crescimento bacteriano no
AMH foram definidas como bacteriostaticas € aquelas que inibiram o crescimento bacteriano
foram definidas como bactericidas, conforme demonstrado na Figura 19. A CBM foi definida

como sendo a menor concentragdo capaz de impedir o crescimento bacteriano no AMH.

Figura 19 - Esquema ilustrativo do procedimento para a determinacdo da Concentragao Bactericida
Minima (CBM) e da classificacdo do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico
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Fonte: Adaptado de Santana (2015)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro DOS EXTRATOS
METANOLICOS OBTIDOS DE DIFERENTES PARTES DE PLANTAS PROCEDENTES
DA ILHA DA MADEIRA E ACORES, PORTUGAL

Inicialmente, conforme descrito no item 4.4, a atividade antibacteriana in vitro de vinte
extratos metanolicos obtidos de diferentes partes de plantas procedentes da Ilha da Madeira e
Acores, Portugal, inclusive R. grandifolius, foi investigada por meio da determinagdo da CIM
e do estabelecimento da CBM seguida da classificagdo do efeito antibacteriano como
bactericida ou bacteriostatico frente a S. aureus (ATCC 6538, ATCC 25923 e 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). Os valores de CIM obtidos estdo

apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Valores da Concentragdo Inibitéria Minima dos extratos metandlicos de diferentes partes de plantas provenientes da Ilha da Madeira e Agores, Portugal, e de ampicilina e cloranfenicol frente cepas ATCC®

Extrato Cepa Bacteriana / Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) (ng/mL)
Metandlico/Antibidtico Parte da Planta
Familia Género + Espécie S. aureus S. aureus S. aureus E. coli E. coli S. Choleraesuis | S. Typhimurium P. aeruginosa P. aeruginosa
6538 29213 25923 10536 25922 10708 13311 9027 27853
Myricaceae Myrica faya Fruto 5000* > 5000 > 5000 5000* 5000* 5000* 5000* > 5000 > 5000
Myricaceae Myrica faya Folha > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Rosaceae Rubus grandifolius Fruto 2500* 5000* 5000* 5000* 5000* 5000* 5000% 5000%* 5000%*
Rosaceae Rubus grandifolius Folha > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Adoxaceae Sambucus lanceolata Fruto 5000% > 5000 5000% 5000* 5000% 5000% 5000* 5000%* 5000%
Ericaceae Vaccinium cylindraceum Fruto 5000* > 5000 5000* 5000* 5000* 5000%* 5000* 5000** > 5000
Ericaceae Vaccinium cylindraceum Folha > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Ericaceae Vaccinium padifolium Fruto > 5000 > 5000 > 5000 5000* > 5000 > 5000 5000* > 5000 > 5000
Ericaceae Vaccinium padifolium Folha Nova > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Ericaceae Vaccinium padifolium Folha Madura 5000* > 5000 5000* > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Plantaginaceae Sibthorpia peregrina Folha > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Leguminosae Ulex europaeus Folha > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Leguminosae Ulex europaeus Flor 5000* > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Compositae Helichrysum melaleucum Folha 5000* > 5000 > 5000 5000* > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Compositae Helichrysum melaleucum Flor 5000%* > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Compositae Helichrysum obconicum Folha 5000* > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Compositae Helichrysum devium Folha 2500* 5000* 5000* > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Compositae Artemisia argentea Folha > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Aquifoliaceae Ilex perado Folha > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Exobasidiaceae Laurobasidium lauri Fruto > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000 > 5000
Nao se aplica AMP Naio se aplica <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 > 500 > 5009
Nio se aplica CHL Nio se aplica 8 8® 8 <4 <4 <4 <4 125 2509

AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol. > 5000 pg/mL = valores de CIM acima da maior concentracdo testada; os valores da CIM obtidos com AMP e CHL estdo de acordo com os intervalos de controle de qualidade reportados para

organismos nao fastidiosos pelo CLSI (2020), conforme documento M100-S30: (a) 0,0005-0,002 pg/mL; (b) 0,002-0,0016 pg/mL; (c) 0,002-0,008 pg/mL; (d) ndo reportado; * = efeito bacteriostatico e ** = efeito bactericida.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Pela andlise da Tabela 11 observa-se que, dos vinte extratos metanolicos, onze foram
ativos frente a pelo menos uma das cepas testadas: M. faya (fruto); R. grandifolius (fruto), S.
lanceolata (fruto); V. cylindraceum (fruto); V. padifolium (fruto); V. padifolium (folha madura);
U. europaeus (flor), H. melaleucum (folha), H. melaleucum (flor), H. obconicum (folha) e H.
devium (folha). Por outro lado, ndo foi possivel determinar a CIM para os outros nove extratos
em func¢do do gradiente de concentracdo estabelecido (4 - 5000 pg/mL). Para esses casos, o
resultado da determinagao da CIM foi expresso como > 5000 pg/mL.

Para selecdo do extrato metanodlico que se tornou objeto do presente estudo foi
considerada a atividade sobre as cepas (ativo ou inativo), o n° de cepas inibidas, o valor da CIM
(menor concentragdo capaz de inibir o crescimento visivel das bactérias que compuseram o
painel) e o efeito antibacteriano observado (preferencialmente bactericida). Assim, entre os
onze extratos que foram ativos frente a pelo menos uma das nove cepas testadas, optou-se pelo
extrato metanolico dos frutos de R. grandifolius, que foi efetivo sobre todas essas cepas, com
CIM variando de 2500 [S. aureus (ATCC 6538)] a 5000 pg/mL (demais cepas) e efeito
bactericida sobre as duas cepas de P. aeruginosa testadas.

Até novembro de 2021, ap6s uma extensa revisao da literatura desde o inicio do presente
estudo, ndo foi localizada nenhuma publicagdo referente a atividade antibacteriana in vitro de
R. grandifolius ou R. serrae, o que demonstra o ineditismo deste estudo
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=antimicrobial+activity+of+Rubus+grandifolius;
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=antibacterial+activity+of+Rubus+grandifolius, acesso em 30
nov 2021). Quando pesquisada a atividade antibacteriana do género Rubus, o resultado da busca
revelou um nimero expressivo de 942 resultados, o que demonstra que esse género e suas
espécies sdo considerados um interessante e atraente tema de investigacdo, sendo bastante
explorado (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pme/?term=antibacterial+activity+of+Rubus, acesso em 26
set 2021).

Em 2012, Seeram ja descrevia que nao ¢ surpreendente que estes frutos venham atraindo
pesquisas significativas e a atencdo do publico. Segundo este autor, isso ocorre porque estes
pequenos frutos macios contém varios constituintes da dieta conhecidos por serem essenciais
para a saude humana, como fibras, vitaminas, minerais e acido félico. Separado desses macro
e micronutrientes, frutas vermelhas também contém fitoquimicos comumente chamados
fitonutrientes, compostos de plantas bioativas que podem fornecer beneficios a saude além da
nutri¢do basica, o que refor¢a a relevancia do presente estudo.

Esta triagem inicial da atividade antibacteriana in vitro dos vinte extratos metandlicos

revelou que cinco deles foram capazes de inibir o crescimento tanto de cepas Gram-positivas
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quanto de Gram-negativas, com atividade antibacteriana considerada fraca segundo a
classificagdo de Kuete (2010) (CIM de 2500 e 5000 pg/mL). Segundo este autor, a atividade
antibacteriana de extratos de plantas pode ser classificada como significativa (CIM < 100
png/mL), moderada (100 pg/mL < CIM < 625 ng/mL) ou fraca (CIM > 625 pg/mL) (KUETE,
2010). Porém, considerando o saber popular e a aplicagdo das espécies vegetais na Medicina
Alternativa e Complementar, foram realizados, adicionalmente, ensaios de CIM ¢ CBM
empregando cepas clinicas humanas mencionadas no item 4.4 (pag. 59). Todos os extratos
vegetais que foram ativos frente a pelo menos duas cepas ATCC® foram selecionados para este

ensaio e consequente determinacdo da CIM (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores da Concentragdo Inibitéria Minima dos cinco extratos metandlicos de diferentes
partes de plantas provenientes da Ilha da Madeira e Acores, Portugal, e de ampicilina, cloranfenicol e
levofloxacina frente as quatro cepas clinicas testadas

Cepa Clinica Bacteriana / Concentracao Inibitéria Minima

Extrato metano6lico/ANT Parte da Planta (CIM) (ng/mL)

MRSA Salmonella spp. E. coli | P. aeruginosa

1485279 1507708 2856403 2854386
Myrica faya Fruto > 5000 > 5000 5000* NT
Rubus grandifolius Fruto 5000* 5000* 5000* 5000%*
Sambucus lanceolata Fruto 5000% 5000% 5000% 5000%*
Vaccinium cylindraceum Fruto > 5000 5000* 5000* 5000*
Helichrysum melaleucum Folha > 5000 NT > 5000 NT
AMP Nao se aplica 500 500 > 500 > 500
CHL Nao se aplica 125 8 <4 250
LEVO Nao se aplica NT 8 32 NT

ANT: antibiotico; AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol; LEVO: levofloxacina; MRSA: Staphylococcus
aureus resistente a meticilina; NT: Nao Testado (material insuficiente); > 5000 = valores de CIM acima
da maior concentragdo testada; * = efeito bacteriostatico e ** = efeito bactericida.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A Tabela 12 permite observar que os extratos metanolicos dos frutos de R. grandifolius
e S. lanceolata foram os mais efetivos, sendo ativos frente a todas as cepas testadas com valor
de CIM de 5000 pug/mL e efeito bactericida para P. aeruginosa 2854386. Vale ressaltar que
estas cepas foram isoladas de hemoculturas de pacientes atendidos no HUCFF/UFRIJ, e
conforme ilustram as Figuras 12, 13, 14 ¢ 15 (pag. 62 - 65), o TSA demonstrou a possibilidade
da utilizacdo de poucas opgdes terapéuticas para conducgdo dos processos infecciosos, com

excegdo de P. aeruginosa 2854386, que se mostrou mais sensivel aos ANTs testados.
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Krzepitko, Prazak e Swiecito (2021) avaliaram o efeito antibacteriano de folhas de R.
idaeus variedades Cascade Delight, Glen Fyne e Octavia, Rubus fruticosus sem espinho
variedade Navaho e o hibrido R. idaeus + R. fruticosus, coletados no inicio de mar¢o durante a
fase de abertura do botdo, sobre S. aureus. Estes autores empregaram o método de difusdo em
agar, que apesar de todas as limitacdes conhecidas do método, demonstraram que as trés
amostras exibiram atividade antibacteriana contra cepas de referéncia S. aureus PCM 2267,
Enterococcus faecalis PCM 2786 e Enterobacter aerogenes PCM 1836. Dadas as devidas
proporg¢des, o extrato metandlico de R. grandifolius foi efetivo frente a S. aureus [(ATCC 6538;
CIM = 2500 pg/mL), (ATCC 29213; CIM = 5000 pg/mL) e (ATCC 25923; CIM = 5000
ng/mL)], sendo a atividade antibacteriana considerada fraca (KUETE, 2010). Um aspecto
critico a ser considerado ¢ o tempo de armazenamento do extrato testado. Acreditamos que o
preparo do extrato de frutos e folhas frescas de R. grandifolius conduziria a valores mais
significativos da atividade antibacteriana. Ainda neste caso, existe a possibilidade dessa
propriedade antibacteriana ser potencializada sob a forma de nanoparticulas (NPs) utilizando,
inclusive, uma grande variedade de matrizes. Nesse contexto, recentemente, a biossintese de
nanoparticulas utilizando diversas matrizes, por exemplo 6xido de zinco (ZnO NPs), a partir de
extratos brutos e fitoquimicos tem atraido a aten¢ao de inimeros pesquisadores. Este foi o foco
do estudo realizado por Rajendran e colaboradores (2021), que efetuaram a biossintese de ZnO
NPs a partir de extratos brutos e fitoquimicos. Segundo estes autores, a sintese verde de NPs ¢
econdmica, ecoldgica e uma alternativa promissora para sintese quimica. O estudo de Rajendran
e colaboradores (2021) envolveu a sintese de NPs de ZnO usando extrato de acetona da raiz de
Rubus fairholmianus (RE) como um agente redutor eficiente. Estes autores testaram RE, RE-
ZnO NPs e ampicilina frente a S. aureus (ATCC BAA-1026) e obtiveram como valores de CIM
337,86, 157,22 ¢ 0,79 pg/mL, nessa ordem. Ainda que a CIM da RE-ZnO NP tenha sido cerca
de 50% inferior a do RE, a atividade antibacteriana ¢ considerada moderada segundo Kuete
(2010).

A atividade antibacteriana in vitro frente a S. aureus e E. coli testadas no presente estudo
também foi reportada por Weli e colaboradores (2020). Estes autores, utilizando extratos com
diferentes polaridades (hexanico, cloroféormico, acetato de etila e hidroetandlico) de folhas de
R. fruticosus avaliaram a propriedade antibacteriana frente as cepas clinicas de S. aureus, E.
faecalis, E. coli e Haemophilus influenzae pelo método de difusdo em agar. Weli e
colaboradores (2020) impregnaram discos de 5 mm com concentragdes dos extratos que

variaram de 250 a 2000 pg/mL. Os extratos foram mais ativos frente a E. faecalis (cloroférmico:
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10 +£ 0,09 mm) e E. coli (acetato de etila: 21 £ 0,71 mm), com exce¢do de S. aureus, que
praticamente nao foi inibido, e mais efetivos na concentragdo de 2000 pug/mL.

Em 2017, Cetojevié-Simin e colaboradores avaliaram a atividade antimicrobiana do
extrato metandlico do bagaco de R. fiuticosus variedade Cadanska bestrna e reportaram que S.
aureus (ATCC 11632; CIM = 390 pg/mL), P. aeruginosa (ATCC 27853; CIM = 390 ug/mL)
e P. aeruginosa wild strain (CIM = 780 pg/mL) mostraram-se mais sensiveis entre as cepas
testadas. Estes autores também investigaram E. coli (ATCC 10536; CIM = 780 ug/mL), E. coli
wild strain (CIM = 780 pg/mL), S. Typhimurium (ATCC 14028; CIM = 1170 pg/mL) e
Salmonella spp. wild strain (CIM = 1170 pg/mL). Em termos de perfil, estes resultados foram
similares aos observados em nosso estudo. Conforme apresentam as Tabelas 11 e 12 do presente
estudo, o extrato metanolico do fruto de R. grandifolius também foi capaz de inibir o
crescimento de cepas de S. aureus, E. coli, S. Cholerasuis, S. Typhimurium e P. aeruginosa.
Vale ressaltar que os dados de Cetojevié-Simin e colaboradores revelaram efeito bacteriostatico
frente a P. aeruginosa (ATCC 27853) enquanto nossos achados, apesar de valores de CIM
maiores, demonstraram efeito bactericida.

Anteriormente, em 2004, Thiem e Goslinska investigaram a atividade antimicrobiana
da fragdo butandlica de folhas de Rubus chamaemorus e do acido elagico frente as cepas Gram-
positivas [S. aureus (ATCC 9538), Staphylococcus epidermidis (NCTC 11047), Micrococcus
luteus (NCTC 9341) e Bacillus subtilis (ATCC 6633)], Gram-negativas (E. coli NCTC 8196) e
levedura [Candida albicans (ATCC 10231)]. Entre os resultados obtidos por estes autores, nota-
se que os valores de CIM frente a S. aureus (ATCC 9538) foi de 580 e 630 pg/mL com a fragdo
butanoélica e acido elagico, respectivamente, e de 2330 e 2500 pg/mL frente a E. coli, nessa
ordem. No presente estudo, observou-se valores de CIM de 2500 e 5000 pg/mL para S. aureus
e de 5000 pg/mL para E. coli. As variagdes detectadas entre as investigacdes podem ser
influenciadas por diversas condigdes ambientais, onde a expressao das substancias ativas pode
sofrer modificacdes resultantes da interagdo de processos bioquimicos, fisiologicos, ecologicos
e evolutivos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) e também pelo método de extracdo,
principalmente a escolha do solvente devido a sua polaridade (EDDINE; REDHA; LADJEL,
2016).

Sob o ponto de vista quimico, de acordo com Golovinskaia e Wang (2021), os principais
fitoquimicos nas frutas vermelhas s3o compostos fenolicos, incluindo flavonoides
(antocianinas, flavonois, flavonas, flavanois, flavanonas e isoflavonoides), taninos e acidos

fenolicos, o que foi observado no presente estudo. Neste recente artigo de revisdo, estes autores
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descrevem que, uma vez que os frutos tém uma alta concentracao de polifendis, € possivel usa-
los farmacologicamente no tratamento de varias doengas (GOLOVINSKAIA; WANG, 2021).

Como apresentado anteriormente na Revisdo da Literatura, muitas plantas produzem
metabolitos secundarios antimicrobianos como parte de seu processo normal de crescimento e
resposta a ataques de patogenos. Neste contexto, Ribes nigrum (amoras pretas) sdo frutas
vermelhas atraentes, com sua cor caracteristica sendo fornecida por antocianinas roxas, o mais
prevalente dos flavonoides nessas frutas, que contém varios polifenolicos, principalmente
antocianinas, e também AHC, flavanois e flavonois, junto com vitamina C e minerais. Parkar e
colaboradores (2014), ao trabalharem com R. nigrum, reportaram que o suco de amoras pretas
possuia propriedade antimicrobiana e que suas antocianinas eram capazes de inibir a adesdo da
S. Typhimurium as células epiteliais de adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2) em até
39%, revelando a acdo dessas frutas sobre essa bactéria. No presente estudo, foram testadas S.
Cholerasuis, S. Typhimurium e Sal/monella spp. 1507708 isolada de hemocultura frente ao
extrato metandlico de R. grandifolius, que foi capaz de inibir o crescimento das trés cepas com
CIM de 5000 ug/mL e efeito bacteriostatico, dados indiretamente corroborados por Parkar e
colaboradores (2014) visto que esses autores demonstraram a capacidade de inibi¢ao da adesao
de S. Typhimurium.

Recentemente, Vara e colaboradores (2020) elaboraram um desenho de estudo visando
caracterizar detalhadamente a composi¢do nutricional e antocianinas em R. idaeus variedade
Kweli procedente do norte de Portugal e avaliar sua atividade antioxidante e antimicrobiana in
vitro. Microbiologicamente, estes autores empregaram uma mistura de etanol:agua (80:20; v/v)
acidificada com &cido citrico (até pH 3) dos frutos para avaliar a propriedade antimicrobiana
desse extrato frente a bactérias e fungos. A atividade antibacteriana foi testada contra Bacillus
cereus isolado de alimento, Listeria monocytogenes NCTC 7973, E. coli (ATCC 25922) ¢ S.
Typhimurium (ATCC 13311). Vara e colaboradores (2020) observaram CIM igual a 3120
ug/mL para E. coli e S. Typhimurium, dados que revelam diferenca de cerca de uma ordem
para os nossos resultados. Ainda sob o aspecto microbiologico, vale lembrar que a atividade
antibacteriana dos compostos fenolicos ¢ conhecida e bem estabelecida o que justificaria o
efeito antibacteriano observado com os frutos de R. grandifolius. Assim, para a melhor
compreensdo desta atividade provavelmente associada a presenga destes compostos, os extratos

metanolicos de folhas e frutos de R. grandifolius foram quimicamente caracterizados.
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5.2 INVESTIGACAO DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS METANOLICOS DE
FOLHAS E FRUTOS DE Rubus grandifolius POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR ELECTROSPRAY (CLAE-
DAD-ESI/EM")

As folhas e frutos de R. grandifolius possuem uma grande e diversificada variedade de
fitoconstituintes, dentre eles merecem destaque os compostos fendlicos (antocianinas,
flavonois, flavanois, elagitaninos e acidos fendlicos) (GOUVEIA-FILGUEIRA; CASTILHO,
2015). A andlise do perfil fitoquimico dos extratos de folhas e frutos de R. grandifolius foi
realizada em duas amostras coletadas em dois locais geograficamente diferentes da ilha da
Madeira, Funchal e Machico, resultando em 122 compostos, incluindo antocianinas, outros
flavonoides, acidos fenolicos, terpenoides, cumarinas e acidos organicos. Vale ressaltar que
apenas os compostos mais abundantes foram numerados por uma questdo de clareza. A
identificacao dos picos foi feita através da comparagao dos espectros de fragmentagao (MS"),
utilizando-se padroes auténticos (quando disponiveis) e pela comparacdo desses fragmentos
com a literatura cientifica. Os resultados demonstrados nos itens 5.2.1 e 5.2.2 foram retirados

do trabalho realizado por Spinola (2018) e aqui foram reescritos com consentimento dos autores.

5.2.1 Perfis cromatograficos dos extratos metandlicos das folhas e frutos de Rubus

grandifolius no modo negativo de ionizagao

As Figuras 20 e 21 representam os cromatogramas dos extratos metandlicos das folhas
e frutos de R. grandifolius, respectivamente, coletados em dois locais diferentes, analisados no
modo negativo de ionizagdo. A identificagcdo dos picos apresentados nas Figuras 20 e 21 esté
demonstrada na Tabela 13. Em geral, no espectro MS' do modo negativo de ionizagio (ESI),
0 pico mais intenso correspondeu ao ion molecular desprotonado [M-H]; isso permitiu realizar
um maior numero de analises de MS". A maioria dos compostos foi observada na sua forma
glicosilada. Os espectros de massa dos compostos fenolicos conjugados mostraram o ion
aglicona como resultado da perda de porgdes de agiicar como glicuronil, hexosil, desoxihexosil,

pentosil e rutinosil (-176, -162, -146, -132 e -308 Da, respectivamente).
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Figura 20 - Cromatogramas obtidos por CLAE-ESI/EM" dos extratos metandlicos das folhas de Rubus
grandifolius coletados em Funchal (FX) e Machico (MX)
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Figura 21 - Cromatogramas obtidos por CLAE-ESI/EM" dos extratos metanolicos dos frutos de Rubus
grandifolius coletados em Funchal (FX) e Machico (MX)
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Tabela 13- Caracterizagdo por CLAE-ESI/EM" dos fitoconstituintes dos extratos metanolicos de Rubus grandifolius (FX: Funchal; MX: Machico)

N e [M-H] CLAE-DAD-ESVEM*" Identificaciio atribuida Frutos Folhas
(ﬂliﬂ) {J'H/:) m/z (% piCG base) FX MX FX MX

1 3.2 683 MS? [683]: 341 (100) Bolinero e fesose v v v v
MS? [683—341]: 179 (100). 161 (23.0). 143 (33.1). 119 (16.9). 113 (45.2)

3 38 353 MS?® [353]: 173 (100). 155 (11.5). 111 (21.5) qe v v
MS? [353—173]: 155 (17.9). 111 (100) Cafeoilisocitrato

4 34 515 MS? [515]: 341 (100) Sacarideo v
MS® [515—341]:179 (100). 161 (33.9). 149 (15.2). 119 (46.9). 131 (25.1), 113 (28.5) (Dihexose + Acido quinico)

5 35 533 MS? [533]: 191 (100) Désivaiis: dodside anfiics v
MS? [533—191]: 173 (100), 153 (18.0), 127 (91.3). 109 (36.1). 93 (55.0). 85 (99.5) 9

6 3.6 341 MS? [341]: 179 (100), 161 (34.0), 149 (23.7), 119 (33.5) Sacarideo (dihexose) v

7 38 191 MS?[191]: 173 (100). 111 (36.5) C o v v v
MS? [191—173]: 155 (21.2), 111 (100) Acido citrico

8 4.0 133 MS? [133]:115 (100) L i v
MS?® [133—115]:71 (100) Acido mélico

9 42 481 MS? [481]: 301 (100) : vt : z v
MS? [481—301]: 275 (100), 257 (29.3) Hexahidroxidifenoil-O-hexosideo

11 4.5 371 MS? [371]: 353 (82.6). 197 (49.2). 191 (47.7). 179 (12.8), 173 (48.5), 153 (22.8). 135 (100) . o . L. v v
MS? [371—197]: 179 (77.7). 153 (100). 135 (88.1) Derivado de acido cafeico/siringico

14 5.5 707 MS? [707]: 615 (27.4), 533 (48.1), 353 (100), 339 (37.7), 315 (38.3), 271 (62.7). 243 (11.2) . . . v

[2M-H]T  MS? [707—353]: 191 (100). 179 (30.3) Dimero de acido 3-O-cafeoilquinico

15 5.7 783 MS? [783]: 617 (14.7). 481 (43.0). 301 (100), 275 (11.0) : v v
MS? [783—301]: 257 (100), 257 (47.0), 185 (36.0) Pedunculagina I

16 57 369 MS?[369]: 191 (11.8), 173 (100), 111 (23.2) . .. - v v
MS? [369—173]: 155 (16.1). 111 (100) Derivado do acido citrico

18 6.4 353 MS? [353]: 191 (100). 179 (43.5). 135 (17.2) B . v v v v
MS? [353—191]: 173 (48.4). 127 (100). 109 (16.5). 93 (68.1). 85 (70.8) Acido 3-O-cafeoilquinico

19 6.7 341 MS? [341]: 251 (20.5). 233 (27.2), 203 (19.0), 179 (100), 161 (27.3), 135 (19.6) .o i . v v v v
MS? [341—179]: 135 (100) Acido cafeico-O-hexosideo

21 6.9 783 MS? [783]: 618 (10.3). 617 (45.1). 481 (15.0), 302 (14.2). 301 (100), 257 (24.9) d lagi v v v
MS? [783—301]: 284 (70.2). 257 (100) Pedunculagina I

22 74 341 MS? [341]: 281 (93.1). 251 (100). 221 (31.9), 179 (76.6) o 2 ; ) v v
MS? [341—179]: 135 (100) Acido cafeico-O-hexosideo

24 8.2 297 MS?® [297]: 179 (100). 135 (15.9) : 72Lis . v v
MS? [297--179]- 135 (100) Derivado do acido cafeico

27 8.7 537 MS? [537]: 353 (100). 191 (12.3). 165 (11.0) Acido salvianslico v v
MS? [537—353]: 191 (100): 165 (58.0). 127 (100). 111 (51.5). 93 (53.9). 85 (45.5)

29 9.0 707 MS? [707]: 354 (11.3). 353 (100) Dimero de acido 5-O-cafeoilquinico v
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por CLAE-ESI/EM" dos fitoconstituintes dos extratos metanolicos de Rubus grandifolius (FX: Funchal; MX: Machico)

[2M-H]T  MS®[707—353]: 191 (31.7). 179 (12.2), 173 (100), 135 (38.4)

31 92 457 MS?[457]: 439 (37.2). 341 (100), 281 (34.1). 179 (16.8) - e - . v v
MS?® [457—341]: 281 (80.1), 251 (100). 221 (20.9), 179 (50.9), 135 (35.0) Acido malico-cafeoilhexosideo

32 95 577 MS? [577]: 519 (11.4), 451 (32.6). 425 (100), 407(96.4),289 (20.0) o 7
MS? [577—425]: 407 (100), 339 (18.8), 285 (25.4) Procianidina (tipo B)

33 95 431 MS? [431]: 385 (100), 223 (12.2) . vV
MS® [43175385]: 223 (33.1), 205 (40.5), 161 (13.3), 153 (100) Roseosideo (Aduto formado)

34 96 355 MS?[355]: 193 (100) . . .
MS® [355—193]: 149 (62.1). 134 (100) Acido feralico-O-hexosideo

35 100 565 MS? [565]: 520 (19.7), 519 (100). 341 (10.8) Sacarid v
MS? [565—519]: 388 (18.3), 341 (100). 179 (44.7). 161 (33.6). 113 (25.0) acandeo

37 103 635 MS?[635]: 466 (24.3), 465 (100) . ; v
MS? [635—465]: 314 (11.6), 113 (100). 241 (12.5). 235 (10.2). 211 (12.8), 169 (63.3) Trigaloil-O-hexosideo
MS? [635—465—313]: 205 (22.6), 193 (46.6). 169 (100), 125 (35.6)

38 104 373 MS? [373]: 337 (100), 319 (23 0) 293 (10.4), 277 (27.9) Hecid v
MS? [373—337]: 293 (100), 277 (90.4), 237 (82.9), 219 (62.8). 177 (38.0), 165 (17.1) Desconhecido

39 108 289 MS? [289]: 246 (20.6), 245 (100), 179 (20.7). 105( 6) _ . v
MS? [280—245]: 227 (27.8). 203 (100). 185 (22.3). 175 (66.2). 161 (22.4) Catequina

40 110 353 MS? [355]: 309 (33.1), 161 (100) . iy . v v
MS? [355—161]: 133 (100), 117 (10.9) Derivado de acido fertlico

41 111 565 MS2[565]: 324 (11.8), 323 (100), 211 (15.2) .
MS? [565—323]: 280 (12.0), 262 (11.4), 211 (100). 139 (17.5). 124 (15.9) Desconhecido

2 112 477 MS? [477]: 302 (22.8). 301 (100) . L . .
MS? [477—301]: 283 (57.6). 257 (100) Acido elagico-O-glicuronideo

43 113 637 MS?[637]: 356 (10.0), 355 (100), 179 (18.3) Sacarid v
MS? [637—355]: 161 (100), 149 (14.4). 119 (26.8) acandeo

44 116 537 MS?[537]: 519 (100), 341 (11.1), 281 (14.5), 179 (100) Derivado de acido vV
MS?® [537—519]: 357 (12.9), 341 (76.0), 325 (51.4), 295 (77.4), 179 (100), 135 (49.7) cafeico-O-hexosideo

45 117 401 MS?[401]: 301 (20.3), 289 (100), 215 (10.6) Derivado de catequina v
MS? [401—289]: 245 (100), 205 (52.2). 203 (13.2), 179 (16.6) q

46 120 513 MS? [513]: 433 (20.2), 401 (100). 301 (14.1), 291 (10.3), 257 (8.8), 215 (15.0) v
MS? [513—401]: 301 (52.6). 289 (100). 215 (16.9). 195 (20.5) Derivado de catequina
MS* [513—401—289]: 245 (100), 188 (15.6). 175 (26.0), 151 (18.6)

47 123 557 MS2[557]: 513 (19.6). 445 (100), 255 (21.5). 211 (14.5) v
MS? [557—445]: 383 (28.1). 301 (47.0), 289 (100), 257 (35.2), 247 (22.9), 215 (47.8), 205 (20.4), Derivado de catequina
196 (12.1)
MS* [557—445-289]: 245 (100), 205 (71.4)

48 124 477 MS? [477]: 301 (100) . PP ]
MS? [477-5301]- 257 (100). 245 (40.4) Acido elagico-O-glicuronideo

49 125 537 MS? [537]: 519 (100) Derivado do acido cafei v
MS? [537—519]: 281 (69.6). 265 (22.3), 217 (22.1), 179 (100), 135 (47.6) ervado do acido cateico

50 125 433 MS?[433]: 301 (100), 300 (62.7) . . .
MS? {4quq01](_ ’)i}f (100) Acido elagico-O-pentosideo

51 128 393 MS? [393]: 358 (25.2). 348 (21.5). 347 (100). 289 (14.9). 179 (2L.5) ]
MS? [393—347]: 329 (71.6), 161 (100), 119 (33.4) Sacarideo

52 131 493 MSZ[493]: 449 (22.0), 331 (100), 315 (14.5), 299 (26.7). 287 (32.1), 271 (37.4). 169 (31.3) Galoil-O-dihexosideo v v




-84 -

Tabela 13 (Continuagao) - Caracterizacdo por CLAE-EST/EM" dos fitoconstituintes dos extratos metanodlicos de Rubus grandifolius (FX: Funchal; MX: Machico)

MS® [493—331]: 169 (100), 125 (37.3)

13:5

935

MS? [935]: 915 (15.2), 897 (31.2). 633 (100), 301 (80.2)
MS?® [935—633]: 469 (11.8). 315 (12.8), 302 (14.7). 301 (100)
MS* [935—+633—301]: 300 (17.5), 285 (29.8). 257 (56.1), 229 (100), 201 (50.9), 186 (53.5)

Casuarinina

v

v

v

v

144

MS? [537]: 519 (44.5), 490 (26.1), 489 (100), 323 (24.3)
MS? [537—489]: 324 (12.3), 323 (100), 221 (26.7), 179 (26.6), 161 (12.7), 135 (53.0)

Derivado do acido cafeico

144

MS? [595]: 463 (100), 434 (12.1), 433 (47.5), 301 (18.5)
MS? [595—463]: 301 (100), 179 (55.2), 151 (28.4)

Quercetina-O-(pentosil)hexosideo

149

MS? [493]: 433 (20.1). 425 (10.6). 341 (57.1), 232 (26.3), 281 (62.9). 251 (81.3), 221 (45.7), 179
(100)
MS? [493—179]: 135 (100)

Acido cafeico-O-galoilhexosideo

MS? [595]: 463 (15.5). 301 (100)
MS?® [595—301]: 271 (45.5). 179 (50.2). 151 (100)

Quercetina-O-(pentosil)hexosideo

MS? [433]: 301 (100)
MS?® [433—301]: 300 (74.7), 258 (12.1), 257 (100), 229 (49.4), 217 (17.3)

Acido elagico-O-pentosideo

739

MS?[739]: 629 (17.1), 587 (100), 569 (21.2), 449 (15.4), 435 (40.8), 417 (16.2), 339 (22.0). 289
(14.5)

MS? [739—587]: 560 (54.8). 477 (32.4). 450 (30.9), 435 (93.1), 417 (100), 339 (43.4). 325 (35.1),
209 (21.0), 177 (23.0)

MS* [739—587—330]: 337 (100), 177 (87.6)

Desconhecido

60

MS?[457]: 296 (13.2). 295 (100)
MS? [457—295]: 180 (18.7). 179 (37.0), 149 (24.7)., 133 (39.4), 119 (100), 113 (57.4)

Sacarideo

61

16.4

MS? [513]: 427 (100), 361 (49.5). 301 (52.4), 300 (19.1), 289 (80.4), 257 (29.7)
MS? [513—301]: 257 (100)

Derivado de acido elagico

62

16.6

MS? [491]: 315 (100), 300 (25.6)
MS® [491—315]: 301 (25.5), 300 (100)

Isorhamnetina-O-glicuronideo

63

16.9

MS? [549]: 503 (100), 311 (28.7). 221 (15.1), 191 (22.3)

MS® [549—3503]: 459 (26.5), 311 (53.2), 293 (28.4), 281 (18.0), 275 (30.0), 251 (13.3), 239 (36.2),

221 (100), 191 (35.3). 161 (10.4), 143 (18.0)

Desconhecido

64

MS? [609]: 301 (100), 300 (50.8)
MS? [609—301]: 179 (54.3), 151 (100)

Quercetina-O-rutinosideo (Rutina)

MS? [645]: 475 (100), 301 (23.9)
MS? [645—475]: 323 (97.1), 313 (100). 179 (29.7)
MS?* [645—475—323]: 179 (12.8). 161 (22.7). 135 (100)

Derivado do acido cafeico

66

17.8

MS? [500]: 491 (100), 473 (30.0), 461 (42.3), 367 (64.3). 313 (22.7). 311 (36.1)
MS? [509—367]: 339 (100), 313 (25.1). 149 (58.4)
MS? [509—491]: 473 (100), 462 (25.7), 461 (37.1)

Desconhecido

67

18.3

477

MSZ [477]: 323 (100). 221 (22.4). 179 (25.6), 177 (15.0), 161 (14.0)
MS?® [477—323]: 275 (12.5). 263 (39.2), 221 (41.2), 203 (37.5), 179 (100), 179 (18.8). 177 (73.2),
35(50.2)

Derivado do acido cafeico

68

18.5

451

MSZ [451]: 341 (100)
MS? [451—341]: 323 (11.7). 231 (25.0), 219 (29.2), 217 (100), 189 (17.5), 177 (19.3)
MS* [451—341—217]: 191 (88.7), 189 (100), 153 (10.1)

Desconhecido

69

463

MS? [463]: 337 (11.4), 323 (98.1), 221 (19.4). 179 (32.9). 135 (12.5)
MS?® [463—323]: 263 (100), 245 (17.3). 221 (46.1), 179 (97.8)
MS* [463—323—179]: 135 (100)

Derivado do acido cafeico
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Tabela 13 (Continuagao) - Caracterizagao por CLAE—ESI'/EMn dos fitoconstituintes dos extratos metanolicos de Rubus grandifolius (FX: Funchal; MX: Machico)

70 192 301 MSZ [301]: 257 (100), 220 (61.8), 217 (22.0), 185 (95.4). 146 (47.3), 119 (25.7) Acido elagico v
71 192 463 MS? [463]: 302 (13.8). 301 (100) . . v v
MS? [463—301]: 273 (12.3), 271 (32.7), 257 (11.7), 255 (19.3), 179 (82.4), 151 (100) Quercetina-O-hexosideo
72 198 483 MS? [483]: 451 (17.1). 341 (23.6), 289 (100) i ] ]
MS? [483—289]: 245 (100), 205 (20.1), 203 (56.8). 187 (22.5), 179 (10.6) Derivado de catequina-O-hexosideo
. 373 . v v
73200 163 ﬁ;a {jg:L:BE](LS ?3, (1%1())(96'1) Acido elagico-O-hexosideo
74 203 463 MS? [463]: 301 (100) i )
MS? [463—301]: 271 (12.2). 179 (83.8), 151 (100) Quercetina-O-hexosideo
75 206 503 MSZ [503]: 471 (13.4). 341 (13.9). 329 (29.7). 323 (21 &), 179 (100), . ) ] ]
MS? [503—179]: 135 (100) Acido cafeico-O-dihexosideo
76 209 593 MS? [593]: 285 (100), 255 (18.1 o
MS? {593L28<]( : 25% (100)(. 241)(40‘5). 229 (53.4), 227 (22.9), 199 (22.8), 195 (35.6). 185 (17.0) Caferol-O-rutinosideo
77 210 491 MS? [491]: 323 (100). 179 (12.6) . .. )
MS? [49123231 263 (30.2), 251 (22.2), 221 (84.5). 203 (43.1). 179 (100). 135 (949) Derivado do 4cido cafeico
78 212 323 MSZ [523]: 476 (28.0), 475 (100)
MS? [523—475]: 460 (14.3), 443 (24.2), 415 (14.5), 399 (10.1), 387 (11.2), 341 (34.0), 329 (100), Derivado de tricina-O-cumaroil
327 (25.2), 315 (43.3). 297 (10.7), 283 (38.7), 271 (15.6). 195 (18.9)
MS* [523—475—329]: 315 (16.3), 314 (100), 298 (10.0). 296 (10.7), 282 (10.4), 164 (15.4). 149
(26.5)
79 221 711 MS? [711]: 665 (11.9). 503 (100) Acido triterpeno-O-hexosideo
MS? [711—503]: 439 (100), 427 (70.9), 409 (44.2). 368 (20.4) (aduto formado)
MS* [711—503—439]: 421 (31.1). 411 (47.2). 409 (100), 393 (25.0). 384 (75.0)
80 229 461 MS? [461]: 285 (100) . .
MS? [461—285]: 267 (46.0). 255 (43.2), 217 (67.8). 213 (23.4), 199 (18.5), L 75 (100), 129 (78.3) Canferol-O-glicuronideo
81 230 477 MS? [477]: 302 (15.7). 301 (100) Quercetina-O-glicuronideo v v
MS? [477—301]: 229 (12.3), 179 (74.2), 151 (100)
82 236 607 MSZ [607]: 505 (15.6), 464 (17.8). 463 (100) 3-Hidroxi-3-metilglutaril- v v
MS?® [607—463]: 301 (100), 300 (372) 179 (90.5), 151 (30.0) quercetina-O-hexosideo
83 240 593 MS? [593]: 286 (13.4), 285 (100) L
MS? [593—285]: 267 (35.6), 257 (100), 255 (12.9), 241 (35.1), 229 (75.6), 223 (32.8). 213 (36.9), Canferol-O-rutinosideo
197 (44.1), 195 (25.3). 167 (32.1). 163 (34.4). 151 (17.5)
84 241 503 ii} Egﬂi 4;799 ](218,(1)( fééf“‘”“"” (100), 251 (10.5), 179 (52.2), 177 (10.6), 161 (15.1) Acido cafeico-O-dihexosideo
85 245 433 MS? [433]: 301 (100), 300 (90.7 . . v v
MS? {4 Lko 1( 772 (100)( 57) (13.7). 255 (51.9). 179 (67.5). 151 (60.8) Quercetina-O-pentosideo
86 248 515 MSZ[515]: 353 (100), 335 (13.7), 101 (11.1), 179 (22.0). 173 (40.1) . ) L
MS? [515—353]: 191 (39.9). 179 (62.6), 173 (100). 135 (22.3) Acido 4,5-O-Dicafeoilquinico
87 251 321 MS? [321]: 303 (100), 239 (11.2), 215 (11.3) 179 (39.1), 139 (22.1), 135 (10.6 .
MS? {321L303}( 74% (56 9() °s; (100)( ’Jh)( 1() 18%(10 o() 14C)J(11 7() : Desconhecido
88 262 503 MS? [503]: 341 (10.4). 323 (100), 221 (10.9), 179 (29.9 . . . .
MS? {501L323]( 7(3(70‘4). 22% (34.4), 179)) (100), 135)(29.9) Acido cafeico-O-dihexosideo
89 268 515 MSZ? [515]: 353 (100) . ] . ]
MS? [515—353]: 191 (100). 179 (44.7), 135 (12.5) Acido 3.5-0-Dicafeoilquinico
MS* [s1<a3<36191] 173 (56.0), 127 (100), 111 (56.7). 85 (61.7)
920 26.9 505 MS? [505]: 463 (53.7), 301 (100) Quercetina-O-(acetil)hexosideo v v
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Tabela 13 (Continuagao) - Caracterizacdo por CLAE-ESI/EM" dos fitoconstituintes dos extratos metanolicos de Rubus grandifolius (FX: Funchal; MX: Machico)

MS?® [505—301]: 273 (19.4), 255 (37.2). 179 (79.1). 151 (100)

91 272 447 MS? [447]: 285 (100), 284 (68.1), 235 (28.9) _ ] vV
]\’[53 [447-’285]255 (100) Canferol—O—hex051deo

92 273 533 MS? [533]: 315 (100), 300 (34.4), 299 (21.0) . . .
MS? [533—315]: 271 (100) Derivado de isorhamnetina

93 277 547 MS? [547]: 341 (100). 281 (67.2). 251 (33.6), 221 (15.3). 179 (30.5) . v v
MS? [547—341]: 281 (100). 251 (75.8). 221 (21.8). 179 (68.2), 135 (57.3) Umbelliferona

94 279 477 MS? [477]: 433 (18.8), 315 (100) - ‘ . , v v
MS? [477—315]: 153 (100), 109 (36.0) Acido protocatecuico-O-di-hexosideo

95 282 7Il MS? [711]: 503 (100) o ] v
MS? [711—503]: 487 (13.2), 485 (100). 383 (24.8), 343 (19.7) Acido triterpeno-O-hexosideo
MS* [711—3503—485]: 419 (100). 411 (64.5), 409 (78.1). 381 (47.3), 347 (53.8). 343 (50.9), 135 (aduto formado)
(43.2)

96 287 503 MS? [503]: 341 (96.6), 281 (71.5). 251 (73.6). 221 (40.0). 179 (100) . . . . v v
MS? [503—341]: 323 (11.9), 281 (36.0), 251 (57.4), 221 (29.6), 179 (100). 135 (30.0) Acido cafeico-O-dihexosideo

97 289 417 MS? [417]: 285 (100), 255 (10.8) Canferol-O-pentosid v v
MS?® [417—285]: 255 (100), 229 (10.2), 227 (29.4), 163 (13.3 anferoTt pentosideo

98 205 547 MS? [547]: 387 (12.0), 341 (19.6). 281 (20.0). 179 (26.3). 161 (100) . vV
MS? [547—341]: 281 (100). 179 (57.4). 135 (27.5) Umbeliferona

99 300 445 MS? [445]: 314 (14.5), 269 (100), 175 (16.2) T , ] v v
MS? [445—269]: 225 (49.5). 201 (40.7), 169 (100) Apigenina-O-glicuronideo

100 307 711 MS? [711]: 665 (10.7), 504 (30.2), 503 (100) - . v v
MS? [711—503]: 486 (29.9), 485 (100), 454 (10.7), 453 (32.7) Acido triterpeno-O-hexosideo
MS* [711-5503—485]: 441 (100). 421 (16.5). 403 (11.8). 385 (19.2) (aduto formado)

101 313 679 MS? [679]: 517 (100). 499 (31.3). 455 (13.7) vV
MS? [679—517]: 499 (100), 481 (13.9), 473 (19.6). 455 (42.2), 441 (31.6), 437 (42.1), 397 (13.4). Hexosideo do dcido sanodérico C2
379 (17.1)
MS* [679—517—499]: 481 (14.5). 455 (70.6), 441 (100), 437 (16.0), 425 (15.5). 409 (11.4). 397
(46.3), 393 (11.1), 381 (13.7), 379 (10.9)

102 315 459 MS? [459]: 297 (100), 135 (19.6) vado do acido cafel vV
MS’* [459—297]: 179 (14.4), 135 (100) Dervado do acido cafeico

103 319 451 MS? [451]: 341 (100) b hecid v
MS? [451—341]: 231 (22.1), 219 (24.4), 217 (100), 189 (18.5), 177 (16.2) esconnecido
MS* [451—341—217]: 191 (97.0). 189 (100). 145 (10.9)

104 323 487 MS? [487]: 451 (31.7). 341 (70.6), 323 (61.3), 281 (36.9), 251 (35.3), 179 (100) - . . . v v
MS? [487—179]- 135 (100) Acido cafeico-O-(cumaroil) hexosideo

105 327 711 MS? [711]: 665 (14.1), 503 (100) Acido triterpeno-O-hexosideo 7
MS? [711—503]: 485 (100), 443 (10.8), 441 (11.6) (aduto formado)
MS* [711—3503—485]: 441 (38.1). 405 (18.3), 403 (25.3), 393 (100), 387 (58.2). 363 (26.1)

106 328 493 MS? [493]: 447 (80.1). 179 (48.3), 177 (14.8), 161 (100) ] v
MS? [493—161]: 133 (49.9), 129 (29.5), 111 (100) Desconhecido

107 334 695 MS? [695]: 487 (100) b Hecid vV

esconneciao

MS? [695—487]: 469 (100). 427 (11.4), 407 (21.3)
MS* [695—487—469]: 451 (43.9). 437 (28.5), 423 (59.6), 407 (100), 405 (44.2), 371 (21.5)
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Tabela 13 (Continuagao) - Caracterizacdo por CLAE-ESI/EM" dos fitoconstituintes dos extratos metanodlicos de Rubus grandifolius (FX: Funchal MX: Machico)

108 334 839 MS? [839]: 677 (100). 503 (36.5)
MS? [839—677]: 503 (100) Derivado do acido triterpeno
MS* [839—677—503]: 485 (100), 453 (30.2), 441 (19.0), 428 (10.8), 409 (25.4). 403 (11.7)
109 337 547 MS? [547]: 281 (32.0). 251 (27.6). 221 (12.6), 179 (59.7). 161 (100) . v
MS? [547179]: 135 (100) Umbeliferona
110 340 709 MS? [709]: 501 (100) N N

MS? [709—5501]: 471 (11.9), 457 (60.5), 455 (14.2), 439 (30.3), 421 (100). 403 (72.8), 387 (11.2),  Desconhecido
361 (13.9)

111 348 711 MS? [711]: 665 (12.6). 503 (100), 501 (29.7) L ] v
MS? [711—503]: 485 (100), 453 (18.3), 439 (15.4) Acido triterpeno-O-hexosideo
MS* [711—3503—485]: 453 (44.0). 439 (20.1). 421 (57.5). 419 (100), 403 (15.2). 385 (25.3) (aduto formado)

112 352 679 MS? [679]: 519 (11.5). 517 (100) v v vV
MS? [679—517]: 499 (100), 473 (20.0), 455 (10.8) Hexosideo do acido ganodérico C2
MS* [679—517—499]: 455 (52.1), 441 (27.1). 419 (35.3). 403 (100), 379 (36.0)

113 357 517 MS? [517]: 301 (100). 300 (25.8 . L . v
MS? {ﬂ'}’LaOl]( 782 7. 8() 25; (100) Derivado do acido elagico

14 359 593 MS3 [593]: 447 (11.4), 285 (100) Canferol-O-(cumaroil)hexosideo v v v v
MS® [593—285]: 257 (97.8). 255 (23.7). 241 (100). 229 (14.8). 213 (40.2)

115 362 301 MS? [301]: 273 (15.0). 235 (10.8). 179 (40.4), 151 (100) Quercetina v v

116 373 695 MS? [695]: 649 (10.4). 487 (100), 485 (12.4) N
MS? [695—487]: 467 (28.5), 425 (ﬁ 3), 423 (100), 391 (39.0) Desconhecido
MS? [695—487]: 469 (100). 427 (33.7). 425 (40.7). 423 (17 0). 373 (16.5)

117 375 711 MS?[711]: 503 (100) L . v v
MS?® [711—503]: 485 (100), 459 (13.0), 455 (18.2), 441 (53.2) Acido triterpeno-O-hexosideo
MS* [711—503—485]: 455 (29.5). 440 (100), 423 (12.1) (aduto formado)

118 379 709 MS? [709]: 501 (100) ) v v
MS? [709—501]: 483 (11.3), 471 (100). 453 (32.3) Desconhecido
MS* [709—501—471]: 453 (100), 428 (11.0), 423 (13.9), 325 (18.6)

119 385 663 MS? [663]: 503 (12.4). 501 (100), 483 (56.9). 439 (15.8) v v Y
MS? [663—301]: 483 (100), 465 (10.2), 457 (22.8), 455 (30.9) Hexosideo do acido ganolucidico B
MS*[6 63—501—483]: 465 (100). 455 (22.0). 437 22.6). 391 (87.2). 367 (65.7)

120 389 679 MS? [679]: 633 (10.7), 517 (62.4), 499 (22.2), 471 (100) v v vV
MS? [679—517]: 499 (100). 473 (72.6). 455 (15.1) Hexosideo do acido ganodérico C2
MS' [679—517—499]: 455 (89.8), 442 (81.9). 437 (20.5). 425 (13.0), 397 (26.5). 395 (50.2), 393
(85.1). 381 (100)

121 399 163 MS2[163]: 119 (100) Acido cumarico v
122 401 533 MS? [533]: 485 (100), 471 (15.4) ' - vV
MS® [533—485]: 467 (100) 441 (83.8), 425 (22.3), 423 (30.2), 381 (31.2). 310 (14.0) Acido 12-hidroxiganodérico C2

MS* [533—485—441]: 423 (100). 379 (49.0)

R= Tempo de retengio

Fonte: Adaptado de Spinola (2018).
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A andlise e discussdo do perfil fitoquimico de R. grandifolius coletado em dois locais
diferentes da Ilha da Madeira (Funchal e Machico), descrito na Tabela 13, encontra-se reportado
no estudo realizado por Spinola (2018) e foi utilizada em nossa investigagao na relagao entre

composto e atividade antimicrobiana.

5.2.2 Perfis cromatograficos dos extratos metandlicos dos frutos de Rubus grandifolius no

modo positivo de ionizaciao

A Figura 22 representa os cromatogramas dos extratos metandlicos dos frutos de R.
grandifolius, coletados em dois locais diferentes, analisados no modo positivo de ionizacao
(ESI"). Esses dados foram utilizados para a identificagdo de antocianinas e para fins de
confirmacao. A deteccao e a identificagdo dos picos estao apresentadas na Figura 22 e na Tabela

14, respectivamente.

Figura 22 - Cromatogramas obtidos por CLAE-ESI"/EM" dos extratos metandlicos dos frutos de Rubus
grandifolius coletados em Funchal (FX) e Machico (MX)

ETE

: ]'2 Funchal (FX)

- 2 20
5 ] ' , 28

. A
ﬂf- 2 :

" Machico (MX)

. . ||

’ ) V13 20 53 28 36

= / i'\ s L’\ - | ) rd \%1_ ] J_,_I_H_ 1
: ' o = ——

Fonte: Spinola (2018).
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Tabela 14 - Caracterizagdo por CLAE-ESI"/EM" de antocianinas dos extratos metanolicos de frutos de Rubus grandifolius (FX: Funchal; MX: Machico)

N° I . M-HI"  CLAE-DAD-ESIEM" Identificacéio atribuida Frutos
(min)  (m/2) m/z (% pico base)

FX MX

2 3.6 449 MS? [449]: 317 (17.4), 303 (61.9), 287 (100) o , v v
MS? [449287]: 241 (82.2), 213 (100). 175 (57.6). 161 (87.3), 153 (78.9) Cianidina-O-hexosideo

10 43 581 MS?[581]: 449 (51.9), 287 (100) o . , v
MS? [581—287]: 241 (82.2), 213 (100), 175 (57.6). 161 (87.3), 153 (78.9), 137 (24.6), 109 (19.2) ~ Cianidina-O-pentosil (hexosideo)

12 44 449 MS? [449]: 317 (17 4), 303 (61.9), 287 (100) Ciamiding.3-O-elicosid v v
MS? [449—287]: 241 (82.2), 213 (100), 175 (57.6), 161 (87.3), 153 (78.9), 137 (24.6), 109 (19.2)  -1anidina-3-L=glicosideo

13 54 419 MS? [419]: 317 (17.4), 303 (61.9), 287 (100) I , v
MS: [419—287]: 241 (82.2). 213 (100), 175 (57.6). 161 (87.3). 153 (78.9). 137 (24.6), 100 (19.2) C1anidina-O-pentosideo

17 62 449 MS? [449]: 317 (17.4), 303 (61.9), 287 (100) Cianidina-O-hexosideo v v
MS? [449—287]: 241 (82.2), 213 (100), 175 (57.6), 161 (87.3), 153 (78.9), 137 (24.6), 109 (19.2)

20 66 419 MS? [419]: 317 (17.4), 303 (61.9), 287 (100) Cianidina-O-ventosides v v
MS® [419—287]: 241 (82.2), 213 (100), 175 (57.6). 161 (87.3). 153 (78.9). 137 (24.6). 109 (192) ~ P

23 75 449 MS? [449]: 317 (17.4), 303 (61.9), 287 (100) CiamidinaO-hoxosid v v
MS? [449287]: 241 (82.2), 213 (100), 175 (57.6). 161 (87.3), 153 (78.9), 137 (24.6), 109 (19.2) ‘-1anidina-t/-nexosideo

26 87 449 MS? [449]: 317 (17.4), 303 (61.9), 287 (100) CianidinaO-hexosid v
MS?® [449—287]: 241 (82.2), 213 (100), 175 (57.6), 161 (87.3). 153 (78.9), 137 (24.6), 100 (19.2) — CIna-brHexosiceo

28 389 535 MS? [535]: 449 (51.3), 287 (100) Cianidina-O-(malonil) v oY
MS?® [535—287]: 257 (100), 213 (55.1), 175 (57.6). 161 (87.3), 153 (78.9). 137 (24.6), 109 (19.2)  hexosideo

30 91 593 MS?[593]: 287 (100) Cianidina-O- v v

MS? [593—287]: 257 (82.2), 213 (100), 175 (57.6). 161 (87.3), 153 (78.9), 137 (24.6). 109 (19.2)  dioxaloilglicosideo
36 103 491 MS? [491]: 449 (31.4), 287 (100) CinmidinaO-(acetil) hexosid
MS? [491-287]: 241 (82.2). 213 (100), 175 (57.6). 161 (87.3), 153 (78.9), 137 (24.6), 100 (19.2)  Cianidina-O-(acetil) hexosideo

Fonte: Adaptado de Spinola (2018).
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Conforme demonstrado e discutido no item 5.1, o extrato metanolico de frutos de R.
grandifolius apresentou-se como o extrato mais efetivo dentre todos os testados. Acreditamos
que isso foi possivel devido a grande diversidade de contetido fendlico presente nesse extrato.
De fato, segundo Das e colaboradores (2017), acredita-se que o efeito antibacteriano de
compostos fenolicos depende das estruturas da superficie celular das bactérias, substituintes no
anel benzénico e o comprimento da cadeia lateral saturada dos acidos fendlicos. Com relacao
as bactérias Gram-positivas, acredita-se que os compostos com atividade antibacteriana possam
destruir a parede celular bacteriana e causar o vazamento e coagulagdo do seu conteudo
citoplasmatico. Com relagdo as bactérias Gram-negativas, essas possuem uma superficie
hidrofilica com a presen¢a do lipopolissacarideo como molécula base em sua membrana
externa, o que impede a acao de substancias hidrofobicas externas, conferindo a essas bactérias
uma maior resisténcia aos compostos antibacterianos (TIAN et al., 2018).

Ha estudos demonstrando a atividade antibacteriana dos compostos que estao presentes
no extrato de frutos de R. grandifolius. Rauha e colaboradores (2000) realizaram uma triagem
antimicrobiana de 13 compostos fendlicos (substancias puras) e 29 extratos vegetais, frente a
nove espécies microbianas (4Aspergillus niger, B. subtilis, Candida albicans, E. coli, M. luteus,
P. aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae, S. aureus e S. epidermidis). Um dos compostos
fenolicos avaliados neste estudo e que apresentou os melhores resultados foi a quercetina,
presente nos extratos de frutos investigados no nosso estudo (Composto 115), apresentando
atividade principalmente contra bactérias Gram-positivas (moderada a forte) e menor atividade
contra bactérias Gram-negativas (ligeira a moderada). Autores descrevem que a quercetina pode
atuar essencialmente pela inibi¢do enzimatica da DNA girase (BORRAS-LINARES et al.,
2015; CUSHNIE; LAMB, 2005), mecanismo de acdo utilizado pelas quinolonas.

Naz e colaboradores (2007) investigaram o potencial antibiotico de alguns compostos
fendlicos, dentre eles, a quercetina e a cianidina-3-O-glicosideo, que também estao presentes
nos frutos dos extratos investigados neste estudo (Compostos 115 e 12, respectivamente). Os
compostos exibiram atividade substancial contra espécies de corinebactérias, estafilococos e
estreptococos, B. subtilis, Shigella, Salmonella, Vibrio cholerae, E. coli, entre outras. No
entanto, esses compostos foram mais ativos contra espécies Gram-positivas do que frente as
Gram-negativas.

Alves e colaboradores (2013) investigaram a atividade antimicrobiana através da
determinagdo da CIM de diferentes compostos fenolicos presentes em espécies de cogumelos
silvestres, dentre eles o acido elagico, quercetina e acido cumarico (Compostos 70, 115 e 121

detectados em nosso estudo, respectivamente), frente a cepas isoladas de pacientes doentes
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internados em hospitais do municipio de Chaves, Portugal, a saber: seis bactérias Gram-
positivas [Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), isoladas de exsudatos de feridas, S. epidermidis, E. faecalis e
L. monocytogenes isolados de hemocultura e Streptococcus agalactiae isolado de swab vaginal]
e cinco bactérias Gram-negativas (E. coli resistente a levofloxacina, ciprofloxacina e ampicilina
e intermedidria & amoxicilina/acido clavulanico, Proteus mirabilis ¢ Morganella morganii,
isoladas da urina, Pasteurella multocida isoladas do liquido sinovial e Neisseria gonorrhoeae
isolada do exsudato uretral). Estes compostos demonstraram ser ativos frente a algumas
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, dentre elas uma cepa de E. coli, Pasteurella
multocida, MRSA e L. monocytogenes, com CIM variando de 500 a 1000 pg/mL.

A andlise do conteudo fenolico presente no extrato de frutos de R. grandifolius nos faz
acreditar que a atividade antibacteriana observada em nosso estudo se deva pela agdao conjunta

de diversos compostos fendlicos e ndo por apenas um composto isolado.
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6 CONCLUSOES

Somados, os resultados obtidos permitem concluir que:

e Dos vinte extratos metandlicos de diferentes partes de espécies vegetais procedentes da
ITha da Madeira e Agores, Portugal, onze mostraram-se ativos frente a pelo menos uma
das cepas bacterianas testadas;

e Entre as onze amostras que se mostraram ativas, o extrato metanolico de R. grandifolius
foi o mais efetivo, juntamente com S. lanceolata, sendo ativo frente a todas as cepas
testadas e efeito bactericida sobre as trés cepas de P. aeruginosa, inclusive a clinica
humana;

e A atividade antibacteriana observada para o extrato de frutos de R. grandifolius se deve,
provavelmente, pela acdo combinada dos diversos compostos fenolicos presentes no
extrato;

e A atividade antibacteriana de R. grandifolius ¢ considerada fraca segundo Kuete (2010);
0o que ndo impede de especularmos o potencial antibacteriano dessa planta que ¢
amplamente utilizada no tratamento de processos infecciosos;

e A caracterizagdo quimica dos extratos metanolicos das folhas e frutos de R. grandifolius
demonstrou a presenca de diversas classes de metabolitos secundarios, em especial os
compostos fenolicos (antocianinas, outros flavonoides, acidos fenodlicos, terpenoides,

cumarinas e acidos organicos).
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Abstract

Bacterial infections represent a serious health care problem mainly due to the misuse and overuse of antibiotics, with
consequent emergence of multidrug resistant bacterial strains. Then, because the urgent need to find novel and alternative
antibacterial agents, the present work focuses on the synthesis of arylfuran derivatives with potential antimicrobial activity.
Eighteen arylfuran derivatives were synthesized and evaluated for their antibacterial activity against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. Among them, seven compounds containing an amino group in their
structure showed activity, with compound 24 being the most effective against both Gram-negative (E. coli, MIC = 49 uM)
and Gram-positive (S. aureus, MIC = 98 uM) bacteria, besides having exhibited a modest activity against P. aeruginosa
(MIC = 770 uM). In addition, based on in silico studies, this is a druglike compound since it does not violate any rules for
predicting oral bioavailability. In this context, the significant antibacterial potential and the low similarity with known
antibiotics indicate the innovative aspect of compound 24.

Keywords Arylfuran derivatives - Antibacterial agents + Oral bioavailability - Innovative compound

Introduction emergence of multidrug resistant (MDR) bacteria limits the

effectiveness of therapeutic options, representing a serious

Bacteria are present everywhere and can cause a variety of
infections that, if untreated, it can develop into much more
serious consequences [l=3]. Currently, the increasing
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public health problem [4-6].

Based on this the World Health Organization (WHO)
declared the antimicrobial resistance (AMR), mainly the
antibiotic (antibacterial) resistance (AR), as a major global
public health problem of the 21st century, and requested the
intervention of the scientific community to the research,
discovery, and development of new innovative antibiotics
[7]. In fact, although there has been an increase in the
number of the FDA approved antibacterial agents in
2018-2019, the number and efficacy of these new drugs is
far from sufficient [8].

As example of this worrying scenario related to the
incidence of infections caused by MDR pathogens, it can

ion the quinol and fluoroquinol whose use
and rate of resistance have been increasing around the world
[9]. and the significant toxicity (nephrotoxicity) of the
polymyxin B and colistin, considered the last-line options
for the treatment of infections caused by MDR Gram-
negative bacteria such as Pseud. aerugi Aci-
netobacter b ii and Klebsiella p iae [10].
Therefore, it is urgent and necessary that new approaches to
treat bacterial infections are found.
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ABSTRACT

The marine environment has been receiving attention from scholars in the field of
bacterial resistance to antimicrobials over the last few decades, mainly due to the
presence, in this environment, of a great diversity of bacterial species carrying
genetic elements involved with resistance and of free genes that encode
mechanisms of resistance. resistance. On the other hand, studies point to the sea
as a promising source of new compounds with antibiotic effect, many of them
active against pathogenic bacteria. These studies have collaborated in
understanding the origin and dynamics of antimicrobial resistance in bacterial
communities in their natural habitat. Thus, the present work consists of a current
and relevant review of the literature with regard to the importance of the marine
environment and its relationship with bacterial resistance to antimicrobials, and
addresses general aspects of this phenomenon, the main marine bacterial species
carrying resistance genes and the impact of this relationship on human health.

Keywords: Marine environment; Antimicrobial resistant bacteria; Resistance
genes; Public health.

RESUMO

O ambiente marinho vem recebendo atengao de estudiosos da area de resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos ao longo das tultimas décadas, principalmente
devido a presenca, nesse ambiente, de grande diversidade de espécies bacterianas
carreando elementos genéticos envolvidos com a resisténcia e de genes livres que
codificam mecanismos de resisténcia. Por outro lado, estudos apontam o mar
como uma fonte promissora de novos compostos com efeito antibidtico, muitos
deles ativos contra bactérias patogénicas. Estes estudos tém colaborado no
entendimento da origem e da dinamica da resisténcia anti
comunidades bacterianas em seu habitat natural. Assim, o presente trabalho
consiste em uma revisio atual e relevante da literatura no que diz respeito a
importancia do ambiente marinho e a sua relacdo com a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos, e aborda aspectos gerais desse fendmeno, as principais espécies

icrobiana nas
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APENDICE A - Resumo intitulado " Polygonum hydropiperoides Michx. (Polygonaceae
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forma de poster no III Simpdsio Nacional em Ciéncias Farmacéuticas (SINCIFAR), 07 a
09 de novembro de 2018, Belo Horizonte (MG)
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Polygonum hydropiperoides MICHX. (POLYGONACEAE JUSS.): UMA FONTE
NATURAL DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS COM EFEITO ANTIBIOTICO

MORAES, W. G.}; COSTA, Y. F. G.}; FERNANDES, L. S.; BOTTARO, P. H. T.}; FURTADO, A.
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Introdugdo: Polygonum hydropiperoides Michx. (Polygonaceae Juss.), popularmente conhecida
como erva-de-bicho, é tradicionalmente utilizada no tratamento de feridas, e como anti-
hemorragica, diurética e vermicida. Quimicamente, apesar da diversidade de metabdlitos
secundarios descrita no género Polygonum, incluindo compostos fendlicos e flavonoides, relatos na
literatura sobre os fitoconstituintes desta planta medicinal s3o escassos. Objetivos: Quantificar o
teor de fendis e flavonoides totais e avaliar o potencial antibidtico dos extratos hexanico (EH), em
acetato de etila (EAE) e etandlico (EE) das partes aéreas de P. hydropiperoides. Metodologia: Os
teores de fendis e flavonoides totais foram determinados espectrofotometricamente. O efeito
antibiético foi investigado por meio das determinages da concentragdo inibitéria minima (CIM) pelo
método de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2012) e da concentragdo bactericida minima (CBM),
classificando o efeito como bactericida ou bacteriostitico (ANDREWS, 2001). Cepas de referéncia
ATCC® Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 6538™, ATCC® 25923™ e ATCC® 292137),
Escherichia coli (ATCC® 10536~ e ATCC® 259227), Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Choleraesuis (ATCC® 10708™), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC®
133117), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027™ e ATCC® 27853™) foram testadas. Resultados e
Discuss3do: Os teores de fendis totais variaram de 17,44 + 1,15 a 290,91 + 2,70 mg/g equivalente
a acido galico (EAG) e de flavonoides totais variaram de 0,12 + 0,06 a 20,18 = 0,11 mg/g
equivalente a quercetina (EQ). Entre os extratos investigados, EAE mostrou-se o mais eficiente,
sendo ativo frente as cepas testadas, com CIM de 1250 e 5000 pg/mL para as Gram-positivas e
Gram-negativas, respectivamente. Ainda, EAE apresentou efeito bactericida para P. aeruginosa
(ATCC® 90277) e bacteriostatico para as demais. Provavelmente, o efeito antibiético esteja
relacionado a alta presenca dos compostos fendlicos. Conclusdo: Os resultados sugerem que A.
hydropiperoides é uma fonte natural promissora de substancias bioativas com potencial antibiético.
Agradecimentos: UFJF (Projeto n° 42084), FAPEMIG (CDS-APQ-04680-10) e CAPES (Portaria
001).
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