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RESUMO

A Vernonia polyanthes Less., conhecida popularmente como assa-peixe, ¢
tradicionalmente utilizada no tratamento de diversas afec¢des, incluindo aquelas do sistema
urindrio. Com base nisso, surgiu a hipdtese de que extratos dessa planta possam atuar sobre
Escherichia coli uropatogénica (UPEC), principal causadora de infec¢des do trato urinario
(ITUs). Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana de extratos
etanolicos de folhas de V. polyanthes frente a cepas de E. coli de referéncia e clinicas
uropatogénicas, além de caracterizar quimicamente esses extratos e avaliar sua atividade
antioxidante, fornecendo dados cientificos para o uso medicinal dessa planta no tratamento de
ITUs. Os extratos etanolicos 50% (EE-50), 70% (EE-70) e 100% (EE-100) foram obtidos por
extragdo em banho ultrassonico utilizando etanol nas respectivas concentragdes. A
caracterizacdo quimica foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD), enquanto os teores de fenois e flavonoides totais
foram determinados pelos métodos de Folin-Ciocalteau e complexagdo com cloreto de
aluminio, nesta ordem. A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), e o potencial antibacteriano foi investigado
pelo método de microdiluigdo em caldo, para determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM), seguido de subcultivo para determinagdo da Concentracdao Bactericida Minima (CBM)
e classificagcdo do efeito antibacteriano frente a um painel contendo duas cepas de referéncia e
oito clinicas de E. coli, perfazendo um total de dez. Os resultados indicaram rendimentos
semelhantes para os trés extratos. A caracterizagdo por CLAE-DAD mostrou que o acido 5-
cafeoilquinico ¢ o composto majoritario de EE-50, EE-70 e EE-100. A determinacdo dos fendis
totais revelou que EE-50 e EE-70 apresentaram quantidades estatisticamente iguais e superiores
a EE-100 desses compostos. Quanto aos flavonoides totais, o EE-100 apresentou a maior
concentragdo desses fitoconstituintes. A atividade antioxidante mostrou que todos os extratos
inibem o radical livre DPPH, com destaque para EE-50, que apresentou a menor concentragao
inibitoria 50% (Clso) de 3,81 + 0,44 pg/mL. A avaliagdio do potencial antibacteriano
demonstrou que os extratos inibiram o crescimento de oito das dez cepas de E. coli testadas,
com CIM variando entre 625 ¢ 5.000 pg/mL. O EE-100 apresentou atividade moderada a fraca,
com valores de CIM mais baixos do que os encontrados nos extratos EE-50 ¢ EE-70. Esses
resultados indicam que os extratos etanolicos de folhas de V. polyanthes possuem potenciais
atividades antioxidante e antibacteriana, provavelmente relacionadas a presenca de acidos

fenolicos e flavonoides, respectivamente. O campo de estudo continua aberto para novas



metodologias de extragdo, com o objetivo de otimizar a obtengao de extratos com caracteristicas
ainda mais promissoras, visando o desenvolvimento de derivados vegetais para o tratamento de

distarbios inflamatorios e infecciosos causados por UPEC.

Palavras-chave: Vernonia polyanthes; plantas medicinais; Escherichia coli uropatogénica

(UPEC); antibacterianos; infec¢do do trato urinario (ITU).



ABSTRACT

Vernonia polyanthes Less., commonly known in Brazil as "assa-peixe", is traditionally
used to treat various ailments, including those affecting the urinary system. Based on this, the
hypothesis arose that extracts from this plant might act on uropathogenic Escherichia coli
(UPEC), the primary cause of urinary tract infections (UTIs). In this context, the aim of this
study was to evaluate the antibacterial activity of ethanolic extracts from V. polyanthes leaves
against reference E. coli and clinical uropathogenic E. coli strains, as well as to chemically
characterize these extracts and assess their antioxidant activity, providing scientific data to
support the medicinal use of this plant in UTI treatment. Ethanolic extracts at concentrations of
50% (EE-50), 70% (EE-70), and 100% (EE-100) were obtained by ultrasonic bath extraction
using ethanol at the respective concentrations. Chemical characterization was performed by
high-performance liquid chromatography coupled with diode array detection (HPLC-DAD),
while the total phenolic and flavonoid contents were determined by the Folin-Ciocalteu and
aluminum chloride complexation methods, respectively. Antioxidant activity was assessed
using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging method, and
antibacterial potential was investigated using the broth microdilution method to determine the
Minimal Inhibitory Concentration (MIC), followed by subculturing to determine the Minimal
Bactericidal Concentration (MBC) and classify the antibacterial effect against a panel
consisting of two reference strains and eight clinical E. coli strains, totaling ten strains. The
results showed similar yields for all three extracts. HPLC-DAD characterization revealed that
5-caffeoylquinic acid is the major compound in EE-50, EE-70, and EE-100. The total phenolic
determination indicated that EE-50 and EE-70 contained statistically similar and higher
amounts of these compounds compared to EE-100. As for total flavonoids, EE-100 had the
highest concentration of these phytoconstituents. The antioxidant activity showed that all
extracts inhibited the DPPH free radical, with EE-50 standing out, showing the lowest 50%
inhibitory concentration (ICso) of 3.81 + 0.44 pg/mL. The evaluation of antibacterial potential
demonstrated that the extracts inhibited the growth of eight out of the ten E. coli strains tested,
with MIC values ranging from 625 to 5,000 pg/mL. EE-100 exhibited moderate to weak
activity, with MIC values lower than those found in EE-50 and EE-70. These results suggest
that ethanolic extracts from V. polyanthes leaves possess potential antioxidant and antibacterial
activities, likely related to the presence of phenolic acids and flavonoids, respectively. The field

remains open for the development of new extraction methodologies aimed at optimizing the



extraction of more promising extracts, with the goal of developing plant-derived products for

the treatment of inflammatory and infectious disorders caused by UPEC.

Keywords: Vernonia polyanthes; medicinal plants; uropathogenic Escherichia coli (UPEC);

antibacterial agents; urinary tract infections (UTI).
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1 INTRODUCAO

As infecgdes do trato urinario (ITUs) sdo altamente prevalentes e podem afetar qualquer
parte do sistema urinario, incluindo a uretra, a bexiga, os ureteres e os rins (Foxman, 2014;
Mancuso et al., 2023). Essas infecgdes apresentam taxas elevadas de incidéncia, especialmente
entre mulheres, criangas e idosos (Flores-Mireles et al., 2015). De fato, a incidéncia de ITUs ¢
significativamente maior nas mulheres do que nos homens, devido a caracteristicas fisiologicas
e anatoOmicas, como a menor distancia até a bexiga em comparacdo com os homens. Estima-se
que entre 50 e 60% das mulheres adultas sofrerdo pelo menos um episoédio de ITU ao longo de
suas vidas (Geerlings, 2016; Medina; Castillo-Pino, 2019).

Diante desse cenario, os impactos economicos da morbidade associada as ITUs sdo
expressivos, gerando um custo anual estimado em aproximadamente 3,5 bilhdes de dolares
apenas nos Estados Unidos (Flores-Mireles et al., 2015). No Brasil, entretanto, ainda ha
caréncia de dados robustos que permitam uma estimativa precisa dos custos decorrentes dessas
infec¢des. As ITUs figuram entre as complicagdes infecciosas mais frequentes no contexto das
infecg¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), anteriormente conhecidas como infec¢des
hospitalares ou nosocomiais, representando uma ameaca significativa a saide dos pacientes e
um desafio substancial para os profissionais e instituicdes de satde (Mengistu et al., 2023). A
preocupacao em torno dessas infecgdes se deve nao apenas a sua alta prevaléncia, mas também
a capacidade dos microrganismos envolvidos de compartilharem mecanismos de resisténcia, o
que frequentemente resulta em falhas terapéuticas (Medina; Castillo-Pino, 2019).

No que se refere a etiologia, essas infec¢cdes podem ser causadas por diversos tipos de
microrganismos, mas a maioria dos casos de bacteriuria assintomatica, cistite, pielonefrite e
ITU associada ao cateter € atribuida a bactérias, especialmente Escherichia coli uropatogénica
(UPEC), principal agente infeccioso tanto em ITUs ndo complicadas quanto complicadas
(Flores-Mireles et al., 2015; Foxman, 2014; Geerlings, 2016; Medina; Castillo-Pino, 2019).

O tratamento das ITUs geralmente envolve o uso de antimicrobianos. No entanto, a
emergéncia continua da resisténcia a esses medicamentos, juntamente com a compreensao
crescente dos efeitos prejudiciais dos antibioticos (ANTs) de amplo espectro na satde da
microbiota benéfica do hospedeiro, tem destacado as fragilidades no atual paradigma de
tratamento (Klein; Hultgren, 2020). Investigacdes epidemioldgicas apontam que cepas de
UPEC apresentam taxas de resisténcia acima de 20% aos ANTs utilizados como primeira e

segunda linhas de escolha para o tratamento dessas infecgdes (WHO, 2022). Portanto, ¢
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evidente a necessidade de pesquisas voltadas para a descoberta e o desenvolvimento de novas
opgoes terapéuticas.

Na busca por alternativas de tratamento, os metabolitos produzidos por produtos
naturais (PNs) representam uma fonte valiosa de substancias potenciais. O Brasil, detentor da
maior biodiversidade do mundo, possui uma longa tradi¢do no uso de plantas medicinais para
o tratamento de diversas doengas. Essa pratica tem suas raizes no conhecimento acumulado por
povos indigenas, portugueses e africanos (Berlinck et al., 2017; Braga, 2011; Brasil, 2009;
Dutra et al., 2016).

Inserida nessa biodiversidade, encontra-se a Vernonia polyanthes (Spreng.) Less.
(Asteraceae Bercht. & Presl), conhecida popularmente como assa-peixe. Esta planta nativa
silvestre € comumente encontrada no cerrado dos estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso
e Sao Paulo (Alves; Neves, 2003). A V. polyanthes ¢ amplamente utilizada na medicina
tradicional para tratar disfun¢des renais, infec¢des, feridas, afeccdes da pele, disturbios
respiratorios, tor¢des, fraturas, contusdes, luxacdes, dores musculares e processos
inflamatérios. Além disso, possui propriedades antimicobacteriana, cicatrizante, tonica,
emenagoga, hipotensiva e diurética (Alves; Neves, 2003; Kiplimo, 2016; Lorenzi; Matos, 2008;
Oliveira et al., 2007).

Desde 2010, nosso grupo de pesquisa tem explorado extratos, fracdes e compostos
obtidos de flores, folhas e ramos de V. polyanthes, bem como substancias adquiridas
comercialmente que estdo presentes nessa espécie vegetal, para investigar suas propriedades
bioldgicas e/ou farmacologicas. Esses estudos abrangem atividades anti-inflamatoria sistémica
(Temponi et al., 2012) e topica (Minateli et al., 2017; Rodrigues et al., 2016), antinociceptiva
(Temponi et al., 2012), cicatrizante (Sousa et al., 2016), antioxidante (Minateli et al., 2017) e
antibacteriana (Gitirana de Santana et al., 2023).

Por exemplo, nossas pesquisas tém revelado o potencial antibacteriano de derivados
vegetais de V. polyanthes, especialmente contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) (Gitirana de Santana et al., 2023). Devido ao uso
etnofarmacologico dessa espécie vegetal no tratamento de disfungdes renais e infecgdes, surgiu
a hipotese de que seus extratos também possam exercer efeitos sobre UPEC. Ademais, foi
documentado que niveis elevados de espécies reativas de oxigénio modificam a sinalizagdo
celular de proteinas do hospedeiro, favorecendo infecgdes bacterianas e processos inflamatérios
(Oliveira et al., 2018). Assim, pode-se inferir que a atividade antioxidante do extrato etandlico
e fragdes dos ramos de V. polyanthes, observada por Minateli et al. (2017), também possa ser

detectada nos extratos etanolicos de suas folhas. Isso pode contribuir para o tratamento de ITUs,
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visto que o sistema de defesa antioxidante tem a fun¢ao de inibir e/ou reduzir os danos causados
pela agdo deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas nao radicais (Barbosa et al., 2010).

Considerando o contexto apresentado, o objetivo deste estudo foi investigar o perfil
quimico, a atividade antioxidante e o potencial antibacteriano de extratos etandlicos obtidos de

folhas de V. polyanthes contra UPEC.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Esta revisao da literatura consistiu na busca e andlise de referéncias bibliograficas
principalmente relacionadas a definicao, etiologia e tratamento das ITUs, bem como ao género,
familia, composi¢do quimica e propriedades bioldgicas de V. polyanthes. A pesquisa foi
realizada em bases de dados cientificas consolidadas, incluindo PubMed/NLM (U.S. National
Library of Medicine), Web of Science, Science Direct, Scopus, Google Scholar, Portal de
Periddicos CAPES (Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), SciELO
(Scientific Electronic Library Online) e LILACS (Literatura Latino-americana e do Caribe em

Ciéncias da Saude), no periodo de novembro de 2020 a fevereiro de 2025.

2.1 ABORDAGEM COMPREENSIVA DAS INFECCOES DO TRATO URINARIO (ITUs)

As ITUs sdo predominantemente causadas por bactérias e geralmente caracterizadas
pela presenca desses patdogenos em concentragdes > 10° Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC)/mL, dependendo do tipo de amostra de urina obtida (Xicohtencatl-Cortes et al., 2022),
associadas a sinais e sintomas clinicos. Essas infec¢des podem afetar qualquer parte do sistema
urindrio, incluindo uretra, bexiga, ureteres e rins (Mancuso et al., 2023).

As ITUs sdao comuns em todos os individuos, independentemente da idade ou sexo, uma
vez que a uretra funciona ndo apenas como um canal para a saida da urina, mas também como
uma via de entrada para as bactérias no trato urindrio (Kaur; Kaur, 2021).

A patogénese dessas infec¢des envolve a adesdo inicial, com subsequente invasdo e
multiplicagdo de microrganismos nos tecidos afetados, desencadeando uma resposta
inflamatoria. Em geral, as ITUs tém inicio quando uropatdégenos residentes no intestino
colonizam a uretra e, posteriormente, a bexiga, utilizando adesinas especificas (Mancuso et al.,
2023; Zhou et al., 2023).

Se a resposta inflamatdria do hospedeiro ndo elimina completamente essas bactérias,
elas se multiplicam, produzindo toxinas e enzimas que promovem sua sobrevivéncia. A
colonizagdo subsequente dos rins pode evoluir para bacteremia se os patogenos atravessarem a
barreira epitelial renal (Mancuso et al., 2023).

A gravidade das infecgdes sintomaticas depende da localizacdo afetada e da resposta
imunoldgica do paciente. A cistite aguda, caracterizada por sintomas como distria (sensagao
de dor, ardéncia ou desconforto ao urinar) e polaciuria (aumento da frequéncia urinaria),

geralmente esté restrita ao trato urindrio inferior (Klein; Hultgren, 2020).
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Em contraste, a pielonefrite aguda, que afeta os rins e pode se disseminar para
compartimentos sistémicos, ¢ mais grave. Nem toda bacteridria resulta em resposta clinica ou
doenca, enfatizando a importancia da distingdo na patogénese das ITUs e na implementacao de
tratamento adequado (Klein; Hultgren, 2020).

Didaticamente, as ITUs podem ser classificadas em nao complicadas e complicadas. As
ITUs nao complicadas ocorrem em pacientes sem disfun¢des ou anormalidades do trato urinario
que predisponham a infec¢do, como ¢ o caso de mulheres ndo gravidas e pré-menopausicas,
sem anormalidades urolégicas relevantes ou comorbidades conhecidas. Essas infec¢gdes podem
ser subdivididas em ITU baixa, que afeta a bexiga (cistite), ou ITU alta, que acomete os rins
(pielonefrite) (Whelan; Lucey; Finn, 2023).

Por outro lado, as ITUs complicadas ocorrem em homens, mulheres gravidas, pacientes
com anomalias anatdomicas ou funcionais, doencas renais, cateteres urinarios de demora ¢
aqueles com certas comorbidades imunossupressoras ou exposi¢ao prévia a ANTs (Whelan;
Lucey; Finn, 2023). Essas infec¢des requerem terapia prolongada e aumentam o risco de
processos cronicos e/ou recorrentes (Kot, 2019).

A diferenciagado entre ITUs nao complicadas e complicadas ¢ crucial para o tratamento,
uma vez que os riscos de complicagdes e falha terapéutica sdo significativamente maiores em
pacientes com ITU complicada. Essa disting@o orienta a escolha do regime terapéutico mais
adequado, visando melhorar os resultados clinicos e mitigar os riscos associados (Geerlings,
2016).

Segundo Bartoletti et al. (2016), as ITUs afetam mais de 30% da populacdo mundial.
Essa prevaléncia esta em ascensdo globalmente, impulsionada por uma interagdo complexa de
fatores de risco sociais, comportamentais e relacionados ao estilo de vida.

Entre os fatores sociais, destacam-se o acesso limitado aos cuidados de saude, condi¢des
socioecondmicas desfavoraveis e baixos niveis de educacdo e conscientizacao.
Comportamentos de risco incluem praticas de higiene inadequadas, atividade sexual e uso de
roupas intimas apertadas. Além disso, estilos de vida caracterizados por hidratacao inadequada,
dietas insuficientes, uso de produtos de higiene intima que alteram o pH vaginal e o uso
prolongado de cateteres urindrios também contribuem para o aumento da incidéncia de ITUs
(Mititelu et al., 2024).

As ITUs estdo entre as doencgas infecciosas mais prevalentes globalmente, acometendo
tanto individuos na comunidade quanto em ambientes hospitalares. Essa ampla distribuigdo
evidencia a relevancia clinica das ITUs e configura um sério desafio para a satide publica

(Flores-Mireles et al., 2015; Foxman, 2014; Zhou et al., 2023). Estimativas mundiais indicam



25

que, em 2019, aproximadamente 405 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com ITU,
resultando em cerca de 237 mil mortes atribuidas a infeccao (Zeng et al., 2022). No Brasil, entre
os anos de 2018 e 2022, mais de 75 mil casos de cistite culminaram em internagdes hospitalares,
com uma taxa de mortalidade de 3,45% entre os pacientes internados (Moura et al., 2024).

As ITUs sdo as infecgdes ambulatoriais mais frequentes, acarretando elevados custos
médicos (Medina; Castilho-Pino, 2019). Em geral, estima-se que quase metade de todas as
mulheres (50 a 60% das mulheres adultas) e 12% dos homens terdo uma ITU ao longo de suas
vidas. Aproximadamente um quarto dessas mulheres tera uma infeccao recorrente dentro de 6
a 12 meses (Brumbaugh; Mobley, 2012; Medina; Castilho-Pino, 2019).

Essas infecgdes também sdo responsaveis por aproximadamente 40% de todas as
infeccdes adquiridas em ambiente hospitalar e estdo associadas a 50% dos casos de bacteremia,
resultando em hospitalizagdes prolongadas e aumentando as taxas de morbidade e mortalidade
dos pacientes (Karam et al., 2019). De fato, as ITUs causam morbidade significativa em
lactentes do sexo masculino ndo circuncidados (em decorréncia da colonizagdo do prepucio),
homens idosos e mulheres de todas as idades (Flores-Mireles et al., 2015; Olson; Dudley; Rowe,
2022).

No contexto da etiologia das ITUs, as bactérias sdo os principais agentes causadores,
embora fungos como espécies do género Candida e alguns virus também possam ser
responsaveis em casos mais raros (Mancuso et al., 2023; Xicohtencatl-Cortes et al., 2022). A
bacteritiria assintomatica, a cistite, a pielonefrite e a ITU associada ao cateter sao
predominantemente causadas por bactérias (Flores-Mireles et al., 2015; Foxman, 2014).

Bactérias Gram-negativas provenientes do trato intestinal, particularmente da ordem
Enterobacterales, sdo causas comuns de ITUs (Adeolu et al., 2016; Al Lawati; Blair; Larnard,
2023; Bader et al., 2020). Os principais agentes etiologicos de ITUs ndo complicadas sdo
Escherichia coli, pertencente a essa ordem e responsdvel por 70 a 95% dos casos, e
Staphylococcus saprophyticus, que causa 5 a 10% dessas infec¢des. Ocasionalmente, outros
membros da ordem Enterobacterales, como Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis,
também podem ser isolados (Adeolu et al., 2016; Bartoletti et al., 2016; Flores-Mireles et al.,
2015).

Embora E. coli seja o patégeno mais frequente também em ITUs complicadas, o
espectro microbiologico inclui uma variedade de bactérias Gram-negativas, como Citrobacter
spp., Enterobacter spp., Morganella morganii, Acinetobacter spp. € Pseudomonas aeruginosa,

além de alguns microrganismos Gram-positivos, como Enterococcus spp., Streptococcus [3-
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hemolitico do grupo B e Staphylococcus aureus (Bartoletti et al., 2016; Flores-Mireles et al.,
2015; Tibyangye et al., 2015).

Vale ressaltar que, entre os patotipos de E. coli descritos na literatura, a UPEC ¢ o agente
causador mais comum de ITUs tanto ndo complicadas quanto complicadas (Flores-Mireles et
al., 2015; Pokharel; Dhakal; Dozois, 2023). Esse patotipo ¢ responsavel por 50 a 90% das ITUs
ndo complicadas, que sdo as infecgdes bacterianas mais comuns em humanos em diferentes
partes do mundo. A UPEC expressa uma multiplicidade de fatores de viruléncia que permitem
a bactéria estabelecer a ITU (Shah et al., 2019).

No tratamento das ITUs, a antibioticoterapia empirica ¢ comumente a primeira
abordagem adotada, resultando em milhdes de prescricdes anuais de antimicrobianos. No
entanto, o uso indiscriminado e excessivo desses medicamentos ¢ amplamente reconhecido
como um dos principais fatores que impulsionam a disseminacao da resisténcia antimicrobiana
(RAM) (Mancuso et al., 2023; Tandogdu; Wagenlehner, 2016). No Brasil, um estudo realizado
por Lopes, Motter e Carvalho-Soares (2024) identificou um aumento expressivo no consumo
de ANTs entre 2014 e 2019, destacando-se a amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico,
azitromicina, ciprofloxacina e cefalexina. Dentre esses, apenas a azitromicina nao ¢ indicada
como opg¢ao terapéutica para ITUs, o que refor¢a a preocupagdo com o uso inadequado de
antimicrobianos. Esse padrao de consumo reflete uma tendéncia alarmante, com implicagdes
significativas para a satide publica e impactos econdmicos relevantes (Foxman, 2014; Mancuso
etal., 2023).

O uso repetitivo de ANTs pode levar ao surgimento de cepas multidrogarresistentes
(MDR) e aumentar drasticamente os custos de tratamento, especialmente em pacientes com
comorbidades, infecgdes associadas a cateteres e choque séptico (Kim; Lee, 2023).

Por exemplo, estima-se que o custo economico das ITUs recorrentes, definidas como
dois episddios de cistite bacteriana aguda com sintomas associados nos Ultimos seis meses ou
trés episoddios no ano anterior, seja de aproximadamente 3,5 bilhdes de ddlares por ano nos
Estados Unidos (Aydin et al., 2015; Flores-Mireles et al., 2015).

Assim, ¢ altamente recomendavel a implementacdo criteriosa de ANTs no tratamento
das ITUs, baseando-se nas informacoes locais de sensibilidade antimicrobiana, no contexto
clinico e nos fatores de risco do paciente para desenvolvimento da RAM (Bader et al., 2020).

Embora a antibioticoterapia tenha sido historicamente eficaz no controle dessas
infecgdes, as altas taxas de recorréncia e o aumento continuo da RAM entre bactérias Gram-

negativas, especialmente a UPEC, representam uma ameaca significativa a eficacia das opgdes



27

terapéuticas disponiveis, tornando as ITUs cada vez mais desafiadoras de tratar (Klein;

Hultgren, 2020; Mancuso et al., 2023).

22 Escherichia coli UROPATOGEN{CA (UPEC): ASPECTOS RELEVANTES DO PRINCIPAL
AGENTE ETIOLOGICO DAS INFECCOES DO TRATO URINARIO (ITUs)

As bactérias uropatogénicas sdo a principal causa das ITUs, sendo a E. coli a mais
frequentemente isolada. Esses microrganismos inicialmente infectam a regido periuretral. Em
seguida, colonizam a uretra e migram de forma ascendente para a bexiga. Nesse local, a
dinamica das interagdes complexas entre o hospedeiro € o microrganismo determinara se os
uropatdégenos conseguirdo colonizar o ambiente ou serdo eliminados (Flores-Mireles et al.,
2015).

Dados emergentes sugerem que a disbiose — desequilibrio na composi¢do das
comunidades microbianas associadas ao hospedeiro — na regido vaginal pode resultar na
colonizagdo por E. coli e desencadear ITUs recorrentes. Além disso, perturba¢des no
microbioma urinario podem preceder o desenvolvimento de ITUs e outras condi¢des
patologicas do sistema urinario (Mestrovi¢ et al., 2021; Tiffany; Bdumler, 2019).

Sob a perspectiva microbioldgica, E. coli é caracterizada como um bacilo Gram-
negativo, fermentador de glicose, anaerdbio facultativo, capaz de reduzir nitrato a nitrito e
pertencente a familia Enterobacteriaceae da ordem Enterobacterales. Essa bactéria estd
amplamente presente no solo, em plantas e no trato intestinal de humanos e animais, sendo
também considerada um patdgeno oportunista (Adeolu et al., 2016; Procop et al., 2018).

E. coli ¢ um dos organismos modelo mais intensivamente estudados na pesquisa em
Microbiologia e Biologia Molecular em todo o mundo. Seu impacto variado na satide humana,
que inclui comensalismo (sendo essa bactéria um membro da microbiota intestinal), doencas
gastrointestinais e patologias extraintestinais, levou a divisao dessa espécie em dois grupos: E.
coli patogénica intestinal (InPEC) e. coli patogénica extraintestinal (EXPEC). Esses grupos
compreendem 11 patotipos diferentes, também conhecidos como patovares ou variedades
patogénicas (Geurtsen et al., 2022; Pokharel; Dhakal; Dozois, 2023).

O grupo geneticamente diverso de EXPEC ¢ composto por quatro patotipos: (i) UPEC,
principal agente etiologico de ITUs em todo o mundo; (ii) E. coli de meningite neonatal
(NMEC), uma das principais causas de meningite neonatal; (ii1) E. coli associada a septicemia
(SEPEC), que pode causar bacteremia e sepse; e (iv) E. coli patogé€nica aviaria (APEC), que

pode causar infecg¢des respiratorias e sistémicas graves em aves. Cada patotipo ¢ classificado
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conforme os mecanismos de infec¢do, o tropismo tecidual, as interagdes com as células
hospedeiras e os sintomas clinicos, e todos eles apresentam fatores de viruléncia especificos
que promovem sua proliferacdo e causam doenca em locais fora do trato intestinal (Pokharel;
Dhakal; Dozois, 2023; Whelan; Lucey; Finn, 2023).

A transmiss@o de UPEC pode ocorrer por diversas vias, incluindo rotas fecal-oral,
consumo de dgua e alimentos contaminados, contato sexual e falta de higiene intima (Foxman,
2010). Este patotipo de E. coli, que normalmente faz parte da microbiota intestinal, pode
desviar-se desse status e proliferar no trato urinario. Isso se deve a expressao de uma variedade
de fatores de viruléncia e estratégias que permitem a UPEC escapar das defesas do hospedeiro,
levando a infec¢do e ao desenvolvimento de doencas nesse sitio anatomico, estando
consistentemente associada a patogenicidade (Firoozeh et al., 2022).

A plasticidade da UPEC permite a aquisi¢do de diversos atributos bacterianos que
facilitam a colonizacdo do epitélio do trato urindrio. Os principais fatores de viruléncia deste
patotipo podem ser amplamente classificados em dois grupos: (i) fatores de viruléncia da
superficie celular bacteriana e (ii) fatores de viruléncia secretados (Firoozeh et al., 2022).

Os fatores de viruléncia da superficie celular incluem, principalmente, adesinas e
fimbrias, que sdo essenciais para a adesao das bactérias as células hospedeiras. Outros fatores
de viruléncia de superficie incluem o flagelo, a capsula, as proteinas da membrana externa e o
lipopolissacarideo (Shah et al., 2019).

Ademais, os sideroforos, que sdo sistemas de captacdo de ferro, e as toxinas sao
exemplos de fatores de viruléncia secretados que desempenham papéis cruciais na patogénese.
Além disso, a invasdo, a formagao de biofilmes e a indugdo da produgao de citocinas sdo fatores
adicionais que contribuem significativamente para a viruléncia da UPEC (Shah et al., 2019).

De acordo com Terlizzi, Gribaudo e Maffei (2017), a patogénese da UPEC durante as
ITUs inclui: (a) a colonizacdo das areas periuretral e vaginal, seguida pela colonizagdo da
uretra; (b) a ascensdo para a luz da bexiga e o crescimento como células planctonicas na urina;
(c) a adesdo a superficie e a interacdo com o sistema de defesa do epitélio da bexiga; (d) a
formag¢do de biofilme; (e) a invasdo e replicacdo, formando comunidades bacterianas
intracelulares na bexiga, onde reservatdrios intracelulares quiescentes se formam e permanecem
no uroepitélio subjacente; e (f) a colonizagdo dos rins e o dano aos tecidos do hospedeiro, o que
aumenta o risco de bacteremia e sepse.

Dessa forma, a UPEC ¢ o principal agente etioldgico de ITUs em todo o mundo, sendo
responsavel por cerca de 75% das ITUs ndo complicadas e 65% das complicadas (Dhakal;

Kulesus; Mulvey, 2008; Firoozeh; Zibaei; Khaledi, 2022; Medina; Castillo-Pino, 2019).
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Segundo Dhakal, Kulesus e Mulvey (2008), este patotipo ¢ responsavel pela maioria das
infec¢des adquiridas na comunidade (até¢ 95%) e por cerca de metade das IRAS. Além disso, a
UPEC contribui com mais de 80% das cistites adquiridas na comunidade, mais de 70% das
pielonefrites agudas nao hospitalares e estd associada a 3,6% a 12% das ITUs complicadas com
urossepse. A UPEC também ¢ responsavel por aproximadamente um terco das ITUs associadas
a cateteres (Xicohtencatl-Cortes et al., 2022).

Sob a perspectiva terapéutica, os ANTs tém sido amplamente utilizados no tratamento
das ITUs desde a introducao das sulfonamidas na década de 1940, sendo essas infec¢des uma
das principais indicagdes para o uso desses medicamentos (Zhou et al., 2023). Até o momento,
0os ANTs continuam sendo a terapia mais recomendada para as ITUs bacterianas. No entanto,
apesar de serem uma das indicagdes mais frequentes, ha uma consideravel variagao nas praticas
de tratamento (Zhou et al., 2023; Yassin; Kaye; Bhowmick, 2024). A escolha da terapia
adequada para uma ITU, determinada com base nos sintomas do paciente, ¢ influenciada por
diversos fatores. Entre eles estdo a classificacdo clinica e a complexidade da infecg¢ao
(complicada ou ndo complicada), o patogeno suspeito € o risco de resisténcia, além de
caracteristicas especificas do paciente, como a gravidade da doenca, alergias, custo dos
medicamentos e comorbidades (Yassin; Kaye; Bhowmick, 2024).

ANTs frequentemente utilizados no tratamento de ITUs geralmente sdo eficazes.
Contudo, o uso inadequado, excessivo e prolongado desses medicamentos pode resultar em
efeitos adversos significativos. A utilizagdo impropria pode causar desequilibrios na microbiota
vaginal e intestinal, provocar danos ao figado e aos rins, e favorecer a selecdo de variantes
uropatogénicas resistentes (Zalewska-Piatek; Pigtek, 2019; Zhou et al., 2023).

Nos tultimos anos, observou-se um aumento no espectro e na frequéncia das ITUs
causadas por bactérias resistentes a antibidticos. Neste contexto, os elementos genéticos
moveis, como transposons, plasmideos e integrons, desempenham um papel fundamental na
transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre bactérias. E. coli pode apresentar
resisténcia intrinseca a alguns ANTs e possui genes que conferem resisténcia a outros, como
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e beta-lactdmicos (Raeispour; Ranjbar, 2018). O
surgimento de resisténcia aos beta-lactaimicos de amplo espectro, mediada por beta-lactamases
de espectro estendido (ESBLs) e, especialmente, por grupos clonais MDR entre cepas de UPEC,
representa uma grave ameaga a saude publica global (Tabasi et al., 2015).

A gravidade da resisténcia bacteriana ¢ evidenciada pelos dados da Organizacdo
Mundial da Satde (OMS), que estimam aproximadamente 4,95 milhdes de mortes relacionadas

a essa condi¢do em 2019, com a maioria dos casos ocorrendo em paises de baixa e média renda
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(Global AMR R&D Hub; WHO, 2023). Em 2024, a OMS publicou a segunda lista de patdgenos
bacterianos prioritarios, categorizando-os em grupos de importancia critica, elevada e média
para a saude publica. Esta lista tem o objetivo de orientar a pesquisa, o desenvolvimento ¢ as
estratégias para prevenir e controlar a RAM. Entre os patdgenos criticos estao E. coli resistente
a cefalosporinas de terceira geragdo e/ou aos carbapenémicos. Bactérias resistentes a ANTs de
prioridade critica sdo aquelas que representam a maior ameaga a saude publica devido as opgdes
de tratamento limitadas, alta carga de doenga (mortalidade e morbidade) e tendéncias crescentes
em RAM, com poucos ou nenhum candidato promissor em desenvolvimento. Infecc¢des
causadas por patdogenos na categoria critica podem ser especialmente dificeis de prevenir e
altamente transmissiveis; esses patdogenos possuem mecanismos globais de resisténcia e/ou
cepas MDR em determinadas populagdes ou areas geograficas (WHO, 2024).

Em resposta as infec¢des resistentes a medicamentos, os pesquisadores estao ativamente
buscando novas substincias antimicrobianas como potenciais solu¢des (Hossain, 2024). A
descoberta de novos ANTs, capazes de eliminar bactérias resistentes, ¢ crucial para preservar
os avangos da medicina moderna e combater eficazmente essas infecgdes (Chapman, 2020).

Dada a crescente resisténcia dos uropatdogenos aos medicamentos, ¢ necessario explorar
alternativas antimicrobianas eficazes. Embora nio seja possivel erradicar completamente o
desenvolvimento da RAM, o uso adequado de ANTs mais eficazes, incluindo os de origem
vegetal, pode contribuir para a redu¢do da morbimortalidade e dos custos com cuidados de
satde. Neste contexto, a busca por antimicrobianos de origem vegetal tem sido principalmente
estimulada pelo fato de que essa fonte contém multiplos compostos aos quais o0s

microrganismos ndo podem desenvolver resisténcia simultaneamente (Tibyangye et al., 2015).

23 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE MOLECULAS PARA A DESCOBERTA E
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

Desde as civilizagdes antigas, as fontes naturais tém sido empregadas pelos seres
humanos como recursos essenciais para alimentagcdo, habitacdo e, principalmente, no
tratamento de diversas condi¢des patologicas (Mir et al., 2023). Exemplos notaveis dessa
utilizagdo terapéutica incluem o Papiro de Ebers e a Matéria Médica Chinesa, que documentam
de maneira detalhada, o uso de PNs — especialmente plantas medicinais — no manejo de uma
ampla gama de doengas e disturbios do organismo humano (Dias; Urban; Roessner, 2012).

O emprego de espécies vegetais no tratamento de enfermidades estd intimamente

relacionado a presenca e produgdo de compostos derivados de seu metabolismo secundario.
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Estes metabolitos, sintetizados por meio de vias biossintéticas especificas, desempenham
fungdes vitais para a sobrevivéncia das plantas, incluindo defesa contra herbivoros, patdégenos,
radiacao ultravioleta e outros estresses ambientais. Além disso, muitos desses compostos atuam
como promotores do crescimento vegetal e como atrativos para a polinizagao, desempenhando
uma série de papéis ecologicos essenciais (Elshafie; Camele; Mohamed, 2023; Erb;
Kliebenstein, 2020).

Os metabolitos secundarios representam uma ampla gama de compostos que podem ser
divididos em trés grandes grupos: os terpenos, os compostos nitrogenados e os fenodlicos
(Elshafie; Camele; Mohamed, 2023; Erb; Kliebenstein, 2020).

Os terpenos compreendem um grupo de mais de 40 mil substancias de baixa polaridade,
presentes especialmente em Oleos essenciais, cuja estrutura quimica basica apresenta um
esqueleto formado por moléculas de isopreno (CsHg). Quando contemplam atomos de oxigénio
em sua estrutura, também podem ser chamados de terpenoides. Ademais, de acordo com o
tamanho da cadeia carbonica, essa classe pode ser subdividida em hemiterpenos (5 carbonos),
monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos),
triterpenos (30 carbonos) e tetraterpenos (40 carbonos) (Elshafie; Camele; Mohamed, 2023;
Masyita et al., 2022).

Os compostos nitrogenados estdo presentes em diversas plantas, améndoas, frutas e no
vinho, perfazendo mais de 12 mil substincias descritas e subdivididas em alcaloides,
glicosinolatos e glicosideos cianogénicos. Sao moléculas formadas no metabolismo secundario
vegetal a partir de aminoacidos como triptofano, lisina e tirosina. Por esta razdo, possuem ao
menos um atomo de nitrogénio em sua estrutura quimica (Elshafie; Camele; Mohamed, 2023;
Reshi et al., 2023).

Os compostos fendlicos sdo substincias cuja estrutura quimica bésica apresenta um anel
aromatico ligado a um grupamento hidroxila, organizados na forma de Cs-C3-Cs ou Ce-Ci.
Conforme a organizagao da estrutura, podem ser subdivididos em acidos fenélicos, flavonoides,
taninos, lignanas e estilbenos. Os mais de 8 mil fenolicos descritos podem ser encontrados em
inimeras fontes, como vegetais, frutas, bagas e no vinho (da Silva et al., 2022; Elshafie;
Camele; Mohamed, 2023; Zhang et al., 2022).

Devido a diversidade de moléculas do metabolismo secundario vegetal, quando
administradas a organismos humanos ou animais, esses compostos podem demonstrar uma
variedade de atividades biologicas benéficas, como propriedades antimicrobiana, antioxidante,
anti-inflamatoria, anticancerigena, entre outras (da Silva et al., 2022; Elshafie; Camele;

Mohamed, 2023; Masyita et al., 2022; Reshi et al., 2023). Neste contexto, sdo atribuidas



32

propriedades antibacterianas a terpenos como (+)-o-pineno, (+)-f-pineno (da Silva et al., 2012)
e linalol (Guo et al., 2021); a compostos nitrogenados como piperina (Murase et al., 2023),
queleritrina e sanguinarina (Yan et al., 2021); e a fendlicos como quercetina (Frent et al., 2024;
Tan et al., 2022), 4cido clorogénico (Chen et al., 2022; Feng et al., 2023; Le et al., 2022) e
rutina (Ganeshpurkar; Saluja, 2017).

De fato, os PNs, sejam eles derivados de plantas, organismos marinhos ou
microrganismos, sao de extremo interesse para a industria farmacéutica. Inimeros farmacos
utilizados na medicina contemporanea sao derivados de PNs (Katz; Baltz, 2016; Newman;
Cragg, 2020), como o antibidtico Penicilina, obtido inicialmente de fungos do género
Penicillium (Gaynes, 2017); o analgésico Morfina, obtido do 6pio de Papaver somniferum
(Wicks; Hudlicky; Rinner, 2021); e os antitumorais Vincristina ¢ Vimblastina, obtidos de
Catharanthus roseus (Taub et al., 2024). Neste contexto, Newman e Cragg (2020) demonstram
que cerca de 40% (787/1.881) dos medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) e/ou agéncias similares ao redor do mundo, entre 1981 e 2019, sao
produtos bioldgicos, naturais ou derivados de origem natural.

Sob a dtica do tratamento de processos infecciosos, conforme dito anteriormente, os
derivados de PNs sdo valiosas fontes de compostos para os quais 0S microrganismos nao
conseguem desenvolver resisténcia simultaneamente (Tibyangye et al., 2015). Por esta razao,
estudos envolvendo a avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos, fracdes e outros
derivados de plantas tornam-se cada vez mais comuns e promissores (da Costa et al., 2023;
Fernandes et al., 2021; Gitirana de Santana et al., 2023; Mayorga et al., 2019). Corroborando
essas informagdes, Newman e Cragg (2020) também demonstram que dos 162 farmacos
aprovados para o tratamento antibacteriano nas ultimas quatro décadas, 93 (57,4%) sao
derivados de origem natural, PNs ou biologicos. Esta lista compreende antibidticos como
Teicoplanina, Daptomicina e Mupirocina (Newman; Cragg, 2020).

Neste cenario, o Brasil se destaca por ser detentor da maior diversidade bioldgica do
planeta, com cerca de 45 mil espécies vegetais (Dutra et al., 2016), apresentando amplo
potencial para a pesquisa e aplica¢do nas mais diversas areas. Associado a isso, a influéncia de
diversas culturas, como a indigena, africana e europeia, proporcionou forte conhecimento
popular sobre o uso de plantas medicinais, sendo transmitido através das geracdes (Rocha et
al., 2021). Desta forma, o Brasil mostra-se como um local propicio para a pesquisa e descoberta

de novas moléculas e o desenvolvimento de novos farmacos a partir de PNs.
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24 CONTEXTUALIZACAO DA ESPECIE VEGETAL DO ESTUDO

V. polyanthes Less. (Asteraceae Bercht. & J. Presl), popularmente conhecida como assa-
peixe, assa-peixe-branco, cambara, cambara-guagu, tramanhém, entre outros, ¢ uma espécie
silvestre e nativa do Brasil, sendo encontrada nas regides de Mata Atlantica e Cerrado.
Geograficamente esta presente nos estados de Goids, Mato Grosso, Minas Gerais e Sao Paulo
(Alves; Neves, 2003; Brasil, 2014; Grandi, 2014; Lorenzi; Matos, 2008).

As espécies do género Vernonia possuem uma classificacdo taxondmica complexa e
ainda ndo completamente elucidada, o que proporcionou algumas reclassifica¢des ao longo dos
anos (Almeida et al., 2021; Martucci et al., 2014). Por esta razdo, alguns autores aceitam que
V. polyanthes Less. é sinonimo de Eupatorium polyanthes Spreng, Vernonia patens Less.,
Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob., Vernonia polyanthes var. polyanthes, Vernonia
corcovadensis Gardner, Vernonia psittacorum DC, Vernonia brasiliensis Mart. ex DC,
Chrysocoma arborea Vell., Chrysocoma phosphorica Vell., Cacalia polyanthes (Less.) Kuntze
e Vernonanthura phosphorica (Vell.) H. Rob (Brasil, 2014; Grandi, 2014; Martucci et al., 2014;
WFO, 2024).

Botanicamente, V. polyanthes apresenta-se como um arbusto ou arvore de pequeno
porte, altamente ramificado e com tamanho entre um e trés metros de altura, conforme ilustrado
na Figura 1. Suas folhas sdo curto-pecioladas, medindo aproximadamente 3 cm de largura e 13
cm de comprimento, lanceoladas, de base estreita, apice agudo e com bordas serrilhadas. A face
superior das folhas ¢ aspera e com pontos rugosos. A face inferior pode ocorrer de forma
pubescente, em lugares umidos e abertos, ou glabra, nas matas (Alves; Neves; 2003; Grandi,

2014).
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Figura 1 - Fotografia do espécime botanico de Vernonia polyanthes cultivada no Horto

Medicinal da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Suas inflorescéncias sdo brancas ou rosadas, dispostas em panicula escorpioide ampla
presente no apice dos ramos, de capitulos pequenos contendo de 10 a 15 flores reunidas, nao
possui bracteas e sao curtamente pedunculadas (Figura 2). Suas flores sdo consideradas como
boa fonte de polen e néctar para a producao de mel pelas abelhas. Ademais, possui um involucro
duro, quase glabro, lanceolado, obtuso, imbricado, campanulado e escamoso. Seu fruto ¢

aquénio, palido, denso, glabro e glanduloso (Alves; Neves; 2003; Grandi, 2014).
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Figura 2 - Fotografia das flores de Vernonia polyanthes

Fonte: Fernandes (2019).

Na medicinal tradicional e complementar, esta espécie vegetal ¢ utilizada para o
tratamento de distirbios do trato respiratério, como gripes, resfriados, pneumonias, bronquites
e tosse. Além disso, possui propriedades antimicobacteriana, cicatrizante, tonica, emenagoga,
hipotensiva, diurética, excitante e carminativa. Essa planta medicinal também ¢ utilizada em
casos de febre, maldria, reumatismo, problemas renais, feridas, fraturas, contusdes, luxagdes,
dores musculares e processos inflamatoérios, com descricdo na literatura cientifica de sua
utilizagcdo ha mais de 40 anos (Alves; Neves, 2003; Braga, 1976; Brasil, 2014; Grandi, 2014;
Kiplimo, 2016; Lorenzi; Matos, 2008; Oliveira et al., 2007). Por estas razdes, encontra-se
inserida no Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2011) e na 70*
posi¢do da Relagio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS) (Brasil, 2009). Os principais relatos presentes na literatura cientifica sobre as

atividades biologicas de V. polyanthes sao apresentados na Tabela 1.



Tabela 1 - Principais atividades biologicas descritas na literatura cientifica para Vernonia polyanthes
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Parte da
Atividade biologica planta

utilizada

Tipo de extrato

produzido

Nivel de
comprovaciao

cientifica

Descricio da atividade

Referéncia

Antibacteriana

Folhas

Folhas

Sem

descrigao

Lavado foliar com

diclorometano

Extrato

hidroalcdolico

Extrato metanolico

e 0leo essencial

Experimental

Experimental

Experimental

Atividade contra Staphylococcus aureus
(ATCC 6538 € 29213), Escherichia coli
(ATCC 10536 € 25922), Salmonella
enterica subsp enterica serovar Choleraesuis
(ATCC 10708), Salmonella enterica subsp
enterica serovar Typhimurium (ATCC
13311) e MRSA (1485279, 1605677,
1664534, 1688441, 1830406)
Atividade contra Bacillus cereus (ATCC
11778), Escherichia coli (ATCC 8739),
Proteus mirabilis (ATCC 25933),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) e
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615)
Ativo contra Staphylococcus aureus e

Escherichia coli

Gitirana de Santana et al.,

2023

Jorgetto et al., 2011

Silva et al., 2012




37

Tabela 1 (Continuagdo) - Principais atividades bioldgicas descritas na literatura cientifica para Vernonia polyanthes

Parte da ) Nivel de
Atividade bioldégica planta Tipo de extrato comprovagiao Descricao da atividade Referéncia
utilizada produzido cientifica
Antibacteriana Flores Fracdo em acetato ~ Experimental Atividade contra Staphylococcus aureus Waltrich, Hoscheid, Prochnau,
de etila dos (ATCC 27853) 2015
extratos etanolico e
aquoso
Antifingica Folhas Extrato aquoso Experimental Inativo contra Candida albicans (ATCC Guerra-Santos et al., 2016
28367) e Candida parapsilosis (ATCC
22019)
Antigenotodxica Folhas Extrato aquoso Experimental Nao apresentou potencial mutagénico em Guerra-Santos et al., 2016
células somaticas de Drosophila
melanogaster, mas aumentou a
genotoxidade da doxorrubicina
Anti-hipertensiva Folha Extrato Experimental Reducao da pressdo arterial e aumento na da Silveira et al., 2003
hidroalcéolico taxa de filtragdo glomerular in vivo
Anti-inflamatoéria
Ramos Extrato etandlicoe  Experimental Acao topica pela reducdo do edema de Minateli et al., 2017

fragdo em acetato

de etila

orelha induzido por 6leo de croton,

indometacina e fenol em modelo in vivo
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Tabela 1 (Continuagdo) - Principais atividades bioldgicas descritas na literatura cientifica para Vernonia polyanthes

Parte da ) Nivel de
Atividade bioldégica planta Tipo de e)ftrato comprovagiao Descricao da atividade Referéncia
utilizada produzido cientifica
Anti-inflamatoéria Folhas Extrato etanolico Experimental Efeito anti-inflamatério in vivo Temponi et al., 2012
Antimicobacteriana Raizes Extrato Experimental Atividade contra Mycobacterium Oliveira et al., 2007
hidroalcoolico tuberculosis cepa H37Rv (ATCC 27294)
Antinociceptiva Folhas Extrato etanolico Experimental Efeito antinociceptivo in vivo Temponi et al., 2012
Antitumoral Sem Extratos hexanico,  Experimental  Inibi¢do da proliferacao de células tumorais de Carvalho et al., 2013
informacdo  em acetato de etila das linhagens celulares HTC-11, OVCARS e
e etandlico SF-295
Antiulcerogénica Partes aéreas Extratos Experimental Efeito gastroprotetor dose dependente (in Barbastefano et al., 2007
metanolico e vivo) contra lesdes gastricas induzidas por
cloroférmico etanol e piroxicam
Bronquite Folhas e Sem informagdo Uso popular Sem informagao Braga et al., 2007
raizes
Distarbios Sem Sem informagao Uso popular Sem informagdo Braga, 1976
gastrointestinais informacao
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Tabela 1 (Continuagdo) - Principais atividades bioldgicas descritas na literatura cientifica para Vernonia polyanthes

Parte da Nivel de
Tipo de extrato
Atividade bioldégica planta comprovagiao Descricao da atividade Referéncia
produzido
utilizada cientifica
Leishmanicida
Folhas Extrato metandlico  Experimental  Atividade contra Leishmania amazonenses Braga et al., 2007
(ClIso =4 pg/mL)
Folhas Oleo essencial Experimental Atividade contra Leishmania infantum Moreira et al., 2017
(Clso = 19,4 pg/mL)
Reumatismo Folhas e Sem informagao Uso popular Sem informagdo Braga et al., 2007
raizes
Tosse Folhas e Sem informagao Uso popular Sem informagao Braga et al., 2007
raizes

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; Clso: concentragao inibitoria 50%.

Fonte: Adaptado de Fernandes (2019).
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Sob a o6tica fitoquimica, Grandi (2014) descreve que V. polyanthes possui flavonoides,
alcaloides, glicosideos, lactonas sesquiterpénicas, além de 6leos essenciais e o fenilpropanoide
dilapiol. Corroborando essas informacdes, estudos relacionados a caracterizagcdo quimica dessa
espécie vegetal, como os de Martucci et al. (2014) descrevem a presenca de derivados do acido
cafeoilquinico, eriodictiol-glicuronil, luteolina-7-O-glicuronil, isoquercetrina, apigenina-7-O-
glicuronil, crisoeriol-7-O-glicuronil, acacetina-7-O-glicuronil, glaucolideo A, piptocarfinaA,
piptocarfina B e 3°,4’-dimetoxiluteolina. Da mesma forma, Igual et al. (2013) demonstraram a
ocorréncia de isoramnetina, 3,7-dimetoxi-5,3’,4’-trihidroxiflavona, piptocarfina A, glaucolideo
A, 3’,4’-dimetoxiluteolina, apigenina, quercetina, luteolina, quercetina-3-O-B-glicosideo e dos
acidos protocatecuico, 3,5-di-O-(E)-cafeoilquinico e 4,5-di-O-(E)-cafeoilquinico.

Conforme previamente mencionado, desde 2010, nosso grupo de pesquisa tem
explorado extratos, fragdes e compostos obtidos de flores, folhas e ramos de V. polyanthes, bem
como substancias adquiridas comercialmente que estdo presentes nessa espécie vegetal, para
investigar suas propriedades biologicas e/ou farmacoldgicas. Esses estudos abrangem
atividades anti-inflamatoria sist€émica (Temponi et al., 2012) e topica (Minateli et al., 2017,
Rodrigues et al., 2016), antinociceptiva (Temponi et al., 2012), cicatrizante (Sousa et al., 2016),
antioxidante (Minateli et al., 2017) e antibacteriana (Gitirana de Santana et al., 2023).

Embora existam relatos na literatura sobre algumas atividades biologicas e
farmacolodgicas de extratos de V. polyanthes, conforme demonstrado, a comprovagao cientifica
de sua atividade antibacteriana ainda carece de sustentagdo robusta. Desta forma, o campo
permanece em aberto para que novas pesquisas sejam realizadas visando corroborar seu uso
popular, bem como propor novas aplicagdes, como, por exemplo, sua utilizacdo para o

tratamento de ITUs.



41

3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a atividade antibacteriana de extratos
etanolicos de folhas de V. polyanthes frente a cepas de E. coli de referéncia e clinicas
uropatogénicas, além de caracterizar quimicamente esses extratos e avaliar sua atividade
antioxidante, visando fornecer subsidio cientifico para o uso dessa planta medicinal no

tratamento de ITUs.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seguem os objetivos especificos com base na proposta geral acima mencionada:

a) Obter os extratos etandlicos 50% (EE-50), 70% (EE-70) e 100% (EE-100) das folhas de V.
polyanthes,

b) Caracterizar quimicamente os extratos por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD);

¢) Determinar os teores de fenois e flavonoides totais dos extratos;

d) Avaliar a atividade antioxidante dos extratos por meio do método de sequestro do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH);

e) Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos através da determinagdo das concentragdes
inibitoria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) e da classificagdo do efeito

antibacteriano.



42

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Em conformidade com a Lei n® 13.123/2015 (Brasil, 2015) e seus regulamentos, a
atividade de acesso ao patrimdnio genético das folhas de V. polyanthes foi devidamente
registrada na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o nimero de cadastro AB6A4DD.

As folhas desta planta foram coletadas do espécime botanico cultivado no Horto
Medicinal da FF da UFJF, localizado a 21°46' S e 43°22' W, entre 08:00 e 09:30 horas, do dia
28 de outubro de 2022.

Adicionalmente, uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Leopoldo Krieger
(CES)), pertencente ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF, sob registro CESJ n° 10.329.
A identificacdo taxondmica mais recente e aceita pela literatura cientifica internacional de V.
polyanthes Less. foi confirmada no portal eletronico World Flora Online (WFO, 2024), sendo

sindnimo de Eupatorium polyanthes Spreng e Vernonia polyanthes var. polyanthes.

4.2 PREPARO DO MATERIAL VEGETAL E PROCESSO DE EXTRACAO

As folhas de V. polyanthes coletadas foram submetidas a um rigoroso processo de
selecdo, no qual foram descartadas aquelas que apresentavam sinais de deterioragdo ou estavam
contaminadas por materiais estranhos. As folhas integras foram entdo secas em estufa com
ventilagdo forcada a 30 °C até que perdessem de 90 a 95% de sua umidade, conforme descrito
por Simdes et al. (2004) e ilustrado na Figura 3. O processo de secagem ¢ uma etapa crucial
apos a coleta do material vegetal, pois reduz a atividade de 4gua, dificultando o crescimento de
fungos e bactérias, e previne a degrada¢do de metabdlitos por acdo de enzimas hidroliticas,

conforme relatado por Corréa et al. (2004).
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Figura 3 - Fotografia das folhas de Vernonia polyanthes selecionadas ap6s o processo de
secagem

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

O material vegetal seco foi inicialmente triturado em moinho de facas industrial e, em
seguida, pulverizado em tamis (n° 20). A partir desse material pulverizado, procedeu-se a
extracdo em banho ultrassonico por 60 minutos, a temperatura ambiente (~ 25 °C), utilizando
etanol nas graduagdes de 50%, 70% e 100%, na propor¢do de 1:10 (massa de material
vegetal/volume de solvente extrator [m/v]). Apds a extragdo, o processo seguiu com filtracao
em papel de filtro simples de 11 um e a concentracdo do extrato em evaporador rotativo a 40
°C para remogdo do solvente organico. A etapa final consistiu na liofilizagdo para remogao do
solvente aquoso.

Para a preparagdo dos extratos etanolicos 50%, 70% e 100%, os seguintes
procedimentos foram adotados:

- Extrato etandlico 50% (EE-50): 50,02 g de material vegetal foram macerados com 500 mL de
solugdo extratora composta por etanol e 4gua (EtOH:H>O) na proporg¢ao 50:50 (v/v).

- Extrato etanolico 70% (EE-70): 50,07 g de material vegetal foram macerados com 500 mL de
solucdo extratora de EtOH:H>O na proporcao 70:30 (v/v).

- Extrato etanolico 100% (EE-100): 50,14 g de material vegetal foram macerados com 500 mL
de EtOH P.A.



As etapas detalhadas para a obtencdo dos extratos EE-50, EE-70 e EE-100 estdo

ilustradas na Figura 4.

Figura 4 - Esquema ilustrativo do processo de extragdo e obtencao dos extratos etanodlicos de

folhas de Vernonia polyanthes
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA
4.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo

de diodos (CLAE-DAD)

Inicialmente, a caracterizagdo quimica de EE-50, EE-70 ¢ EE-100 foi realizada por
CLAE-DAD, utilizando um cromatégrafo Agilent® Technologies 1200 Series com injetor
automatico e detector de arranjo de diodos G1315B. Aproximadamente 0,2 mg das amostras
foram solubilizados em 100 pL de dgua previamente acidificada com acido fosforico e 1.900

uL de acetonitrila. Para aumento da solubilidade, os extratos foram colocados em banho
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ultrassonico aquecido a 30 °C por 30 minutos. Posteriormente, as solu¢des foram filtradas em
filtro politetrafluoretileno (PTFE) de 0,45 pm (Agilent®, Santa Clara, California, EUA) com
auxilio de uma seringa de vidro e transferidas para seus respectivos vials. Na CLAE, foi
empregada uma coluna de fase reversa (Sun Fire Cis; 4,6 x 250 mm; 5 um), junto com duas
pré-colunas [(1): Sun Fire Cis; 4,6 x 20 mm; 5 pm; (2): SunFire Cig 10 x 20 mm, 5 um]. A
analise de dados foi realizada por meio do Software Empower 3. O volume de injecao foi de 20
uL e a taxa de fluxo foi mantida constante a 1 mL/min, com uma concentragdo de amostra de
0,2 mg/mL. A deteccdo ocorreu na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e foi ajustada aos
comprimentos de onda de 210, 230, 254, 280 ¢ 330 nm e os espectros de UV-Vis foram obtidos
por varredura na faixa de 190 a 400 nm.

A presenca de diferentes classes de metabolitos secundarios foi inferida com base nos
espectros de absor¢ao na regiao UV obtidos por CLAE-DAD, sendo comparados com dados da

literatura. As condigdes experimentais da cromatografia estdo detalhadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condigdes cromatograficas para as analises dos extratos etanolicos de folhas de

Vernonia polyanthes
Tempo (minuto) ACN (%) H>0 (%)
0 5 95
3 15 85
30 70 30

ACN: Acetonitrila; H,O: Agua.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.3.2 Determinacio do teor de fendis totais

O conteudo de fendis totais nas amostras (EE-50, EE-70 e EE-100) foi determinado pelo
método de Folin e Ciocalteau (1927), com algumas modificagdes. Em placas de microtitulagdao
de 96 pocos, foram adicionados 120 pL do reagente de Folin-Ciocalteau (20% [v/v] em agua
destilada), 30 pL das amostras (1 mg/mL em etanol e 4gua [95:5 (v/v)]) e 100 uL de solugdo de
carbonato de sodio (4% [m/v] em agua destilada). Pogos contendo os mesmos volumes dos
reagentes e etanol foram preparados como branco do teste. Uma curva analitica do padrao de
acido tanico foi construida nas mesmas condigdes das amostras, com concentragdes variando
de 0,9 a 60 pg/mL. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata. Ap6s 30 minutos

em repouso, ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em leitor automatico de placas de
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microtitulagdo (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA) a 750 nm. Os resultados foram expressos
em mg/g de amostra equivalentes ao acido tanico (EAT) + desvio padrao, utilizando regressao

linear no Excel.

4.3.3 Determinacao do teor de flavonoides

Para a determinacao do teor de flavonoides nas amostras EE-50, EE-70 ¢ EE-100, foi
utilizado o método de complexagdo com cloreto de aluminio, com algumas adaptacdes
(Challice; Markham, 1984). Em placas de microtitulagdo de 96 pocos, foram adicionados 40
puL das amostras (2 mg/mL em metanol e agua [95:5 (v/v)]), 40 uL de cloreto de aluminio (2%
em metanol e acido acético glacial [95:5 (v/v)]) e 120 uLL de metanol. Para o branco do teste,
foram utilizados os mesmos reagentes e volumes, com exce¢ao das amostras, que foram
substituidas por 40 uL. de metanol. Uma curva padrao de quercetina foi confeccionada nas
mesmas condi¢gdes, com concentragdes variando de 0,25 a 100 ug/mL. Todas as analises foram
realizadas em triplicata. Apds 30 minutos em repouso, ao abrigo da luz, a absorbancia foi
medida em leitor automatico de placas de microtitulagdo (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA)
a 415 nm. Os resultados foram expressos em mg/g de amostra equivalentes a quercetina (EQ)

+ desvio padrao, utilizando regressao linear no Excel.

4.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE IN VITRO DOS
EXTRATOS DE Vernonia polyanthes

4.4.1 Método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH)

O método de sequestro do radical livre DPPH ¢ amplamente utilizado na literatura
cientifica por sua simplicidade, rapidez de execugdo e baixo custo operacional. Trata-se uma
técnica de triagem eficaz para avaliar a capacidade antioxidante de substancias, seja por meio
do sequestro direto do radical livre DPPH ou pela doagao de 4tomos hidrogénio pelas amostras
analisadas (Baliyan et al., 2022). Com base neste método, a atividade antioxidante dos extratos
(EE-50, EE-70 e EE-100) foi determinada por meio do ensaio de reducdao do radical DPPH,
conforme o protocolo descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Para a execugao
do ensaio, as amostras foram solubilizadas em etanol e 4dgua (95:5 [v/v]), obtendo-se uma

solugdo estoque (SE) a 2 mg/mL. Aliquotas da SE das amostras foram retiradas e utilizadas no
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preparo de nove solugdes com concentracdes variando de 0,98 a 250 pg/mL. A quercetina foi
utilizada como substancia de referéncia, nas mesmas condigoes e concentragdes das amostras.
Aliquotas de 100 pL de cada solugdo preparada foram transferidas para uma placa de
microtitulagdo de 96 pocos. Foi preparado um branco do teste contendo todos os reagentes, com
exce¢do das amostras, que foram substituidas por etanol. Em seguida, foram adicionados 150
pL da solugdo de DPPH (20 pg/mL em etanol) a cada pogo. A absorbancia foi medida a 517
nm utilizando um leitor automatico de placas de microtitulagao (Thermo Fisher, Massachusetts,
EUA). O procedimento foi realizado em triplicata. A atividade antioxidante foi expressa como
o percentual de inibi¢do do radical DPPH, calculado a partir das absorbancias da amostra (A,)

e do branco do teste (Ap), de acordo com a Equagdo 1.

Equagao 1 - Formula para o calculo do percentual de inibi¢cao do radical livre DPPH

A — A
“A—b)xmo

% de inibicdo das amostras = (
b

4.5 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO I[N VITRO DOS
EXTRATOS DE Vernonia polyanthes

O potencial antibacteriano in vitro dos extratos EE-50, EE-70 e EE-100 foi avaliado
pela determinacao da CIM pelo método de microdiluicdo em caldo, conforme as diretrizes
estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) no documento M07-A10
(CLSI, 2015). Posteriormente, foi determinada a CBM e o efeito antibacteriano foi classificado
como bactericida ou bacteriostatico, conforme os critérios descritos por Andrews (2001), com

pequenas adaptagdes ao protocolo.
4.5.1 Cepas bacterianas e condi¢oes de cultura

Este estudo utilizou oito cepas clinicas de E. coli isoladas de amostras de urina de
pacientes com diagnostico de ITU, atendidos no ambulatério do Hospital Universitario Antonio
Pedro da Universidade Federal Fluminense (UFF). Estas cepas fazem parte da colegdo
bacteriana de um projeto de pesquisa intitulado "Caracterizagdo fenotipica e molecular de
bactérias Gram-negativas de importdncia médica com perfis de multirresisténcia aos

antimicrobianos, isoladas no Hospital Universitario Antonio Pedro", coordenado pelo Prof. Dr.
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Thiago Pavoni Gomes Chagas, e recebeu aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Medicina da UFF, em Niteroi, conforme o parecer do Comité de
Certificado de Apresentagdo para Apreciagdo Etica (CAAE) 95984018.6.0000.5243, com o
numero de parecer 6646100. O estudo ndo envolveu riscos para os participantes, € suas
identidades foram preservadas. As cepas foram inicialmente identificadas pelo sistema
automatizado Phoenix™ BD e tiveram suas identifica¢cdes confirmadas como UPEC por
MALDI-TOF/MS (do inglés matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight). As
cepas clinicas selecionadas encontravam-se na terceira passagem e tiveram sua identificagao

detalhada na Tabela 3.

Tabela 3 - Cepas clinicas de Escherichia coli uropatogénica selecionadas para o estudo

Cepa bacteriana Perfil de sensibilidade
354 R: AMP, SXT
355 R: AMP, CFZ, FEP, CAZ, CRO, CIP, LEV, AMC, CXM; I: FOX
359 R: AMP, SXT
363 R: SXT
368 R: CIP, LEV, SXT
399 R: AMP, CFZ, CIP, GEN, LEV, SXT; I: FOX, SAM
422 R: AMP
423 Sensivel a todos os antibidticos testados”

I: Sensivel aumentando a exposi¢do; R: Resistente; AMC: Amoxicilina/acido clavulanico; AMP:
Ampicilina; CAZ: Ceftazidima; CFZ: Cefazolina; CIP: Ciprofloxacina; CRO: Ceftriaxona; CXM:
Cefuroxima; FEP: Cefepima; FOX: Cefoxitina; GEN: Gentamicina; LEV: Levofloxacina; SAM:
Ampicilina/sulbactam; SXT: Sulfametoxazol/trimetoprim; *: cepa ndo apresenta perfil de resisténcia,
sendo, portanto, sensivel a todos os antibioticos testados.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Com o objetivo de assegurar a qualidade dos ensaios microbioldgicos realizados, foram
utilizadas duas cepas de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC). As cepas de
E. coli (ATCC 10536 e ATCC 25922) foram obtidas previamente do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, Brasil. Essas cepas também se encontravam na terceira passagem.

As matrizes bacterianas foram armazenadas em freezer como suspensdes em uma

solugdo composta por TSB (do inglés Tryptic Soy Broth) acrescido de 10% (v/v) de glicerol.
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Para a preparagdo de cada matriz, as cepas bacterianas foram cultivadas em meio de cultura
solido por 24 horas, a 37 £ 2 °C, em condigdes aerdbicas. Apos o cultivo, UFCs foram
transferidas para tubos plasticos com tampa de rosca, apropriados para congelamento (Inlab,
Sao Paulo, Brasil), contendo 1,0 mL da solu¢ao de armazenamento, formando uma suspensao

densa. Os tubos foram entdo armazenados a -80 °C até a realizacdo dos ensaios microbiologicos.

4.5.2 Determinacao da Concentraciao Inibitéoria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM de EE-50, EE-70 ¢ EE-100 foi realizada pelo método de
microdilui¢do em caldo, conforme os procedimentos descritos no documento M07-A10 do
CLSI (CLSI, 2015). As SEs dos extratos ¢ ANTs foram preparadas nas concentragdes de 10
mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente. Os solventes e diluentes utilizados para o preparo das SEs
dos ANTs seguiram as orientagdes do documento M100-S30 (CLSI, 2020).

Os extratos foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO), respeitando o limite
maximo de 1% de DMSO no primeiro poco da placa de microtitulagdo, conforme as
recomendacdes estabelecidas no documento M100-S30 (CLSI, 2020). De acordo com
Langfield et al. (2004), as SEs ndo devem ultrapassar 5% de DMSO antes da dilui¢do, de modo
que as concentragdes finais desse diluente nos pogos permanegam, geralmente, abaixo de 1%.
Além disso, Tween 80 foi adicionado ao sistema como agente emulsificante visando a melhora
da solubilidade das amostras (Mazur et al., 2015), conforme detalhado na Tabela 4. Apos o
preparo, as SEs dos extratos foram submetidas a banho ultrassonico (Limp Sonic, Sao Paulo,

Brasil) por 60 minutos, sem aquecimento.

Tabela 4 - Composi¢ao das solucdes-estoque (SEs) dos extratos de Vernonia polyanthes
utilizadas na determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima por meio do método de

microdilui¢ao em caldo

Massa Concentracio Final
Amostra Solvente Diluente
(mg) SE (mg/mL)
20 uL DMSO +
EE-50; EE-70
10 20 uL Tween 80 + 860 puL H>Oq 10
e EE-100
100 uL EtOH

EE-50: extrato etanolico 50%; EE-70: extrato etandlico 70%; EE-100: extrato etanolico 100%; DMSO:
dimetilsulfoxido; EtOH: alcool etilico absoluto 99,8% P.A.; H,Oq: agua destilada estéril.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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A Ampicilina (AMP) e a levofloxacina (LEV) foram selecionadas como ANTs de
controle devido aos diferentes mecanismos de agdo e a sua inclusdo como ANTSs a serem
testados em laboratorios clinicos para isolados de E. coli (CLSI, 2020). As SEs dos ANTSs foram
preparadas utilizando os sistemas de solvente/diluente recomendados pelo documento M100-
S30 (CLSI, 2020), conforme descrito anteriormente, com as respectivas composi¢des

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Composi¢ao das solucdes-estoque (SEs) dos antibidticos (ANTSs) utilizadas na

determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima por meio do método de microdiluigdo em

caldo
Massa Concentracao Final
ANTSs Solvente Diluente
(mg) SE (mg/mL)
50 uLL Tampao 950 uL Tampao
AMP 1,0 : P : P 1,0
fostato 0,1 M pH 8,0  fostato 0,1 M pH 6,0
LEV 1,0 50 uL NaOH 0,1 M 950 uL H2O04 1,0

AMP: ampicilina; LEV: levofloxacina; NaOH: hidroxido de sddio; H,Oq: agua destilada estéril.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

As cepas bacterianas foram inicialmente descongeladas e aclimatadas a temperatura
ambiente (~ 25 °C). Em seguida, 10 uL da suspensdo bacteriana das matrizes foram inoculados
em placas de Petri contendo Agar Miieller-Hinton (AMH), utilizando uma alga bacteriologica
calibrada de 10 pL, estéril e descartavel. As placas foram incubadas por 18 a 24 horas, em
estufa bacteriologica, em condig¢des aerdbicas a 37 + 2 °C.

Para o preparo das suspensodes bacterianas, 3 a 5 UFCs foram retiradas das placas de
AMH e transferidas para um tubo de ensaio contendo solucdo salina estéril (NaCl 0,9% [p/»]).
As suspensdes bacterianas foram entdo ajustadas de acordo com a escala 0,5 de McFarland. A
padronizagdo foi realizada pela afericdo da densidade optica (DO) do indculo bacteriano em
espectrofotometro, no comprimento de onda de 625 nm. Valores de DO entre 0,08 e 0,13 sdo
equivalentes a escala 0,5 de McFarland, conforme especificado pelo CLSI (2015).

Os ensaios para a determinacao da CIM foram conduzidos em placas de microtitulagao
de 96 pocos de fundo chato, utilizando duas placas para cada cepa bacteriana. As diluigdes
seriadas dos extratos e ANTs foram preparadas diretamente nas placas de microtitulagao.
Inicialmente, 100 pL de caldo Miieller-Hinton (CMH) foram adicionados aos pogos das placas.

Em seguida, 100 uL das SEs das amostras ou ANTs foram adicionados aos pogos da fileira A.
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Apds a homogeneizacao, 100 pL da fileira A foram transferidos para a fileira B e esse processo
foi repetido até a fileira H. Dos pogos da fileira H foram descartados 100 uL, mantendo-se o
mesmo volume restante, conforme ilustrado na Figura 5. Dessa maneira, obteve-se um
gradiente de concentracao variando de 40 a 5.000 pg/mL para os extratos e de 4 a 500 ug/mL
para os ANTs.

Apoés a realizagdo das diluicdes seriadas, foram inoculados 10 pL da suspensdo
bacteriana previamente padronizada em todos os pogos, exceto naqueles destinados ao controle
de interferéncia das amostras e solventes/diluentes sobre o meio, bem como no controle
negativo, onde foram adicionados 10 pL de solugdo salina estéril 0,9%. Os ensaios foram

realizados em quadruplicata para as amostras e em triplicata para os ANTSs.

Figura 5 - Representacao esquematica do procedimento de dilui¢ao seriada em placa de

microtitulagdo para determinag¢do da Concentracdo Inibitéria Minima

100 uL SE

Homogeneizar ¢ transferir 100 pL

Homogeneizar e transferir 100 pL
Homogeneizar e transferir 100 puL
Homogeneizar e transferir 100 pL
Homogeneizar e transferir 100 puL
Homogeneizar e transferir 100 pL

Homogeneizar e transferir 100 pL

Descartar
100 uL

SE: solucdo-estoque; CMH: caldo Miieller-Hinton.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Para validar o teste, foram avaliadas as possiveis interferéncias dos extratos e dos ANTs
sobre o meio de cultura (IAM), a interferéncia dos sistemas de solvente/diluente sobre o meio
de cultura (ISM), bem como o efeito desses fatores sobre o crescimento bacteriano (ISC).
Adicionalmente, foram incluidos os controles positivo (CP) e negativo (CN), conforme

ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - Esquema representativo dos controles utilizados no método de microdiluicdo em

caldo
1AM ISM ISC CP CN
+ + + + ¥
100 pL 100 pL 100 pl 10 pL 10 pL

de SE SOLVENTE/ SOLVENTE/ SUSPENSAC  SALINA
DILUENTE  DILUENTE BACTERIANA

$y ¥

HOMOGENEIZACAD

DESCARTE DESCARTE DESCARTE

100-pL 100 yL 100 pL
- 10 pL
10 pl 10 pL 4 =
SUSPENSAD
SALIM/ ALINA
SALIMA SALINA BACTERIANA

IAM: interferéncia da amostra sobre o meio; ISM: interferéncia do sistema de solvente/diluente sobre o
meio; ISC: interferéncia do sistema de solvente/diluente sobre o crescimento bacteriano; CP: controle
positivo; CN: controle negativo; SE: solugdo-estoque; CMH: caldo Miieller-Hinton.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

O ensaio com os ANTs, extratos e demais controles foi realizado simultaneamente para
cada cepa bacteriana. Apds a incubagao a 35 + 2°C, em condigdes aerdbicas, por um periodo
de 16 a 20 horas, procedeu-se a leitura das placas e a determinagdo das CIMs por meio da
observagdo da presenga ou auséncia de turbidez, indicativa de crescimento bacteriano. Para
facilitar este processo, foram adicionados 20 uL de uma solugdo de cloreto de trifeniltetrazolio
(CTT) na concentracdo de 1 mg/mL em todos os pogos, exceto na coluna correspondente a
quadruplicata das amostras, conforme ilustrado na Figura 7. Esta coluna foi posteriormente

utilizada para o estabelecimento da CBM e para a classificagcdo do efeito antibacteriano.
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Figura 7 - Esquema ilustrativo das placas usadas para a determinagdo da Concentragao
Inibitéria Minima
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EE-50: extrato etanolico 50%; EE-70: extrato etandlico 70%; EE-100: extrato etanolico 100% AMP:
ampicilina; LEV: levofloxacina; pogos na coloragao roxa indicam controles de interferéncia da amostra
sobre o meio (IAM) e interferéncia do solvente/diluente sobre o meio (ISM); pogos na coloragdo marrom
indicam controles de interferéncia do solvente/diluente sobre o crescimento bacteriano (ISC); pogos na
coloracdo amarela indicam controle de positivo de crescimento bacteriano (CP); pocos na cor azul ciano
indicam controle negativo de crescimento (CN); pogos na coloragdo branca indicam pogos vazios.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).



54

Em seguida, as placas de microtitulagdo foram incubadas por mais 30 minutos sob as
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Apos esse periodo, 0s pocos que apresentaram
coloragdo avermelhada indicaram crescimento bacteriano, enquanto aqueles que mantiveram a
coloragdo original sinalizaram a auséncia de crescimento.

De acordo com o conceito descrito no documento M07-A10 do CLSI (CLSI, 2015), a
CIM foi definida como "a menor concentracao de um agente antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento visivel de um microrganismo em um teste de sensibilidade em caldo".

Apos estes procedimentos, o potencial antibacteriano dos extratos foi classificado em
significativo (CIM < 100 pg/mL), moderado (100 < CIM < 625 pg/mL) ou fraco (CIM > 625

pug/mL), de acordo com os critérios estabelecidos por Kuete (2010).

4.5.3 Determinacdo da Concentracio Bactericida Minima (CBM) e

classificacao do efeito antibacteriano

Para a determinagdo da CBM seguiu-se o procedimento descrito por Andrews (2001),
com pequenos ajustes. A partir das colunas das placas de microtitulacdo que nao receberam
solugdo de CTT e dos pocos onde ndo foi observado crescimento bacteriano (auséncia de
turbidez e auséncia de mudanga na coloragdo), um volume de 10 pL daquele pogo foi retirado
e semeado em placas de Petri contendo AMH, previamente identificadas com os pogos de
origem. Apds a incubacdo destas placas em estufa a 35 + 2°C, em condi¢des aerdbicas, por 18
a 20 horas, foi analisada a presenga ou nao de coldnias bacterianas. Assim, as concentragdes
dos extratos testados que permitiram o crescimento de UFCs bacterianas em meio AMH apos
estes procedimentos foram classificadas como bacteriostaticas, enquanto as concentragdes que
inibiram completamente o crescimento bacteriano ¢ nenhuma UFC foi visualizada no meio
foram consideradas bactericidas, conforme ilustra a Figura 8. Desta forma, foi possivel
estabelecer a CBM que consiste na menor concentracdo da amostra capaz de impedir o

crescimento bacteriano apos os procedimentos de subcultivo no AMH.
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Figura 8 - Esquema ilustrativo para determinag¢do da Concentragdo Bactericida Minima e

classificagdo do efeito antibacteriano
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CTT: Cloreto de trifeniltetrazolio (revelador bioldgico). Neste exemplo, a coloragao vermelha observada
nas colunas 1, 2 e 3 indica a viragem do CTT, resultante do crescimento bacteriano. Por outro lado, a
coloracdo verde nessas mesmas colunas indica auséncia de viragem do CTT, sugerindo inibicdo do
crescimento bacteriano. A coluna 4 ndo recebeu a solucao de CTT, pois foi destinada a determinagao da
CBM. Assim, neste exemplo, a CIM foi identificada como a concentragdo 4C, caracterizando um efeito
bacteriostatico, enquanto a CBM foi representada pela concentragao 4B.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos teores totais de fendis e flavonoides foi realizada utilizando o
software GraphPad Prism 7.0. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey, a fim de avaliar o grau de significancia, considerando um valor de

p <0,05. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (DP).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MASSAS E RENDIMENTOS DO PROCESSO EXTRATIVO

A Tabela 6 apresenta os valores das massas (g) e rendimentos (%) obtidos no processo
de extragdao de EE-50, EE-70 e EE-100, utilizando o método de banho ultrassonico. A analise
dessa Tabela revela que o extrato EE-50 obteve o maior rendimento (5,0 %), enquanto o EE-70
apresentou o menor (4,2 %). No entanto, os rendimentos dos trés extratos foram semelhantes,
sugerindo que a alteragdo na composi¢do do sistema de solventes teve impacto limitado sobre

a massa total dos produtos gerados.

Tabela 6 - Valores das massas e dos rendimentos dos extratos etanolicos 50% (EE-50), 70%

(EE-70) e 100% (EE-100) de folhas de Vernonia polyanthes

Extrato Massa (g) Rendimento (%)
EE-50 2,5 5,0
EE-70 2,1 4,2
EE-100 2,3 4,6

Fonte: Elaborado pela propria autora (2025).

A eficiéncia do processo extrativo na obtencao de fitoconstituintes pode ser influenciada
por diversos fatores, tanto relacionados a planta, como as condigdes de cultivo, quanto ao
processo em si, incluindo o método de extracgao, o solvente utilizado, a temperatura, entre outros
(Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Nawaz et al., 2020). Em consonancia com nossos resultados,
Fernandes (2019), ao realizar a extragao das folhas de V. polyanthes pelo método de maceragao
estatica, obteve um rendimento de 6,3% no extrato etanodlico 70%, valor ligeiramente superior

ao encontrado no presente estudo.
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52 CARACTERIZACAO QUIMICA

5.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo

de diodos (CLAE-DAD)

Devido a complexidade dos extratos vegetais, que geralmente contém uma combinacao
de compostos bioativos com diferentes polaridades, a separacdo e identificacdo dessas
substancias ainda representam um desafio significativo (Sasidharan et al., 2011). Nesse cenario,
a caracterizacdo quimica emerge como uma etapa fundamental, pois permite uma analise
detalhada da composicao dos extratos, facilitando a identificagdo dos compostos majoritarios e
proporcionando uma compreensao mais precisa de suas contribuigdes para as propriedades
biologicas observadas. Nesse sentido, a caracterizagdo do EE-50, EE-70 e EE-100 foi
conduzida com o objetivo de identificar esses compostos e estabelecer correlagdes com os
resultados dos ensaios antioxidante e antibacteriano, que serdo discutidos a seguir. Além de
revelar a composi¢do dos extratos, essa andlise possibilita a associacdo dos principais
fitoconstituintes as atividades bioldgicas observadas, o que ¢ crucial para a padronizacdo e a
garantia da qualidade dos extratos, essenciais para assegurar sua eficacia em aplicagdes futuras.

As analises cromatograficas iniciais foram efetuadas com as amostras na concentracao
de 1 mg/mL. No entanto, devido a alta concentragdo de compostos presentes, foi necessario
ajustar as condi¢des experimentais para melhorar a resolu¢cdo dos cromatogramas. Para tanto,
novas analises foram realizadas, modificando apenas a concentracdo das amostras. Como
resultado, os cromatogramas mais nitidos foram obtidos nas condi¢des descritas na se¢ao 4.3.1
(pag. 43), com a concentragao ajustada para 0,2 mg/mL e a andlise conduzida no comprimento
de onda de 330 nm, conforme ilustrado nas Figuras 9, 10 e 11.

A partir das condi¢des otimizadas, foi possivel identificar diferentes classes de
metabolitos secundarios, com base nos espectros de absor¢do na regido UV obtidos por CLAE-
DAD. Esses dados foram comparados com informacdes da literatura especializada, permitindo
uma caracterizacao mais precisa dos compostos presentes nas amostras.

A analise dos cromatogramas apresentados nas Figuras 9, 10 e 11 revelou a presencga de
dois picos majoritarios, localizados nos tempos de retenc¢ao (t;) de aproximadamente 7,6 min e
12,5 min, observados em EE-50, EE-70 e EE-100. A avaliagdo dos espectros UV
correspondentes a esses picos, com t; de 7,613 min e 12,540 min em EE-50; 7,615 min e 12,484
min em EE-70; e 7,625 min e 12,534 min em EE-100 (Figuras 12, 13 e 14, respectivamente),

sugeriu a presenga de acidos fendlicos. A identificagdo de picos ingremes no espectro UV, com
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bandas de absor¢do nas faixas de comprimento de onda entre 200 e 225 nm e outra em torno de
325 nm, ¢ caracteristica dessa classe de compostos (Fischer; Olivier; Fischer, 1979). Assim, a

presenca de acidos fendlicos foi confirmada como compostos majoritarios nos extratos EE-50,

EE-70 e EE-100.



Figura 9 - Perfil cromatografico do extrato etandlico 50% (EE-50) de folhas de Vernonia polyanthes obtido por CLAE-DAD a 330 nm
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).




Figura 10 - Perfil cromatografico do extrato etanolico 70% (EE-70) de folhas de Vernonia polyanthes obtido por CLAE-DAD a 330 nm
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Figura 11 - Perfil cromatografico do extrato etanolico 100% (EE-100) de folhas de Vernonia polyanthes obtido por CLAE-DAD a 330 nm
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).




62

Figura 12 - Espectros no UV dos picos majoritarios presentes no cromatograma do extrato
etandlico 50% (EE-50) de folhas de Vernonia polyanthes obtidos por CLAE-DAD a 330 nm
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Figura 13 - Espectros no UV dos picos majoritarios presentes no cromatograma do extrato
etandlico 70% (EE-70) de folhas de Vernonia polyanthes obtidos por CLAE-DAD a 330 nm
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Figura 14 - Espectros no UV dos picos majoritarios presentes no cromatograma do extrato
etandlico 100% (EE-100) de folhas de Vernonia polyanthes obtidos por CLAE-DAD a 330

nm
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Além disso, considerando que o acido clorogénico e seus isdmeros sio frequentemente
encontrados entre os acidos fendlicos nas espécies vegetais (Marques; Farah, 2009), foi
realizada uma corrida analitica nas mesmas condigdes cromatograficas dos extratos, utilizando
o padrao de acido 5-cafeoilquinico (acido clorogénico) a 0,1 mg/mL, conforme ilustrado na
Figura 15. O cromatograma obtido revelou um pico com t: de 7,596 min, e os espectros UV
apresentaram picos de absor¢cdo maxima entre 200 e 225 nm, além de uma banda em torno de

325 nm (Figura 16), reforcando a hipotese da presenca desse composto nos extratos analisados.



Figura 15 - Perfil cromatografico do padrdo de acido 5-cafeoilquinico a 0,1 mg/mL obtido por CLAE-DAD a 330 nm
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Figura 16 - Espectro no UV do pico referente ao padrao de 4cido 5-cafeoilquinico obtido por

CLAE-DAD a 330 nm
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Para confirmar a presenga desse fenolico, foi realizada uma coeluicao dos extratos EE-
50, EE-70 e EE-100, na concentracdo de 0,2 mg/mL, com a adi¢do de 0,1 mg/mL do padrdo de
acido 5-cafeoilquinico. Como resultado, observou-se um aumento significativo do sinal nos
picos correspondentes aos t; de 7,684 min (EE-50), 7,685 min (EE-70) ¢ 7,633 min (EE-100),
conforme demonstrado nas Figuras 17, 18 e 19, nessa ordem. Esse aumento no sinal dos picos

confirmou a presenca do acido clorogénico nos extratos etanolicos analisados.
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Figura 17 - Perfil cromatografico da coeluicao do extrato etanolico 50% (EE-50) de folhas de Vernonia polyanthes com éacido 5-cafeoilquinico

obtido por CLAE-DAD a 330 nm
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A seta azul indica o sinal correspondente ao 4acido 5-cafeoilquinico no cromatograma.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Figura 18 - Perfil cromatografico da coeluicdo do extrato etandlico 70% (EE-70) de folhas de Vernonia polyanthes com éacido 5-cafeoilquinico

obtido por CLAE-DAD a 330 nm
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A seta azul indica o sinal correspondente ao 4acido 5-cafeoilquinico no cromatograma.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Figura 19 - Perfil cromatografico da coelui¢do do extrato etandlico 100% (EE-100) de folhas de Vernonia polyanthes com éacido 5-cafeoilquinico

obtido por CLAE-DAD a 330 nm
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A caracterizagdo completa do dacido fenolico presente nos extratos, com t; de
aproximadamente 12,5 min, ndo foi possivel devido a auséncia de padrdes adicionais para
realizar a coelui¢do. No entanto, com base nos espectros UV apresentados nas Figuras 12(B),
13(B) e 14(B), observou-se a presenca de absor¢des semelhantes nos mesmos comprimentos
de onda, o que permite sugerir que se tratam de provaveis isdomeros do acido clorogénico.

O 4cido clorogénico e seus derivados, como o acido 5-cafeoilquinico, que compde cerca
de 35 a 40% do total, possuem vdrias atividades bioldgicas, destacando-se pela potente acdo
antioxidante e anti-inflamatéria (Nguyen et al., 2024). Sob a otica microbioldgica, esses
compostos apresentam significativo potencial antibacteriano contra diversas espécies Gram-
positivas e Gram-negativas. Por exemplo, demonstram acdo contra Streptococcus pyogenes
[Cocos Gram-positivos em cadeias (Procop et al., 2018)], afetando o metabolismo lipidico e
eliminando espécies reativas de oxigénio intracelulares (Le et al., 2022); contra Yersinia
enterocolitica [Cocobacilos Gram-negativos (Procop et al., 2018)], promovendo destrui¢do da
membrana celular e aumento da permeabilidade, o que resulta no extravasamento de
substancias intracelulares (Chen et al., 2022); e contra E. coli [Bacilos Gram-negativos (Procop
etal., 2018)], agindo sobre a parede e membrana celular, além de potencializar a acado de ANTs
contra uma cepa MDR responsavel por mastite e de aumentar significativamente a atividade
antibacteriana contra cepas de referéncia e clinicas de UPEC quando associado a LEV (Feng et
al., 2023; Zhang et al., 2024); entre outras.

Portanto, os derivados de acido clorogénico, compostos majoritarios nos extratos de
folhas de V. polyanthes, apresentam um potencial terapéutico promissor, especialmente no
tratamento alternativo de ITUs causadas principalmente por UPEC. Esse potencial decorre da
combinagdo das suas propriedades anti-inflamatdria e antibacteriana, que atuam de forma
complementar na modulacdo da infeccdo. Além disso, observa-se um efeito sinérgico
significativo quando esses derivados sdo associados a LEV. Esse efeito sinérgico pode
potencializar a eficacia terapéutica da LEV, melhorando o controle sobre cepas resistentes e
MDR, o que torna os extratos de V. polyanthes uma opgao terapéutica viavel no contexto das

ITUs causadas por UPEC.

5.2.2 Determinacio do teor de fendis totais

O teor de fenois totais nas amostras de EE-50, EE-70 e EE-100 foi determinado pelo

método de Folin e Ciocalteau (1927), com adaptagdes. Uma curva analitica foi construida

utilizando 4cido tadnico como padrdo, resultando na equacao da reta y = 0,067x - 0,070 (1> =
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0,994). Com base na regressdo linear dos dados experimentais, foi possivel calcular a
concentragdo de fenois totais nas amostras. Os resultados obtidos foram expressos em mg de
fendis por g de amostra equivalente ao acido tanico (EAT) + desvio padrdo, conforme mostrado

na Tabela 7.

Tabela 7 - Teores de fenois totais presentes nos extratos etandlicos 50% (EE-50), 70% (EE-
70) e 100% (EE-100) de folhas de Vernonia polyanthes

Amostra Teor de fenois totais (mg/g EAT)
EE-50 88,32 +4,80°
EE-70 88,42 +2,19*
EE-100 29,37 +£2,91°

EAT: equivalente ao acido tanico. Os resultados representam a média das concentragdes + desvio padrdo
em ensaios realizados em triplicata para as amostras descritas (n = 3). Analise estatistica realizada por
teste de ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Letras iguais representam valores significativamente
iguais entre as amostras (p > 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A andlise dos dados apresentados na Tabela 7 revelou que os extratos EE-50 e EE-70
possuem os maiores teores de fenois totais, com valores de 88,32 e 88,42 mg/g EAT,
respectivamente. Em contraste, o extrato EE-100 exibiu um teor significativamente mais baixo,
de 29,37 mg/g EAT. Essa diferenca foi corroborada pela andlise dos cromatogramas dos
extratos, mostrados nas Figuras 9, 10 e 11, onde se observou que as intensidades dos picos
majoritarios em EE-50 e EE-70 sdo praticamente idénticas, o que sugere que ambos 0s extratos
possuem concentracdes de fenolicos semelhantes. Por outro lado, os picos majoritarios em EE-
100 apresentaram intensidades consideravelmente menores, refor¢gando a conclusao de que este
extrato contém uma quantidade significativamente inferior de fenois totais em comparagido aos
outros dois.

Essas variagdes nos teores de fendis totais podem ser contextualizadas a luz de estudos
semelhantes. Naves e Povh (2024), ao determinarem o contetido de fendis totais em espécies
de Asteraceae do cerrado do Pontal do Tridngulo Mineiro pelo método de Folin e Ciocalteau,
reportaram um valor de 141,44 + 2,10 mg/g de extrato seco equivalente ao acido galico para
um macerado em acetona 70 de partes aéreas de V. polyanthes. Esse valor ¢ significativamente

superior aos resultados obtidos neste estudo, sugerindo uma variacdo substancial nas
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concentragdes de fendis, provavelmente influenciada por fatores como a técnica de extragdo e
o solvente utilizado.

Por outro lado, Temponi (2012), ao avaliar o teor de fenois totais em extrato etandlico
bruto de folhas de V. polyanthes obtido por maceracgao estatica, reportou um valor de 47,8 + 2
mg/g equivalente ao acido galico, inferior ao observado no presente estudo. Minateli et al.
(2017) também determinaram o teor de fenois totais em extrato etandlico bruto de ramos de V.
polyanthes utilizando o mesmo processo e obtiveram um valor de 67,1 + 0,32 mg/g equivalente
ao acido gélico, que também foi mais baixo do que os valores reportados neste estudo.

A variabilidade nos teores de fendis totais observada entre esses estudos pode ser
atribuida a varios fatores, como as condic¢des especificas de cultivo da planta, as partes vegetais
utilizadas (folhas, caules, raizes, ramos) e, especialmente, os métodos de extragao empregados.
Como discutido anteriormente, ¢ razoavel concluir que as discrepancias nos resultados entre os
diferentes estudos ndo se devem apenas ao processo de extracdo, mas também as condigdes
ambientais e as caracteristicas especificas das amostras analisadas (Gobbo-Neto; Lopes, 2007;

Nawaz et al., 2020).

5.2.3 Determinac¢io do teor de flavonoides

A quantificacdo dos flavonoides no EE-50, EE-70 e EE-100 foi realizada por meio do
método de complexagdo com cloreto de aluminio, conforme descrito por Challice e Markham
(1984), com algumas adaptagdes. Para isso, foi construida uma curva analitica utilizando o
padrdo de quercetina, resultando na equacdo de reta y = 0,073x - 0,0117 (r> = 0,997). A
determinagdo do teor de flavonoides foi realizada com base na regressao linear. Os resultados
foram expressos em mg/g de amostra em equivalente a quercetina (EQ) + desvio padrio,

levando em consideragao os fatores de diluicao utilizados, conforme demonstrado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Teores de flavonoides presentes nos extratos etandlicos 50% (EE-50), 70% (EE-
70) e 100% (EE-100) de folhas de Vernonia polyanthes

Amostra Teor de flavonoides (mg/g EQ)
EE-50 13,48 +4,50*
EE-70 16,70 £ 6,72
EE-100 34,20 £2,54°

EQ: equivalente a quercetina. Os resultados representam a média das concentragdes + desvio padrdo em
ensaios realizados em triplicata para as amostras descritas (n = 3). Andlise estatistica realizada por teste
de ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Letras iguais representam valores significativamente iguais
entre as amostras (p > 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A analise dos dados apresentados na Tabela 8 revela que EE-100 (menos polar) contém
a maior concentracao de flavonoides (34,20 mg/g EQ), aproximadamente 2,5 vezes superior a
quantidade encontrada no EE-50 (mais polar) (13,48 mg/g EQ). Esses resultados sugerem que
os flavonoides presentes nas folhas de V. polyanthes sdo mais eficientemente extraidos pelo
etanol puro em comparagdo a mistura hidroalcéolica, indicando que a maior graduagao
alcodlica foi mais eficaz na extragdo desses metabolitos. Seo et al. (2014) demonstraram que o
teor de flavonoides totais ¢ substancialmente influenciado pela polaridade do solvente
empregado. Quando comparados os extratos aquoso, etanodlico e metandlico, os solventes
aquoso ¢ etanodlico mostraram maior efici€éncia na extragdo de flavonoides do que o metanol,
destacando a eficacia dos solventes polares. A polaridade do solvente certamente desempenha
um papel importante na extragdo, mas a eficiéncia também pode depender de outros fatores,
como as propriedades especificas dos flavonoides presentes nas amostras ¢ a dinamica do
processo de extracao (Tzanova et al., 2020).

A diversidade de flavonoides e suas diferentes polaridades exigem o uso de solventes
variados para a extragdo e separagcdao das diferentes subclasses desses compostos. Flavonas,
flavanonas e isoflavonas, por exemplo, podem ser extraidas com solventes menos polares, como
a acetona, enquanto flavonoides mais polares sdo geralmente extraidos por etanol ou misturas
hidroalcéolicas (Tzanova et al., 2020). Nesse contexto, a presenca de flavonoides em maior
quantidade no extrato EE-100 pode estar relacionada as subclasses de flavonoides
predominantemente de polaridade intermediaria a alta presentes nas folhas de V. polyanthes. A
completa caracterizagdo desses compostos, no entanto, ndo foi possivel de ser realizada.

Ademais, a presenga de glicosilagdes também ¢ capaz de influenciar a solubilidade dessas
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substancias, de forma que a solubilidade de flavonoides glicosilados estard diretamente
relacionada a propriedades hidrofilicas e lipofilicas das moléculas (Slamova; KapeSova;
Valentova, 2018).

Em comparacdo, o estudo de Temponi (2012) também determinou flavonoides totais
utilizando espectrofotometria com cloreto de aluminio, reportando um valor de 22,0 + 1,5 mg/g
equivalente a rutina para um extrato etandlico bruto de folhas de V. polyanthes, valor superior
ao de EE-50 e EE-70, porém inferior ao de EE-100 observado neste estudo. Da mesma forma,
Naves e Povh (2024) quantificaram flavonoides em extrato de V. polyanthes macerado em
acetona utilizando o mesmo método e reportaram 5,34 + 0,03 mg/g de extrato seco equivalente
a quercetina, um valor significativamente menor do que os encontrados neste estudo. As
divergéncias nos resultados podem estar associadas as diferencas nos métodos de extragao, nas
condigdes ambientais € nas caracteristicas especificas das amostras analisadas, conforme

discutido anteriormente para os fendis totais.

5.3 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE I[N VITRO DOS
EXTRATOS DE Vernonia polyanthes

5.3.1 Método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH)

A Tabela 9 apresenta os resultados relativos a capacidade inibitoria do EE-50, EE-70 e
EE-100 sobre o radical livie DPPH. A andlise dos dados revela que todos os extratos
demonstram um potencial de inibi¢cdo desse radical livre comparavel a atividade antioxidante
da quercetina, flavonoide de referéncia, em concentragdes de até 31,25 pg/mL. Esses resultados
indicam uma capacidade antioxidante significativa dos extratos, comprovada pela sua eficacia

no método DPPH.
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Tabela 9 - Atividade antioxidante in vitro dos extratos etanolicos 50% (EE-50), 70% (EE-70)

e 100% (EE-100) de folhas de Vernonia polyanthes e da quercetina pelo método do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

Concentracao Percentual de inibi¢ao (%)

(ng/mL) Quercetina EE-50 EE-70 EE-100
250 95,31 £0,84 94,02 +£0,28 92,14 £ 0,87 117,67 £ 1,39
125 97,33+ 0,51 93,38 £ 0,44 93,68 £ 0,39 104,65 £ 0,22

62,50 94,45 + 1,79 93,98 +£0,81 93,51 +0,31 91,87 £5,01
31,25 97,02 + 0,33 93,38 £ 0,46 93,76 £ 0,16 96,93 +£1,19
15,62 96,64 £ 0,97 92,42 +0,39 86,37 + 6,92 20,53 +£1,57
7,81 96,67 + 0,34 72,66 £ 3,17 58,87 £5,54 10,08 + 1,04
3,91 96,57 +£ 0,47 43,48 £4,93 35,83 +0,33 6,01 £2,10
1,95 96,29 + 0,71 31,96 + 3,50 19,34 £4,42 5,34 +£2,08
0,98 92,66 + 4,89 17,45 +£2,08 13,15 +3,36 0,31 +£0,87

Os resultados representam a média das concentragdes + desvio padrdo em ensaios realizados em

triplicata para as amostras descritas (n = 3).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Para um entendimento mais preciso da poténcia antioxidante, foi calculada a

concentragdo inibitéria 50% (Clso), que corresponde a concentracdo necessaria para inibir

metade (50%) da oxidagdo do radical livre DPPH (Carbonari, 2005). Os valores de Clso sdo

apresentados na Tabela 10. A partir dessa analise, observa-se que os valores de Clso variaram

de 3,81 a 19,16 pg/mL, com o extrato EE-50 apresentando o melhor desempenho (Clso = 3,81

+ 0,44 pg/mL), enquanto o EE-100 revelou-se o menos eficiente (Clso = 19,16 £ 0,32 ug/mL).
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Tabela 10 - Valores de concentragdo inibitoria 50% (Clso) dos extratos etanolicos 50% (EE-
50), 70% (EE-70) e 100% (EE-100) de folhas de Vernonia polyanthes e da quercetina frente
ao radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

Amostra Clso (ng/mL)
EE-50 3,81 +0,44
EE-70 5,53+0,74

EE-100 19,16 £ 0,32
Quercetina 0,40 £0,03

Os resultados representam a média das concentragdes + desvio padrdo em ensaios realizados em
triplicata para as amostras descritas (n = 3).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Os resultados obtidos no presente estudo sdo consistentes com os relatos da literatura,
que evidenciam o significativo potencial dos extratos de folhas de V. polyanthes na inibigao do
radical livre DPPH. Temponi (2012) descreveu uma Clso de 23,45 + 0,14 pg/mL para um
extrato etanolico bruto de folhas de V. polyanthes, obtido por maceragao estatica. Este valor ¢
relativamente proximo ao observado neste estudo para o extrato EE-100 (19,16 = 0,32 pg/mL),
embora os extratos EE-50 e o EE-70 tenham demonstrado um desempenho mais promissor,
com Clso de 3,81 £ 0,44 ng/mL e 5,53 = 0,74 pg/mL, respectivamente.

Em um estudo realizado por Rodrigues (2013), investigou-se a capacidade de inibicao
do radical livre DPPH por extratos de folhas de V. polyanthes, obtidos por maceragao estatica
com solventes de polaridade crescente (hexano, acetato de etila e etanol) até o esgotamento.
Esta autora relatou que o extrato etanolico resultante apresentou uma Clso de 2,29 + 0,07 pg/mL,
valor que se aproxima do encontrado neste estudo para o extrato EE-50. Essa correspondéncia
sugere que os compostos de maior polaridade presentes nas folhas de V. polyanthes
desempenham um papel fundamental na inibi¢ao do radical livre DPPH, especialmente quando
isolados dos compostos menos polares. De fato, apds a remogdo dos compostos de menor
polaridade com solventes como hexano e acetato de etila, o extrato etandlico demonstrou maior
atividade antioxidante, particularmente quando comparado ao extrato etanolico bruto analisado
por Temponi (2012).

No contexto do presente estudo, o extrato EE-50, que se destacou como o mais
promissor, contém uma quantidade maior de agua, o que sugere uma capacidade limitada de

extragdo de moléculas de baixa polaridade. Este fator pode, em parte, explicar sua atividade
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antioxidante, pois o extrato ¢ composto predominantemente por moléculas de maior polaridade,
que sdo provavelmente mais eficazes na inibi¢cdo do radical DPPH.

Adicionalmente, vale destacar que os extratos EE-50 e EE-70 apresentaram teores de
fendis totais estatisticamente idénticos e superiores ao do EE-100, o que pode contribuir para a
maior capacidade antioxidante observada nesses extratos. Os compostos fendlicos e
flavonoides, reconhecidos como as principais moléculas fitoquimicas com propriedades
antioxidantes, tém despertado grande interesse devido as suas diversas atividades bioativas,
principalmente pelos beneficios a saude humana, com atuagdo na prevencao e no tratamento de

varias doengas (Tungmunnithum et al., 2018).

5.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO IN VITRO DOS
EXTRATOS DE Vernonia polyanthes

5.4.1 Determinacdo da Concentracao Inibitéoria Minima (CIM), da
Concentracdao Bactericida Minima (CBM) e classificacio do efeito

antibacteriano

A Tabela 11 apresenta os valores de CIM obtidos com os extratos etandlicos
EE-50, EE-70, EE-100, bem como com AMP ¢ LEV, e CBM frente a cepas de E.
coli. A analise desses dados revela que estes trés extratos etandlicos de folhas de
V. polyanthes mostraram atividade contra oito das dez cepas bacterianas testadas,
incluindo duas de referéncia e seis clinicas (os extratos foram inativos contra FE.
coli 354 e 355 dentro do gradiente de concentracdo estabelecido), com valores de
CIM variando de 625 a 5.000 pg/mL. Entre os extratos, os resultados de CIM de
EE-50 ¢ EE-70 foram idénticos, sugerindo uma atividade bacteriana similar entre
eles. Essa semelhanga pode estar relacionada a composicdo quimica compartilhada
entre os extratos, conforme detalhado na se¢do 5.2 (pag. 56 - 72). Por outro lado,
o EE-100 apresentou uma ligeira superioridade, com valores de CIM menores para
a maioria das cepas testadas. Este comportamento pode ser atribuido a maior
concentragdo de flavonoides no EE-100, compostos reconhecidos por suas
propriedades antibacterianas, conforme discutido na se¢do 5.2.3 (pag. 70 - 72).

Flavonoides como quercetina (Frent et al., 2024; Tan et al., 2022), rutina
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(Ganeshpurkar; Saluja, 2017) e luteolina (Tan et al., 2022) tém sido amplamente
associados a atividade antimicrobiana.

De acordo com os critérios estabelecidos por Kuete (2010), a atividade
antibacteriana do EE-100 contra as cepas de E. coli 368, 399 ¢ 423 (CIM = 625
ng/mL) foi classificada como moderada, enquanto em outras situacdes, a atividade
dos extratos foi considerada fraca. Esses resultados destacam a eficacia do EE-100
contra determinadas cepas, sugerindo que a composi¢do fitoquimica dos extratos
etandlicos de folhas de V. polyanthes pode desempenhar um papel importante na

modula¢do da atividade antibacteriana.



Tabela 11 - Valores de Concentrag¢ao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM) obtidos com os
extratos etanolicos 50% (EE-50), 70% (EE-70) e 100% (EE-100) de folhas de Vernonia polyanthes, ampicilina (AMP) e

levofloxacina (LEV) frente as cepas bacterianas de referéncia e clinicas de Escherichia coli

CIM (ng/mL) CBM (pg/mL)
Cepa bacteriana

EE-50 EE-70 EE-100 AMP LEV EE-50 EE-70 EE-100

ATCC 25922 5.000 5.000 5.000 < 4* < 4b 5.000 5.000 5.000
ATCC 10536 5.000 5.000 5.000 <4 <4 5.000 5.000 5.000
354 > 5.000 > 5.000 > 5.000 500 < 4 > 5000 > 5000 > 5000

355 > 5.000 > 5.000 >5.000 500 250 > 5000 > 5000 > 5000

359 2.5002 2.5002 1.2502 500 <4 5.000 5.000 5.000

363 2.5002 2.500% 1.2502 <4 <4 5.000 5.000 2.500

368 1.250! 1.250! 6252 <4 62,5 1.250 1.250 1.250

399 1.2502 1.2502 6252 500 500 5.000 5.000 1.250

422 2.500! 2.500" 2.500" 500 <4 2.500 2.500 2.500

423 1.2502 1.2502 6252 <4 <4 5.000 5.000 1.250

> 5.000 = valores de CIM superiores a maior concentragdo testada; Os valores de CIM para AMP e LEV estdo dentro dos
intervalos de controle de qualidade estabelecidos pelo CLSI para organismos nao fastidiosos, conforme o documento M100-
S30 (CLSI, 2020): (a) 2 - 8 pg/mL para AMP; (b) 0,008 - 0,06 ug/mL para LEV; Segundo as diretrizes do mesmo documento,
os valores de CIM para AMP de < 8, 16 e > 32 ug/mL classificam essa cepa como sensivel, intermediaria e resistente,
respectivamente, enquanto para LEV, os valores de CIM <0,5, 1 e > 2 pg/mL classificam essa cepa como sensivel, intermediaria
e resistente, nessa ordem (CLSI, 2020); (1) efeito bactericida; (2) efeito bacteriostatico. E importante destacar que as CIMs
obtidas para AMP e LEV frente as cepas clinicas refletem o perfil de sensibilidade descrito na Tabela 3.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Embora o numero de estudos sobre o potencial antibacteriano de V.
polyanthes seja limitado, pesquisas anteriores realizadas por nosso grupo de
pesquisa oferecem importantes contribuicdes. Em sua dissertacao, Fernandes
(2019) investigou a atividade antibacteriana de extratos etandlicos e fragdes das
flores e folhas de V. polyanthes, utilizando o método de microdiluigdo em caldo
contra um painel de cepas de referéncia representativas de diversas bactérias
patogénicas, incluindo Staphylococcus aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa €
Salmonella Cholerasuis e Typhimurium, e clinicas de Salmonella. Os resultados
indicaram atividade contra todas as cepas testadas, com destaque para a fragdo
diclorometanica de folhas (DL-Vp), que apresentou CIM variando de 625 a 2.500
png/mL. Para as cepas de E. coli (ATCC 10536 ¢ ATCC 25922), o extrato etandlico
70% de folhas (EL-Vp) mostrou CIM > 5.000 pg/mL, corroborando os achados do
presente estudo. Contudo, a fragdo DL-Vp revelou CIM de 625 pg/mL e efeito
bacteriostatico, evidenciando a presenca de metabolitos com atividade
antibacteriana moderada, mas também destacando que o processo extrativo ¢€
crucial para a obtencao desses compostos bioativos.

Gitirana de Santana et al. (2023) avaliaram a atividade antibacteriana de um
extrato de lavagem foliar de V. polyanthes (Vp-LRE) usando o método de
microdiluigdo em caldo frente a cepas de referéncia ATCC representativas dos
grupos Gram-positivo e Gram-negativo e clinicas de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA). Os autores observaram atividade antibacteriana, com CIM
variando de 156 a 5.000 pg/mL, sendo os resultados particularmente promissores
contra as cepas clinicas de MRSA. Para E. coli, foram reportados valores de CIM
de 5.000 pg/mL para E. coli (ATCC 10536) e > 5.000 pg/mL para E. coli (ATCC

25922), resultados que sao consistentes com os encontrados neste estudo.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo proporcionou uma analise abrangente dos extratos etandlicos de
folhas de V. polyanthes, incluindo a caracterizagdo quimica, a avaliagdo da atividade
antioxidante e a investigagdo do potencial antibacteriano. A caracteriza¢do quimica, realizada
por CLAE-DAD, identificou o 4acido 5-cafeoilquinico como o composto majoritario em todos
os extratos (EE-50, EE-70 e EE-100). A andlise dos teores de fenois totais indicou que os
extratos EE-50 e EE-70 possuem as maiores concentragdes desses metabolitos, enquanto o EE-
100 se destacou pelo elevado teor de flavonoides totais.

A avaliagdo da atividade antioxidante demonstrou que os extratos de folhas de V.
polyanthes, especialmente o EE-50, possuem uma expressiva capacidade de inibir o radical
livre DPPH, sugerindo um potencial significativo na neutralizagdo de espécies reativas de
oxigeénio.

Quanto a atividade antibacteriana, os extratos EE-50, EE-70 e EE-100 mostraram-se
eficazes contra oito das dez cepas de E. coli testadas, sendo o EE-100 o mais ativo, apresentando
atividade antibacteriana moderada a fraca, com valores de CIM mais baixos em comparagao
aos outros extratos.

Em suma, os resultados indicam que os extratos etanolicos de folhas de V. polyanthes
exibem potentes atividades antioxidante e antibacteriana, atribuidas principalmente a presenca
de acidos fendlicos e flavonoides, respectivamente. No entanto, € importante ressaltar que a
otimizagdo das metodologias de extracdo pode contribuir para a obtengdo de extratos com
propriedades mais aprimoradas. Essas perspectivas abrem caminho para o desenvolvimento de
derivados vegetais com potencial terapéutico no tratamento de disturbios inflamatorios e

infecciosos, como aqueles causados por UPEC.
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