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RESUMO

MATOS MONTEIRO, Ménica Vanessa. Estudo Quimico, Avaliacdo da
Atividade Antioxidante e Antibacteriana de Extratos Vegetais de Espécies
do Género Monstera Frente a Bactérias Hospitalares. Rio de Janeiro, 2012.
Dissertacdo de Mestrado pelo Programa de Po6s Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Monstera adansonii Schott. e Monstera deliciosa Liebm. pertencem a familia
Araceae, e sdo popularmente conhecidas como “planta de cinco furos” e
“costela de Ad&o”, respectivamente. Ocorrem geralmente em lugares Uumidos e
sombreados, mais amplamente na América do Sul, ja tendo sido registradas
em quase todo o Brasil. Neste estudo, buscou-se atribuir a estas espécies
evidéncias farmacoldgicas quanto ao aspecto das atividades antioxidante e
antibacteriana, buscando identificar as substancias ativas responsaveis por
estes potenciais bioldgicos. A partir do extrato etandlico bruto foram obtidos os
extratos hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e agua pela técnica
de particdo liquido-liquido. A andlise do perfil quimico por CG-EM das su-
fragcdes provenientes do extrato em hexano e diclorometano derivadas de M.
adansonii e M. deliciosa permitiu a identificacdo dos acidos graxos palmitico,
linoléico e linolénico como constituintes quimicos majoritarios, tendo sido os
dois primeiros devidamente quantificados pela construgdo de curvas de
calibragéo utilizando os padrdes correspondentes. A partir de sub-fracdes
obtidas do fracionamento da fragdo em acetato de etila de M. deliciosa por
SPE, verificou-se a presenca de flavondides do tipo flavona através da andlise
por CLAE-DAD. Os extratos de M. adansonii apresentaram atividade
antibacteriana pelo método de diluicdo em &gar frente a amostras clinicas e
padrdo de Acinetobacter baumanii destacando-se, 0 extrato hexanico, que
também apresentou atividade frente a amostras clinicas e padrdo de
Staphylococcus aureus, além de amostras padrdo de S. epidermidis,
Enterococcus faecalis, e S. hominis & 512 pg/mL. A partir de sub-fracBes
obtidas do fracionameto da fracdo hexénica de M. adansonii a sub-fracéo
HXDLsy, se destacou por apresentar atividade antibacteriana(MIC1024ug/ml)
Esta fragdo apresentou um efeito bactericida frente a amostra padrdo ATCC de
S. aureus, tendo exercido acdo satisfatéria sobre a curva de crescimento e
morte do referido micro-organismo. A fragdo em acetato de etila de M. deliciosa
apresentou importante atividade antioxidante (ECsp= 62,80ug/ml) pelo método
do DPPH comparavel ao padrédo EGB761 de G.biloba (ECso= 38,91pug/ml). Pelo
método ORAC de avaliacdo da atividade antioxidante, os extratos em acetato
de etila, butandlico e aquoso de M. deliciosa apresentaram atividade
antioxidante satisfatéria comparada ao padrdo Trolox, o que parece estar
relacionado com os flavonoides presentes na primeira. O extrato em acetato de
etila de M. deliciosa e os extratos hexanico e diclorometano de M. adansonii
apresentaram significante capacidade quelante do ion ferroso, em todas as
concentragdes testadas em comparacdo ao controle (quercetina), o que pode
estar relacionado com a atividade antibacteriana dos mesmos. A fracédo HX e
HXDL50 apresentou efeito citotoxico moderado (2048 e 1024ug/ml) e nenhum
sinal de toxicidade aguda.



ABSTRACT

MATOS MONTEIRO, Ménica Vanessa. Estudo Quimico, Avaliacdo da
Atividade Antioxidante e Antibacteriana de Extratos Vegetais de Espécies
do Género Monstera Frente a Bactérias Hospitalares. Rio de Janeiro, 2012.
Dissertacdo de Mestrado pelo Programa de PoOs Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Monstera adansonii Schott. and Monstera deliciosa Liebm. belong to the
Araceae family and are popularly known as "five holes plant" and "Adam'’s rib,"
respectively. They generally occur in moist and shady places, more widely in
South America, having been recorded in almost all of Brazil area. In this study,
we attempted to assign to these species pharmacological evidence regarding
the appearance of antioxidant and antibacterial activities, seeking to identify the
active constituents responsible for these biological potential. From the crude
ethanolic extract it was obtained the hexane, dichloromethane, ethyl acetate,
butanol and water extracts by the liquid-liquid partition technique. The chemical
profile analysis by GC-MS of the hexane and dichloromethane fractions derived
from M. adansonii and M. deliciosa allowed the identification of palmitic, linoleic
and linolenic fatty acids as major chemical constituents. The first two had been
adequately quantified by the construction of calibration curves by using the
corresponding standards. From sub-fractions obtained from fractionation of the
ethyl acetate fraction of M. deliciosa by SPE there were identified the presence
of flavone type flavonoids by HPLC-DAD analysis. The extracts of M. adansonii
showed antibacterial activity by the Agar dilution method against clinical and
pattern strains of Acinetobacter baumannii, specially the hexane extract, which
also showed activity against clinical and standard samples of Staphylococcus
aureus, and standard strains of S. epidermidis, Enterococcus faecalis, and S.
hominis at 512 mg / mL. From sub-fractions obtained from fracionameto of the
hexane fraction of M. adansonii HXDL50 sub-fraction. stood out for having
antibacterial activity (MIC1024ug/ml)This fraction showed a bactericidal effect
against an ATCC standard strain of S. aureus, having held a satisfactory action
on the growth and death curves of this micro-organism, which suggested being
a synergistic effect of the fatty acids. The ethyl acetate fraction of M. deliciosa
presented significant antioxidant activity (ECso = 62,80 pg/mL) comparable to
the standard EGb761 G.biloba (ECso = 38,91 pug/mL) by the DPPH method. By
the ORAC method of antioxidant activity evaluation, the ethyl acetate, butanol
and aqueous extracts of M. deliciosa exhibited satisfactory antioxidant activity
compared to the standard Trolox, which seems to be related to the flavonoids
presented in the first one. The ethyl acetate extract of M. deliciosa and, hexane
and dichloromethane extracts of M. adansonii showed significant ferrous ion
chelating ability at all concentrations tested compared to the control (quercetin),
which seems to be related to the antibacterial activity of these fractions. The
fraction of HX and HXDL50 showed moderate cytotoxic effect (2048 and
1024pg/ml) and no sign of acute toxicity.
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1.INTRODUCAO

1.1. Plantas Medicinais e Atividade Antibacteriana: Aspectos Gerais.

O homem durante o processo evolutivo, utilizou de vérias maneiras 0s recursos
oferecidos pela natureza, com objetivo de buscar melhores condi¢cdes para sua
sobrevivéncia e melhor adaptacdo ao meio em que vive. No processo historico das
plantas medicinais, muitas civilizagdes descreveram o uso de vegetais como
medicamentos em seus registros e manuscritos. Dados literarios mostram que
espécies vegetais utilizadas na prevencdo ou cura de doencas sdo encontrados
desde 50.000 anos atrds. O homem primitivo intuitivamente procurava suprir suas
necessidades bésicas como reproducdo, nutricAo e protecdo descobrindo nas
plantas a forma de prevenir ou tratar doencas (DEVIENNE et al., 2004).

A acdo farmacologica dos produtos naturais, deve-se a principios ativos
denominados metabdlitos secundarios (TAUFNER et al., 2006), os quais, até a
década de 1980, tinham os aspectos funcionais referentes a seu metabolismo
totalmente ignorados, sendo em 1950 considerados como residuos metabdlicos. Sé
a partir de 1970 com o conhecimento bioquimico aprofundado do metabolismo
secundario, estes deixaram de ser produtos finais inertes para serem considerados
componentes do metabolismo vegetal (HARTMANN, 2007). Os metabolitos
secundéarios sdo produzidos como um mecanismo de defesa das plantas contra
micro-organismos, insetos e herbivoros. Como exemplo, temos os terpendides, que
sdo responsaveis pelo cheiro, auxiliando na atragdo de agentes polinizadores. J& os

taninos e quinonas tem se mostrado responsaveis pela pigmentacdo e, com isso,
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contribuem para a atragcdo dos referidos agentes e maior dispersdo de sementes
(COWAN, 1999), favorecendo a propagacéo da espécie.

A medicina tradicional tem se tornado cada vez mais popular atualmente, uma
vez que as plantas medicinais continuam exercendo um grande papel na prevengao
e combate a doengas graves em todo o mundo (TSHIBANGU et al., 2002 & LEWIS
et al., 2000). No periodo de 1981 a 2006, 52% das pequenas moléculas
descobertas e em processo de desenvolvimento sédo produtos naturais ou tiveram
suas origens em produtos naturais (NEWMAN et al., 2007).

Devido a dificuldade de acesso ao meio hospitalar, as limitagdes no
tratamento convencional e & distribuicdo escassa das drogas, uma grande parte dos
doentes se trata com extratos de plantas. Informagfes referentes a etnomedicina
mostraram-se bastante importantes para o processo de descoberta de novos
farmacos. Em um total de 122 compostos naturais mundialmente comercializados,
80 % possuem uso etnomedicinal idéntico ou semelhante ao uso corrente desses
farmacos (FABRICANT & FARNSWORTH, 2001).

Estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram
desenvolvidos a partir de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de micro-organismos
e 3% de animais (COUTINHO et al., 2009) e se forem considerados as 250.000
espécies de plantas estimadas (angiospermas e gimnospermas) somente 6%
tiveram atividade biologica estudada (VERPOORTE, 2000). O Sistema Unico de
Saude (SUS), valorizando a importancia dos fitotergpicos, ampliou no ano de 2009 a
distribuicdo de fitoterapicos, e com isso o nimero de fitoterapicos financiados pelo
SUS passou de dois para oito. Segundo o Ministério da Saude (MS) “a fitoterapia

consiste em uma modalidade das praticas integrativas e complementares mais
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freqlientemente encontrada no SUS”, sendo identificada em 9% dos municipios pelo
MS no ano de 2008.

A aceitagcdo da medicina tradicional tem aumentado entre todos 0s grupos
sécio-econdmicos, tornando a fitoterapia um setor econdémico importante (LIMA et
al., 2006). Cerca de 80% da populacdo mundial utiliza medicamentos & base de
plantas (KUETEA et al., 2008), inclusive no combate a doencgas infecciosas. Neste
contexto, tém-se registros de que o uso de plantas no combate a doencas
microbianas € praticado desde a antiguidade e vem crescendo cada vez mais até os
dias de hoje (RIOS & RECIO, 2005).

Nas ultimas décadas, a pesquisa por novos agentes antiinfecciosos tem sido
foco de muitos grupos de pesquisa no campo da etnofarmacologia (RIOS & RECIO,
2005). Uma reviséo realizada por Rios & Recio (2005), na PubMed, sobre atividade
antimicrobiana de plantas medicinais, durante o periodo de 1966 e 1994, apontou
115 artigos sobre o tema. Contudo, na década seguinte, entre 1995 e 2004, este
ndmero quase triplicou, com um total de 307 artigos publicados. Esses dados
mostram claramente o aumento do interesse da comunidade cientifica por pesquisas
na area de produtos naturais com potencial para esta atividade biolégica
(NGWENDSON et al., 2003). As industrias se concentram em programas de triagem
a fim de identificar novos antibiéticos a partir de fontes naturais (KUMAR et al.,
2010). Devido ao aumento alarmante na incidéncia de novas doencas infecciosas e
resisténcia aos farmacos atuais, existe uma grande necessidade em descobrir novos
compostos quimicos com atividade antimicrobiana e, possivelmente, com novos

mecanismos de agao (ADWAN et al., 2010).
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1.2. A Familia Araceae

A familia Araceae pertence a classe das monocotiledéneas, compreendendo
aproximadamente 105 géneros e 3500 espécies (MAYO et al., 1997). Sua
distribuicdo ocorre em todos os continentes, exceto na Antartida (HEYWOOD, 1993)
mostrando-se predominantemente tropical. No Brasil, a familia é representada por
30 géneros e 402 espécies (MAYO e BARROSO, 1997). A maioria das araceas
desenvolve-se preferencialmente em lugares Uumidos e sombreados. Diversos
membros da familia Araceae séo valorizados por suas folhagens ornamentais ou por
suas inflorescéncias exéticas, e por este motivo, muitas vezes sdo causadoras de
intoxicagbes em criangas, principalmente pela grande concentragcédo de cristais de
oxalato de calcio na forma de rafides. Além disso, ha espécies reconhecidas por
serem comestiveis como a “taioba” Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott e a espécie
Monstera deliciosa Liebm.. Também s&o conhecidas por seus valores medicinais,
pois em culturas antigas, algumas Araceaes s&o utilizadas na cura de picadas,
feridas e doenca de pele. Corroborando esta utilizacdo popular, estudos cientificos
mostram que a espécie Xanthosoma sagittifolium (L.) apresentou atividade
antibacteriana contra Escherichia coli, Bacillus subtillis e Micrococcus luteus (CHEN
e BENNY, 2007), considerados importantes agentes infecciosos. Outras espeécies
também sado conhecidas por suas atividades terapéuticas, como exemplo disso
temos a Pinellia ternata vulgarmente conhecida como "Ban Xia” utilizada no
tratamento do cancer de mama, estdbmago e leucemia (CHEN & BENNY, 2007).

Rhaphidophora pertusa Schott. € conhecida por apresentar importante
atividade antioxidante pelo método DPPH e capacidade quelante do ion ferroso.

Além disso, Rhaphidophora pertusa apresentou atividade antibacteriana contra
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Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis e Pseudomonas

aeruginosa com CMI de 2 mg/mL (SASIKUMAR & DOSS, 2006).
1.2.1. Quimica da Familia Araceae

H& recentes relatos na literatura a cerca da ocorréncia e do isolamento de
compostos lipidicos em algumas espécies da familia Araceae. Saglik e
colaboradores (2002a e 2002b) identificaram a presenca dos &cidos: oléico,
linoléico, palmitico, palmitoléico e esteérico no 6leo das sementes de Arum italicum

Miller e Dracunculus vulgaris Schott como mostra figura 1.

o

[¢]
acido palmitico acido linoléico

o]

HOMVMM

acido esteéarico

Figura 1. Estrutura quimica dos &acidos palmitico, linoléico e estearico presentes no 6leo das
sementes de Arum italicum Miller e Dracunculus vulgaris Schott (Saglik et al.,2002a e
2002b).

Em estudos posteriores e complementares, Meija e Soukup (2004)
demonstraram que, além dos perfis de acidos graxos relatados anteriormente para
espécies da familia Araceae, algumas sementes apresentaram caracteristicas
lipidicas mais complexas, com &cidos fenilalcandis e fenilalcendis de cadeia longa e
curta. Esta composi¢cado quimica ndo foi apenas relatada em sementes desta familia.
Pupo e colaboradores (1996) relataram a ocorréncia de um triterpeno do tipo

cicloartano e 4cidos dos tipo n-fenipropandico e n-fenildecendico (Figura 2) em
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folhas de Trichilia claussenii. Chernenko e colaboradores (2005) quantificaram
também a composi¢céo lipidica das folhas de Eminium lehmanii, sendo descritos

mayjoritariamente monogalactosildiglicerideos e digalactosildiglicerideos.

/(ﬂ\/\/\/\/\/©
H,N OH Ho Z

acido fenipropanoico acido fenildecendico

Figura 2. Estrutura quimica dos acidos dos tipo n-fenilpropandico e n-fenildecendico em
folhas de Trichilia claussenii. (Chernenko et al., 2005)

1.2.2. O Género Monstera

O género Monstera compreende 27 espécies, podendo-se destacar Monstera
adansonii Schott (ANDRADE et al.,, 2007), M .deliciosa Liebm., M. dilacerata, M.
dubia, M. expilata, M. obliqua, M. pertusa, dentre outras, as quais encontram-se
amplamente dispersas na América do Sul. As plantas do género Monstera sdo
tipicamente trepadeiras e fixam-se pelos troncos e ao longo dos ramos das arvores,
agarrando-se as cascas por meio de raizes aéreas grossas, que nao s6 prendem a
planta & arvore, como também absorvem &gua e nutrientes, estando distribuidas na
América tropical (TAM et al., 2004). Espécies deste género possuem um fruto
popularmente conhecido como Cerimim, o qual possui um aroma agradavel
semelhante a uma combinacao de banana com abacaxi, porém se for ingerido antes
do amadurecimento, pode causar queimaduras na lingua devido a presenca de
rafides na polpa, as quais desaparecem nos frutos maduros que sao utilizados em
indastrias de bebidas (PLOWMAN, 1969). O género Monstera é pobremente

estudado acerca de seus constituintes quimicos. A principal contribuicdo cientifica
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até hoje para o género foi a identificacdo do alcaldide volatil aroidina em Monstera
pertusa e Monstera obliqgua, havendo, assim, a importancia de novos estudos de
caracterizagdo quimica para o referido género. Especificamente para as espécies M.
deliciosa Liebm e M. adansonii Schott, ndo existem estudos baseados no isolamento
e na caracterizagdo dos constituintes quimicos dessas espécies, despertando o

interesse do nosso grupo pelo presente estudo.

1.2.3. As Espécies Monstera adansonii e Monstera deliciosa

Monstera adansonii Schott e Monstera deliciosa Liebm. (Figura 3a e 3b)
ocorrem amplamente na América do Sul ja tendo sido registradas em quase todo o
Brasil, principalmente em toda regido da Mata atlantica, no Nordeste, Sul e Sudeste,
geralmente em regides montanhosas e florestas inclinadas. Seu ciclo de vida ocorre
em florestas Umidas e tropicais e atinge seu tamanho méximo na forma de grandes
arvores (ANDRADE et al., 2007).

S8o espécies comuns no Brasil e ndo séo particularmente abundantes em
qualquer localidade. Florescem de outubro a dezembro e frutificam de janeiro a
agosto (GONCALVES e TEMPONI, 2004). Predominam ao longo do ano, onde néao
ha exposicdo de ventos secos e do sol. E caracterizada por sua morfologia floral e
vegetativa e pela preferéncia por lugares sombreados. A biologia reprodutiva destas
espécies ainda ndo foi estudada em detalhes. A inflorescéncia é uma espiga densa
(espéadice) de pequeno porte, com flores bisexuais sem perianto (ANDRADE et al.,

2007). A morfologia da planta encontra-se na figura 4.
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3a. Monstera adansonii Schott, 3b. Monstera deliciosa Liebm.

Figura 3. Partes aéreas das espécies M.adansonii Schott. e M. deliciosa Liebm.
Disponivel em http://plantsarethestrangestpeople.blogspot.com/2009/10/fun-with-plant-names.html).

Figura 4. Partes da planta do género Monstera: A, C, F : follhas/ B: nervura das folhas/ D ,
E: gineceu/ G: fruto/ H: inflorescéncia/ K: flor/ L: gineceu/ M: semente/ N: floragdo/ P:
Tamanho juvenil (GONCALVES e TEMPONI, 2004).
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1.3.Resisténcia Bacteriana x Produtos Naturais

Mesmo com grandes avangos no controle do crescimento de diversos
patégenos, grande parte das doencas que afetam milhares de pessoas ainda tem
sido causada por micro-organismos (KAMATOU et al, 2007). Bactérias
multirresistentes sdo um emergente e conhecido problema mundial de saude
(VONBERG et al.,, 2008), incluindo o Brasil, principalmente em unidades de
tratamento intensivo (UTIs) (PUEYOA et al., 2011). O grande aumento em infecgdes
hospitalares, causada por bactérias resistentes ou multirresistentes é um dos
maiores problemas de salde publica (FONTANAY et al., 2008). Especialmente na
Ultima década, o grau de resisténcia aos antibiéticos comuns é cada vez mais
crescente em todo o mundo (TANG et al., 2011).

Uma das principais causas de resisténcia antimicrobiana é a grande exposicao
aos farmacos antimicrobianos, dentre outros, através da pratica da automedicacao.
(FURTADO et al., 2008). Outro fator importante que pode levar a resisténcia
antimicrobiana é a baixa renda, isto é, ma alimentacdo, educacdo deficiente,
péssimas condigBes de higiene, o que favorece a disseminagdo de bactérias mais
resistentes (BYARUGABA, 2005). A resisténcia antimicrobiana também esti
relacionada a recombinacdo e transmissdo de genes de resisténcia, (FANGRAT et
al., 2005), sendo o comprometimento do sistema imunolégico também um outro
agravante no combate a resisténcia aos micro-organismos, visto que, a auséncia de
um sistema de defesa capaz de superar o processo de infeccdo bacteriana tende a
selecionar cepas com maior capacidade de sobrevivéncia (HARBARTH e SAMORE,
2005). A resisténcia aos antimicrobianos é uma grande ameaga a saude publica,

pois torna o tratamento ineficaz aumentando a mortalidade, morbidade e os custos,
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especialmente em paises em desenvolvimento como o Brasil (QUAVE et al., 2008).
Dados da OMS mostram que desde 1970 foram identificadas cerca de 40 doengas
infecciosas inéditas, o que significa cerca de uma por ano (OMS, 2007).

Apesar das industrias farmacéuticas terem produzido novos agentes
antibacterianos nos Ultimos anos, o interesse estende-se a analise de substancias
naturais frente a cepas que se apresentam multirresistentes aos antimicrobianos
comuns (SUFFREDINI et al., 2006).

O uso de plantas medicinais € o método mais antigo para cura de doencas
infecciosas (KOOCHAK et al.,, 2010). As primeiras substancias antimicrobianas
isoladas de espécies vegetais sdo a primina e a miconidina, pertencentes ao género
Miconia (Melastomataceae); lapachol, lapachona e outras naftoquinonas (Tabebuia
avellanedae) e plumbagina (Pera ferrugineae Muell. Arg) (Figura: 5), tendo ja sido
apresentada atividade frente a Staphylococcus sp., Bacillus sp., Streptococcus sp.,
Mycobacterium sp., Pseudomonas sp. e Escherichia sp. (Goncgalves et al., 1970a,b;

OH
CHs H3c0\©/\/vm3
OH

Paterno, 1982).

H3CO

9

Primina Miconidina
o) ‘ e
OH
Q‘ 0 OH
s HaC CHz

Lapachol Plumblagina

Figura 5. Primeiras substancias com atividade antibacteriana isoladas de espécies vegetais
(Gongalves et al., 1970a,b; Paterno, 1982).
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Dentre as principais classes de substéncias antimicrobianas j& descritas

derivadas de espécies vegetais estdo os fendis simples, acidos fendlicos, quinonas,

flavonoides, flavonas, flavonadis, taninos, cumarinas, terpendides, 6leos essenciais,

alcaldides e lectinas (COWAN, 1999) (Figura 6).

Fendis simples e acidos fendlicos

HO

HO COOH

Acido cafeico

Flavonas e Flavonoides

Flavona
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a-Xiloidona

CHjy

CHj

Terpendides
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Punicalina R=0OH, R=H

R=H, R=0OH

Figura 6. Substancias naturais antimicrobianas isoladas de diferentes espécies vegetais.
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Diversos estudos ja foram publicados por nosso grupo de pesquisa focando na
busca de extratos vegetais com atividade frente a estes patégenos. Em 2005,
Machado e colaboradores promoveram o fracionamento dos extratos hexanicos das
espécies Aristolochia cymbifera (Kékolos®) e Myroxylon balsamum (Astmoflora®)
que levaram a identificacdo do diterpeno &cido 2-oxo-populifdlico e da chalcona

isoliquiritigenina, respectivamente, como agentes antibacterianos.

Acido 2- oxo- populifélico Isoliquiritigenina

Figura 7. Estrutura quimica do acido 2-oxo-populifélico e da isoliquiritigenina (Machado et
al., 2005).

Também abordamos a importancia do uso da técnica de CLAE-DAD como
importante ferramenta para identificacdo e isolamento de constituintes quimicos
ativos. Em um estudo publicado em 2005 promovemos o fracionamento do extrato
em acetato de etila de frutos de Punica granatum, guiado por ensaios
antimicrobianos frente a col6nias de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
A purificagdo através de CLAE preparativa conduziu ao isolamento e a posterior
determinagd@o estrutural de taninos elagicos. A identificagcdo das substancias foi
realizada por RMN de *H e com o auxilio da técnica de CLAE-UV, que permitiu
verificar a presenca de taninos hidrolizaveis punicalina a, punicalina 3, punicalagina
a e punicalagina .

Um outro estudo baseado no uso do CLAE-DAD para o monitoramento do
perfil de sub-fracdes com atividade antibacteriana obtidas da espécie Zizyphus

joazeiro foi recentemente publicado (LEAL et al., 2010). Neste trabalho
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correlacionou-se a atividade antibacteriana frente a bactérias hospitalares a
presenca de triterpenos do tipo ceanotano e lupano, os quais foram posteriormente
purificados por CLAE preparativa. Este foi o primeiro estudo relatando a presenca de
triterpenos com esqueleto ceanotano na referida espécie vegetal bem como pela
primeira vez descrita a atividade antibacteriana in vitro destes frente a bactérias
isoladas de fontes clinicas. O acido ceandtico 28-O-metil foi identificado como um
potente agente antibacteriano frente a diferentes cepas de Staphylococcus spp.,
incluindo amostras resistentes, enquanto o 4cido 3-desoxi-27- carboxiceanothanolico
foi identificado como um constituinte quimico inédito apesar de ndo ter sido
correlacionado com a atividade observada. Ainda neste estudo, os acidos 28-O-metil
betulinico e betulinico, assim como o &cido alfitélico, foram isolados e identificados,
sendo aos ultimos conferida atividade antibacteriana frente a amostras ATCC de S.

aureus.

1.3.1. Mecanismo de Acgao de Agentes Antibacterianos

Os antimicrobianos podem ser naturais ou sintéticos e podem agir tanto
inibindo o crescimento, sendo chamado de bacteriostético ou, causando a morte da
bactéria, sendo classificado como bactericida (GUIMARAES et al., 2010). Os
agentes antimicrobianos podem atuar de diversas maneiras, dentre elas estéo,
interferéncia na sintese da parede celular (B- lactamicos), ligacdo a subunidade
ribossomal 50S (macrolideos) e 30S (aminoglicosideos), inibindo a sintese de DNA
(fluoroquinolonas) e RNA (Rifampicina), inibicdo da via metabdlica (sulfonamidas),
interferéncia na sintese de &cidos nucléicos e rompimento da estrutura da

membrana bacteriana (polimixinas) (TENOVER, 2006). Existem poucos estudos
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sobre o mecanismo de acdo de produtos naturais e extratos vegetais, entretanto,
alguns estudos ja& foram descritos, dentre eles, a acdo de flavondides sobre a
inibicdo na sintese de DNA de Proteus vulgaris e RNA de S. aureus, causando um
empilhamento de bases de &cidos nucléicos (CUSHNIE et al., 2005).

Os polifendis sdo conhecidos por formar complexos solluveis de alto peso
molecular com as proteinas e também podem se ligar a adesinas bacterianas e
interferir na disponibilidade dos receptores na superficie das células. O atomo ligante
e 0 numero de grupos hidroxila estdo associados ao efeito toxico nos
microorganismos, sendo que o aumento na hidroxilagdo resulta no aumento da
toxidez e, consequentemente, maior é a inibicdo do crescimento microbiano
(SCALBERT, 1991). Os taninos podem inibir enzimas microbianas extracelulares,
privando o0 substrato necessario para 0 crescimento antimicrobiano, ou agir
diretamente sobre o metabolismo microbiano através da inibicdo da fosforilagcdo
oxidativa (SCALBERT, 1991).

Os terpenos, por exemplo, em especial os sesquiterpenos, parecem agir
através da ruptura de membranas celulares, levando a morte do microorganismo.
Trombetta e colaboradores (2005) verificaram que mentol, timol e acetato de linalila
podem provocar alteragbes na porcdo lipidica da membrana plasmatica de
microorganismos, que resultam em perturbagdes na permeabilidade da membrana e

perda de material intracelular.

1.3.2. Infec¢cdes Hospitalares Bacterianas: Caracteristicas Gerais.

No meado de 1950 nos Estados Unidos, uma cepa virulenta de Staphylococcus

aureus causou varias mortes, que estavam associadas a intervencdes cirdrgicas. A
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partir desta época, formaram uma comissdo de vigilancia de infec¢do hospitalar, a
fim de isolar e identificar os microrganismos responsaveis pelas infeccbes
hospitalares (EMMERSON, 1995).

As infecgcOes sdo consideradas infecgcdes hospitalares (IH) quando
diagnosticadas pelo menos 48 horas apos admissdo hospitalar ou de Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) (VOGELAERS et al.,, 2010). A infeccdo hospitalar é a
segunda maior causa de morte no mundo, seguida das doencgas cardiovasculares
(OLAECHEA et al., 2010), além de ser um grande problema socio-econdmico devido
ao aumento de permanéncia nas UTIs, consequentemente, aumentando oS custos
(MOOR & FERGUNSON, 2006). No Brasil, a IH, é a quarta causa de mortalidade.
Aproximadamente, entre 25 e 35 % dos pacientes em UTIs adquirem infeccéo
hospitalar (LEISER et al., 2007), sendo um dos principais problemas de saude
publica devido a alta taxa de morbidade e mortalidade (PAYA et al., 2009).

A colonizacdo bacteriana esta fortemente associada com internacdo e é
frequente em pacientes graves devido a baixa imunidade, administragéo de drogas
imunossupressoras, normalmente usadas em UTIs, uso de procedimentos invasivos
como ponta de cateter, além da grande frequéncia na administracdo e antibidticos

(VINCENT, 2003).

1.3.3. Microorganismos Multirresistentes

A resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos tornou-se um grande
problema de saulde, tanto em hospitais quanto na comunidade. Com o surgimento
de novas doencas houve a evolugdo dos chamados microrganismos

multirresistentes. Essa resisténcia resulta em um aumento da duracdo e gravidade
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da doenca, aumentando tempo de internacdo, gerando maiores custos ao Sistema
Unico de saulde. A resisténcia também interfere em alguns procedimentos de
tratamento o paciente como cirurgias, no tratamento de imunodeprimidos e idosos,
isto €, a resisténcia microbiana provavelmente surge a partir de uma resposta a
vérias condi¢cdes e oportunidades (COHEN et al., 1997).

O primeiro antibiético foi descoberto em 1930, e até 1980 eles foram capazes
de curar quase todos os tipos de infecgdes. A partir de 1980 houve um frequente
aumento da resisténcia aos antimicrobianos, tornando um motivo de grande
preocupacdo entre meédicos e na sociedade em geral. E ainda hoje os
microrganismos continuam desenvolvendo resisténcia, como exemplo deste grande
aumento vemos que no inicio de 1990 a resisténcia de Staphylococcus aureus a
meticilina e cefalosporinas era cerca de 5%. Hoje nos Estados Unidos a resisténcia
varia entre 50% a 60% estendendo-se a oxacilina, cloxacilina, amoxacilina-
clavulanato, fluoroquinolonas e vancomicina (DRONDA & JUSTRIBO, 2007).

Staphylococos aureus se tornam multirresistentes devido a alteragdo da
enzima alvo dos antibidticos B-lactamicos, que produz uma nova enzima com baixa
afinidade pelo antibidtico, que € codificada pelo gene mecA. Este gene, esta
localizado em um elemento genético moével chamado “Staphylococcal cassete

chromossome mec” (SCCmec), que esta presente no cromossomo de todos o0s

isolados MRSA (FORBES et al., 2008).

1.3.4. As Espécies Staphylococos aureus e Acinetobacter baumanii
Staphylococos aureus foi descoberto na década de 1880 e em 1940 ja era
responsavel por 80% das mortes por infec¢ges. Ainda no ano de 1940 foi introduzida

a penicilina, o primeiro farmaco utilizado em seu combate, mas dois anos depois 0s
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Staphylococos aureus ja havia se tornado resistente. Apds a utilizacdo da penicilina
muitos farmacos ja foram criados, mas devido a rapida mutacdo dos S.aureus e
grande resisténcia, inclusive aos novos farmacos, 0s mesmos vém se tornando cada
vez mais ineficazes na terapéutica de muitos pacientes (DEURENBERG &
STOBBERINGH, 2008). S.aureus é considerado um patégeno oportunista (FENG et
al., 2008) e extremamente mutavel que tem como principal sitio de colonizacéo as
narinas, porém, também pode colonizar as axilas, virilha e trato gastrintestinal. Essa
colonizacdo oferece um reservatério de bactérias que podem se tornar invasivos
guando o hospedeiro apresenta baixa imunidade devida principalmente a aspiracao,
insercdo de catéter ou cirurgia, e essa colonizacdo tem como consequéncia o
aumento do risco de infeccdo (GORDON & LOWY, 2008). S. aureus € o patdgeno
com maior incidéncia de isolamento em sitios de infec¢des hospitalares com taxa de
29,2%. Em seguida, estdo Klebsiella spp. e Acinetobacter spp. com 13,2% e 12,5%
respectivamente (Brasil, 2011). Rosenthal e colaboradores (2011) relatam que de
761 cepas de S. aureus isolados de UTls de varios hospitais do mundo inteiro,
84,1% apresentaram resisténcia a oxacilina (OXA). As taxas dos patdégenos mais
isolados de sitios de infeccbes hospitalares no Brasil encontram-se representados

na figura 8 (MARRA et al., 2011).

3,102 1.60%
T

4,50%

B 5. cureus coogulase positivo e
negativo
W Kisbciella spp.

6,10%
W Acitetochacter spp.
W C. geruginosa
8.902% s
W Enterobocter spp.
u Canalida spp.

Enterococcus spp.

12,50% 13,20% Serrotia spp.

Figura 8. Patégenos mais isolados de sitios de infecgdes hospitalares no Brasil (MARRA et

al., 2011).
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Acinetobacter spp. sdo cocobacilos catalase positiva e oxidase negativa, gram-
negativos, aerobicos, ndo fermentativos, ndo moveis, ndo pigmentados. Em 1970 o
Acinetobacter baumanii era considerado um patégeno oportunista de baixo risco e
ndo despertava preocupacao. O interesse tem crescido nos ultimos anos devido sua
expansdo mundial e em UTIs levando a uma grande mudanga nas infecgdes e o
surgimento de cepas multirresistentes (GIAMARELLOU et al., 2008). Nos ultimos 15
anos Acinetobacter baumanii tem se mostrado como um grave patdégeno causando
milhares de infecgcbes hospitalares no mundo inteiro. Possui uma extrema
capacidade de adquirir resisténcia a quase todas as classes de antibidticos se
tornando um grande problema de saude publica (MOTAOUAKKIL et al., 2006). Essa
resisténcia multipla acontece de forma extremamente rapida, causando diversos
problemas terapéuticos. Os carbapenémicos sao geralmente escolhidos para
combater infec¢Bes causadas por Acinetobacter baumanii, porém ja existem relatos
de resisténcia ao antimicrobiano Imipenem tornando um problema mundial e uma

ameagca ao tratamento bem sucedido (BARAN et al., 2008).

1.4 Acidos Graxos: Agentes Antibacterianos

A membrana estrutural de todas as células vegetais contém &cidos graxos, o
que ndo ocorre com as ceélulas humanas, uma vez que estes organismos n&o séo
capazes de produzi-los, existindo a grande necessidade de ingeri-los na dieta
(MILLAR et al., 2000).

A biossintese de &cidos graxos, inicia com a enzima A carboxilase (ACCase),
que converte acetil-coA em malonil-CoA. A ACCase é ativada pela luz promovendo a

reducdo da carboxiltransferase, sendo esta considerada fundamental na sintese de
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acidos graxos uma vez que gera Malonil-CoA que atua como bloco de construcéo de
acidos graxos (CAHOON & SCHMID, 2008). O processo de biossintese dos &cidos
graxos esta descrito de forma detalhada na figura 9 a seguir. As propriedades
quimicas desses acidos sdo determinadas pela estrutura quimica, o comprimento da
cadeia e o grau de insaturagéo (PINZI et al., 2011).

Nos ultimos anos, os acidos graxos comecaram a desvendar algumas
importantes relacbes estrutura-atividade no que diz respeito a seus potenciais
biolégicos (CARBALLEIRA, 2008). Podem proporcionar indmeros beneficios a
saude, como por exemplo no combate a micro-organismos como Streptococcus
mutans, Candida albicans que podem causar varias patogenias aos seres humanos

(HUANG et al., 2010).
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Figura 9. Biossintese de acidos graxos e as enzimas-chave no processo. ACC: acetil-CoA,
carboxilase, ACP: proteina transportadora de acila, FabD: ACP transacilase, FabH: b-
cetoacil-ACP sintase Ill, FabG: b-cetoacil-ACP redutase, FabA: b-hidroxidecanoil-ACP
desidratase / isomerase, FabZ: b-hidroxiacil-ACP desidratase, Fabl: enoil-ACP redutase,

FabB: b-cetoacil-ACP sintase |, FabF: b-cetoacil-ACP sintase Il (CARBALLEIRA, 2008).
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1.5. Flavondides: Aspectos Antioxidantes.

A producgéo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS) e reacdes que
levam a producdo de radicais livres podem levar ao estresse oxidativo celular,
podendo causar doengas degenerativas ou patologias como cancer, doengas do
coracao, envelhecimento e Alzheimer (SUN et al., 2011).

Existem disponiveis atualmente muitos antioxidantes sintéticos tais como butil-
hidroxianisol e butil-hidroxitolueno, entretanto, estes podem se acumular no corpo
resultando em lesd@o hepatica e carcinogénese. Por esta razdo, como um esforco
para protecdo do ser humano aos radicais livres e retardamento do progresso de
muitas doengas cronicas (SUN et al., 2011), tem sido dado grande atengdo aos
antioxidantes naturais.

Alguns estudos mostraram que a ingestéo de frutas e verduras reduz a taxa de
doengas cardiacas, cancer, e outras doengas degenerativas, e que este fato pode
esta atribuido a presenca de antioxidantes naturais nestes alimentos. As plantas
também sdo capazes de combater esses radicais livies (MOTAMED & NAGHIBI,
2010). O aumento do nivel de EROS pode danificar a estrutura das biomoléculas e
modificar suas funcdes; levar a disfuncdo celular e até mesmo a morte celular. A
nossa rica flora e fauna levou a formacdo de seres vivos capazes de produzir
vériadas moléculas com acdo antioxidante, e essas substancias naturais podem ser
uma importante estratégia para o combate de vérias enfermidades (MISHRA et al.,
2012).

Os flavonoides sdo componentes quimicos encontrados em muitas espécies
vegetais, sendo identificado como os principios ativos de muitos fitoterapicos
disponiveis no mercado. Flavonoides possuem atividades farmacoldgicas e

fisioldgicas reconhecidas como acdo sobre o fortalecimento da contratibilidade
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cardiaca, inibicdo enzimatica, acdo antibacteriana, antiinflamatéria, anti-cancer, anti-
alérgica, anti-citotoxica, antioxidante natural além de ser usado como complemento
alimentar. A quercertina,por exemplo, j& é bastante reconhecida pelo seu potencial
farmacoldgico, atuando no combate a febre, sinusite e asma. Por estas razdes,
existe um grande interesse cientifico no desenvolvimento de técnicas para otimizar a
separagdo e purificacdo deste e outros flavonoides, sendo este grupo quimico cada
vez mais alvo de pesquisas cientificas (LONG et al.,, 2011 e MARISWAMY et al.,
2012) . Os flavonoides séo os pigmentos vegetais mais importantes para as flores
exibirem as coloragbes amarela, vermelha ou azul nas pétalas, sendo estas
importantes na atracdo de animais polinizadores. S&o um grupo grande
estruturalmente, com um substituinte fenila na posicdo C2 ou C3. As principais
subclasses de flavonoides sdo flavona, flavonol, isoflavona, flavanona, chalcona,
antocianidina, catequina e flavanonol como mostra a figura 10. Muitas das vezes,
sdo hidroxilados em posigdes, 3, 4, 5 ou 7, sendo frequentemente um ou mais
desses grupos metilados, acetilados, prenilados ou sulfatados. Nas plantas, os
flavondides geralmente apresentam-se como O ou C-glicosideos. Os O-glicosideos,
tém substituintes agucar ligado a um grupo hidroxila da aglicona, geralmente
localizado na posicéo 3 ou 7, enquanto que o C-glicosideos tém grupos de acucar

ligado a um carbono da aglicona, geralmente na posi¢éo 6 (RIJKE et al., 2006).
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Isoflavona

Flavonona Chalcona Antocianidina

Figura 10. Principais grupos de flavonoides (RIJKE, et al., 2006).

Os radicais livres sdo substancias agressivas sendo formados em locais
fisicamente restritos, tais como peroxissomos, mitocondria ou dentro da célula, como
resultado do processo metabdlico normal. A célula sobrevive a toxicidade de
pequenas quantidades de radicais livres, no entanto, quando a producéo de radicais
livres torna-se excessiva, a agdo dos antioxidantes e sequestradores de radicais
torna-se importante para minimizar os danos as membranas, enzimas e genes. Os
flavonodides s&o agentes bastante eficazes para esta finalidade uma vez que podem
atuar regulando a producgdo de radical superédxido e peréxido de hidrogénio através
da reagdo de Fenton. Uma outra forma de atuacao é atraves da quelacdo de metais
e suas propriedades de transicAo de quelagdo e interagdo direta
com algumas enzimas e sangue. Os flavonoides se ligam aos metais de ferro e
catalisam transporte de elétrons eliminando os radicais livres tornando —os potentes

antioxidantes.(HAVSTEEN, 2002; ACKER et al., 1998). A quelacdo do metal pode

ser responsavel, ndo so6 pela atividade antioxidante de flavonoides, mas também por
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outras atividades como inibicdo da lipooxigenases por quelagéo e redugéo de ferro
no sitio ativo, isto mostra que a quelagéo de ferro representa grande importancia na
diversidade biolégica da atividade de flavondides (MLADENKA et al., 2011).

Existem varios relatos na literatura a respeito de flavonoides presentes em
plantas com atividade antioxidante. Andarwulan et al (2010), relatam que as
espécies Cosmos caudatus e Polyscias pinnata apresentaram atividade antioxidante
pelo método DPPH e fendis totais, o que pode esta ralacionado com a abundante
presenca de quercetina e kaempferol. Hossain e Rarman (2011), justificam que o
grande potencial antioxidante do abacaxi testados pelos métodos DPPH, b-caroteno
e fendis totais deve-se a presenca de flavonoides nos extratos acetato de etila,
metanol e 4gua. A casca de Limoncella sp. também apresentou alta capacidade
antioxidante pelo método DPPH e farta presenca de flavonoides (ABROSCA et al.;
2007).

Devido ao crescimento na prevaléncia de bactérias multirresistentes, em
especial de amostras de Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina, varias
enfermidades de origem infecciosa permanecem com terapéutica inadequada.
Portanto, a busca por agentes antibacterianos derivados de espécies vegetais pode
representar uma importante alternativa. O conhecimento sobre o uso medicinal da
familia Araceae é extremamente limitado e os poucos estudos realizados mostraram
que essa familia possui um grande potencial quanto as propriedades
farmacoldgicas, despertando o interesse por novos estudos. Mais especificamente,
espécies do género Monstera sdo muito pouco estudadas quanto ao aspecto
quimico e farmacologico, portanto, novos estudos focando nesta investigacdo se
fazem necessérios, especialmente no que tange a busca por novas substancias com

potencial antibacteriano. Estudos preliminares realizados em nosso laboratério com
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extratos da espécie Monstera pertusa revelaram importantes propriedades
antibacterianas, estando a presente proposta pautada na ampliagdo deste estudo

para demais espécies deste género.
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2.0BJETIVOS GERAIS

Investigar a atividade antioxidante e antibacteriana de diferentes extratos e
fragBes obtidos a partir das folhas de espécies vegetais do género Monstera frente a
amostras bacterianas padrdo e clinicas isoladas de sitios de infeccdo hospitalar
como fluido corporal e dispositivos. E ainda, promover um estudo fitoquimico
biomonitorado dos extratos selecionados para identificagdo dos constituintes

quimicos majoritarios de interesse.

2.1. Objetivos Especificos

o Avaliar a atividade antioxidante de extratos vegetais de diferentes polaridades
obtidos das folhas das espécies Monstera adansonii e Monstera deliciosa pelo
método DPPH, ORAC e Quelante de ferro.

o Avaliar a atividade antibacteriana de extratos vegetais e fragcdes de diferentes
polaridades obtidos das folhas das espécies Monstera adansonii e Monstera
deliciosa frente a amostras padrdo da colegdo americana de culturas (ATCC) e
amostras clinicas hospitalares, incluindo cepas de Estafilococos coagulase-positivo e
coagulase-negativo e amostras bacterianas gram-negativas.

o Promover o rastreamento fitoquimico biologicamente guiado dos extratos
mais ativos, através de métodos cromatograficos, com a finalidade de obter sub-
fragcBes ativas e, a partir destas, identificar os constituintes quimicos majoritarios
bioativos;

o Determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI) de crescimento bacteriano

dos extratos e sub- fragBes ativas utilizando o método de diluicdo em agar e/ou
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método de diluicdo em caldo em microplacas;

Determinar a concentracdo minima bactericida (CMB) das sub-fragbes ativas das
espécies vegetais.

Avaliar a curva de crescimento e de morte do micro-organismo na presenca da
fracdo ativa, utilizando-se a cepa que se mostrou mais sensivel nas etapas
anteriores.

Realizar o teste de citotocixidade in vivo e in vitro da(s) sub-fragdo ativa(s).
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3. MATERIAIS e METODOS

3.1. Coleta do Material Vegetal e Obtenc¢éo do Extrato

3.1.1 Material Vegetal

As partes aéreas (folhas) de M. deliciosa Liebm. foram coletadas no Jardim
Didatico do Departamento de Botanica da UFRJ em 2010, e as partes aéreas
(folhas) de M. adansonii Schott. foram coletadas na vista chinesa no Rio de Janeiro
em 2010. Os materiais vegetal foram identificados com o auxilio da professora Dr.2
Cassia Monica Sakuragui e as exsicatas dos individuos foram depositadas no
Herbario da UFRJ (M. deliciosa - RFA 36868 e M. adansonii - RFA 36869). Todo o
material foi devidamente acondicionado em estufa a 40°C por 5 dias para 0 processo

de secagem, sendo posteriormente pulverizado em pulverizador.

3.1.2. Obtencgéo do Extrato Bruto e Particdes

O material seco e pulverizado (880 g de Monstera deliciosa e 505 g de
Monstera adansonii) foi submetido a um processo de extracdo por maceracao a frio
em etanol (VETEC) absoluto por 5 dias. O macerado obtido foi concentrado em
evaporador rotatério (Pemen®, com bomba de vacuo Cole Parmer Instrument
Company modelo 7049-50 e um banho Fisatom® modelo 550 - 1200 W, 230 V) e
30 g foram posteriormente ressuspenso em 400 mL de uma solugdo de
metanol:dgua(9:1), sob agitacdo e sonicacdo sendo submetido em seguida a um
processo de extracdo liquido-liquido com hexano (VETEC). O extrato metandlico
residual foi concentrado em evaporador rotatério e posteriormente ressuspenso em
agua, sendo esta solugdo particionada com os seguintes solventes: diclorometano,

acetato de etila e butanol (VETEC) (LEAL, et al., 2011). Um esquema descritivo das
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diferentes etapas do processo de fracionamento do extrato etandlico bruto com os

respectivos solventes extratores estao ilustrados abaixo na Figura 11.

= b=

Figura 11. Metodologia referente a particdo liquido-liqguido com diferentes solventes
(LEAL et al., 2011).

3.2. Processo de Purificagéo dos Extratos

3.2.1. Filtracdo a Vacuo em Silica Gel: Extratos Hexanicos de Monstera
adansonii Schott e Monstera deliciosa Liebm e Extrato em Diclorometano de M.

adansonii Schott.

Para filtracdo a vacuo, o extrato hexanico de cada planta (2g) e o extrato em
diclorometano de M. adansonii (1,5g) foram pesados em um bécher e, em seguida,
dissolvidos em diclorometano. A cada amostra foi adicionada silica gel, sendo a
mistura posteriormente submetida ao rota-evaporador (Pemen®). A pastilha formada

foi acrescida ao funil de vidro sinterizado (8,5 cm de didametro e 6 cm de altura)
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preenchido com silica, sendo utilizados os seguintes sistemas de solventes descritos
a seguir nas tabelas 1, 2a, 2b e 3 (Esse procedimento foi realizado para as duas

espécies vegetais separadamente).

Tabela 1. Caracteristicas da filtracdo a vacuo do extrato hexanico de Monstera

deliciosa Liebm.

Proporgéo de Cdédigo Volume de

solventes utilizados solvente (mL)
Hexano 100% HX100 6 x 300
Hexano/diclorometano 50% HXDLsq 11 x 300
Diclorometano 100% DL1oo 16 x 300
Diclorometano/acetato de etila 50% DLACs, 8 x 300
Acetato de etila 100% AC1q0 5 x 300
Acetato de etila/metanol 50% ACMEsq 5x 300
Metanol 100% ME 100 5x 300

Tabela 2a. Caracteristicas da filtracdo a vacuo do extrato hexanico de Monstera

adansonii Schott (1%)

Proporcgéo de Cadigo Volume de

solventes utilizados solvente (mL)
Hexano 100% HX100 3 X 300
Hexano/diclorometano 50% HXDLsg 8 x 300
Diclorometano 100% DL1go 4 x 300
Diclorometano/acetato de etila 50% DLACsq 4 x 300
Acetato de etila 100% AC1q0 5 x 300
Acetato de etila/metanol 50% ACME5q 6 x 300
Metanol 100% ME 100 5 x 300
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Tabela 2b. Caracteristicas da filtracdo a vacuo do extrato hexanico de Monstera

adansonii Schott (22).

Proporcéo de Caddigo Volume de
solventes utilizados solvente (mL)
Hexano 100% HX100 3 x 300
Hexano/diclorometano 50% HXDLso 5 x 300
Diclorometano 100% DL 100 5 x 300
Diclorometano/acetato de etila 50% DLACsq 4 x 300
Acetato de etila 100% ACi00 6 x 300
Acetato de etila/metanol 50% ACME-sq 4 x 300
Metanol 100% ME 100 5x 300

Tabela 3. Caracteristicas da filtracdo a vacuo do extrato em diclorometano de

Monstera adansonii Schott.

Proporcéo de Cdédigo Volume de
solventes utilizada solvente (mL)
Hexano 100% HX100 6 x 300
Hexano/diclorometano 50% HXDLso 2 x 300
Diclorometano 100% DL 100 2 x 300
Diclorometano/acetato de etila 50% DLACsq 3 x300
Acetato de etila 100% ACi100 2 x 300
Acetato de etila/metanol 50% ACMEsq 4 x 300
Metanol 100% ME 100 3x 300

3.2.2. Purificagcdo do Extrato em Acetato de Etila por SPE (Extracdo em

Fase Solida)

100mg do extrato em acetato de etila de MD foi diluido em 500 pl de metanol
(TEDIA) e submetido a um processo de fracionamento através de uma extragédo por

SPE (Extragdo em Fase Solida). Foi utilizado um cartucho do tipo SPE modelo
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Phenomenex Strata C18-E (55um, 70A) 5g/20ml Giga tubes 8B-5001-LEG Solid
phase extraction SPE products recheado com resina C18. O condicionamento do
cartucho foi realizado utilizando 3 x 10 mL de acetonitrila (TEDIA) com fluxo de 10
mL/min, seguido de 3 x 10 mL de agua deionizada a um fluxo de 10 mL/min. Para o
inicio do processo extrativo, 500 pl da amostra foram aplicados na superficie da fase
sblida do cartucho e eluiu-se a amostra com 10 mL de agua deionizada 3x
consecutivas, sendo as fragbes recolhidas em frascos individuais. O mesmo
procedimento foi realizado com as seguintes solugdes descritas na tabela 4. As sub-
fragcbes obtidas no processo de fracionamento foram evaporadas em rota-
evaporador (Buchi Waterbater B-480 1200 W, 230 V) e liofilizadas (Beta 1-16-

CHIST).

Tabela 4. Sub-fracdes obtidas do extrato em acetato de etila de MD através da
extracdo por SPE.

Sistemas de solventes N° de extracdes Cadigos das sub-fracdes
Agua 100% 3 x 10ml 1,2,3
Acetonitrila 3% 3 x10ml 4,56
Acetonitrila 10% 5x 10ml 7,8,9, 10, 11
Acetonotrila 20% 4 x10ml 12, 13, 14, 15
Acetonitrila 30% 5 x 10ml 16, 17, 18, 19, 20
Acetonitrila 50% 3 x10ml 21, 22,23
Acetonitrila 100% 4 x 10ml 24, 25, 26, 27
Metanol 100% 2 x10ml 28, 29
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3.3. Analise Cromatogréfica

4.3.1. Preparacdo do Material para Analise por Cromatografia em Fase
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Uma aliquota de 2 mg/mL da sub-fragdo selecionada foi adicionada a um frasco de

vidro &mbar com capacidade para 30 mL;

Ao frasco adicionou-se 100 pL de N-metil-n-trimetilsilil trifluoracetamida (MSTFA)
(ALDRICH) e agitou-se vigorosamente em Voértex. Aguardou-se por 15 minutos para

a reacao de derivatizacgéo;

R3Si-X  + Y-H —— RsSi-y + H-X
Reagente sililante Composto com H ativo  Composto sillado  Hidrogénio com grupo de saida do reagente
Figura 12. Reacao de derivatizacdo (sililagdo).
o Em seguida, adicionou-se ao contetdo do frasco 1mL de acetona, agitou-se

vigorosamente e injetou-se no CG-EM.

A técnica de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa foi
realizada em aparelho Shimadzu 2010 com interface GCMS-QP2010 e impacto
eletrénico. A coluna utilizada para analise foi RTx-5Ms (L=30m; d=0.25um); gas de
arraste: hélio. As condi¢des para a corrida cromatogréafica estao descritas na tabela
5 abaixo. As substéncias foram identificadas através de comparacdo com o0s

espectros de massas da biblioteca NIST05s.LIB.

Tabela 5. Rampa de temperatura por CG-EM para andlise das fra¢6es apolares.

Velocidade (°C/min) Temperatura (°C) Tempo (min)
- 60°C 1.00
10°C/min 290°C 16.00

45. 00 (total)

T°C do injetor: 270°C (SPLIT) ; Condi¢bes do detector de massas: Fonte de ionizagdo — 200°C; Interface-
230°C
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3.3.2 Curva de Calibragdo para Quantificacdo dos Acidos Graxos por

CG-EM.

A fim de se quantificar os &cidos graxos presentes nas sub-fracbes

provenientes dos extratos hexanicos de MD e MA, construiu-se uma curva de

calibracdo com amostras padréo dos acidos palmitico e linoléico (SIGMA-ALDRICH)

em diferentes concentragdes, a saber: 0,10; 0,50; 1,0; 5,0; 10 mg/mL. Para a analise

utilizou-se a técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM) em aparelho Shimadzu 2010 com interface GCMS-QP2010 e

impacto eletrénico (coluna RTx-5Ms ; L=30m; d=0.25um); gas de arraste: hélio. As

condicdes para a corrida cromatografica estdo descritas na tabela 5 e os gréaficos

referentes as curvas de calibra¢@o obtidas encontram-se nas figuras 13 e 14.
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Figura 13. Curva de calibracéo do acido palmitico
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Curvade calibracao do acido linoléico

—e— Acidolinoléico
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Figura 14. Curva de calibracédo do acido linoléico.

3.3.3 Preparacdo do Material para Analise por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

De acordo com o melhor perfil de resolugéo por cromatografia em camada fina
(CCF), as sub-fragdes (Total n =29): 1, 3,5, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19,
21,23, 29 provenientes do extrato acetato de etila (Tabela 4), foram selecionadas
para posterior andlise por CLAE (Tabela 6) em aparelho Shimadzu com 2 bombas
LC-10AD, degaseificador DGU-12A, injetor automético SIL-10AD, forno de colunas
CTO-10A. Os dados foram adquiridos por interface SCL-10A. Aquisicdo de dados e
controle pelo software e Shimadzu CLASS-VP verséo 6.145P1. As amostras foram
diluidas em 150 pL de metanol exceto as amostras 1 e 3, para as quais foram
acrescentados 150ul de agua para solubilizacao total. O método gradiente adotado
compreendeu diferentes proporgdes dos solventes A e B (solvente A: Solugéo
aquosa de TFA 0,5% e solvente B: Acetonitrila) conforme tabela 6. A analise

transcorreu em um tempo total de 55 minutos com fluxo de 1 mL /min.
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Tabela 6: Condicdes pelo método gradiente por CLAE para analise das sub-fracbes
provenientes do extrato acetato de etila de MD.

Variagdo do tempo em minutos (min)  Proporcgé&o de solvente B

0-2 Acetonitrila 3%

2-7 Acetonitrila 12%
7-12 Acetonitrila 25%
12-19 Acetonitrila 35%
19-24 Acetonitrila 35%
24-28 Acetonitrila 48%
28-32 Acetonitrila 48%
32-42 Acetonitrila 95%
42-50 Acetonitrila 100%
50-55 Metanol 100%

3.4. Avaliagcdo da Atividade Antibacteriana dos Extratos e Constituintes

Quimicos das Espécies vegetais.

As amostras bacterianas que foram utilizadas neste trabalho pertencem a
colecdo de culturas do Laboratério de Infeccdo Hospitalar do Departamento de
Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées (IMPPG) —
UFRJ onde os testes para atividade antibacteriana foram realizados, sob superviséo
da Prof.2 Dr.2 lvana Correa Ramos Leal . As amostras clinicas foram obtidas a partir
de diferentes fontes de isolamento de pacientes internados em diferentes hospitais
brasileiros. O numero das amostras, a fonte de isolamento e o perfil de

susceptibilidade & oxacilina estdo descritos nas tabelas 7, 8 e 9 a seguir.
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Tabela 7. Caracteristicas das amostras clinicas e 5 amostras de referéncia de

Staphylococcus spp. utilizadas no presente estudo.

N.° da Amostra

Fonte de isolamento

Susceptibilidade a

OXA

517a
520a
526a
527a
529%a

551a

563a

601a

604a

621a

633a

646a

664a

920a

1006a

1008a

1015a

1025a

29213

33591*

S. epidermidis
S. haemolyticus
Enterococus faecalis
S. hominis

Escherichia coli

Sangue

Sangue

Abscesso cutaneo
Lavado bronco-alveolar

Sangue

Ponta de cateter
Liquido pleural
Abscesso
Articulacao

Swab nasal
Secrecao de ouvido
Sangue

Ferida de pele
Liquido pleural
Protese

Lavado bronco-alveolar
Protese

Prétese

ATCC 12228*
ATCC 29970*
ATCC 29212~
ATCC 27844~
ATCC 25922*

ORSA
ORSA
ORSA
ORSA
ORSA

ORSA
ORSA
ORSA
ORSA
ORSA
ORSA
ORSA
ORSA
OSSA
OSSA
OSSA
OSSA
OSSA
OSSA
OSSA

OXA= Oxacilina

ORSA= Staphylococcus aureus resistente a oxacilina
OSSA= Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina
* ATCC= American Type Culture Collection
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Tabela 8. Caracteristicas de outras amostras de referéncia utilizadas no presente

estudo.

N.° da Amostra

Espécie bacteriana

ATCC 27840 Staphylococcus capitis
ATCC 15442 Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27851 Staphylococcus simulans
DSM480 Staphylococccus schleiferi
JCSC1435 Pseudomonas aeruginosa
ATCC 51299 Staphylococcus haemolyticus
OXA51 Acinetobacter baumanii
HON334 Enterobacter
ATCC 4352 Klebsiella pneumoniae
ATCC 29009 Acinetobacter spp
ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae
ATCC 48695 Acinetobacter baumanii

ATCC= American Type Culture Collection

Tabela 9. Caracteristicas das amostras clinicas e 1 amostra de referéncia de
Acinetobacter baumanii utilizadas no presente estudo.

N.°da Amostra Fonte de isolamento Susceptibilidade
a Imipenen
OXA25 Sangue IRAB
OXA38 Abscesso cutaneo IRAB
OXA27 Secrecéo traqueal IRAB
33AB Sangue IRAB
36AB Sangue IRAB
38AB Secrecao traqueal IRAB
39AB Urina IRAB
55AB Sangue ISAB
60AB Lavado broncoalveolar ISAB
41AB Secrecdao traqueal ISAB
42AB Urina ISAB

Acinetobacter baumanii  ATCC48695*

IRAB Acinetobacter baumanii resistente a Imipenen

ISAB Acinetobacter baumanii sensivel a Imipemen
* ATCC (American Type Culture Collection
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3.4.1. Método de Diluicdo em Agar Miieller-Hinton (NCCLS, 2010).

A atividade antibacteriana dos extratos das espécies vegetais, bem como das
sub-fracdes pré-purificadas obtidas dos extratos hexanicos de MD e MA e
diclorometanico de MA, foi verificada através do método de diluicdo em agar, como
preconizado pelo National Committee for Clinical laboratory Standards (NCCLS,
2010). Esta técnica tem como objetivo a determinagdo da concentracdo minima
inibitéria (CMI) da droga em estudo capaz de impedir o crescimento do micro-
organismo.

Inicialmente, diluicdes seriadas do material vegetal seco foram realizadas a
partir de uma solugéo estoque na maior concentragao a ser investigada.

A concentragdo inicial trabalhada foi baseada em estudos da atividade
antibacteriana de extratos vegetais previamente publicados por nosso grupo de
pesquisa (MACHADO et al., 2005; LEAL et al., 2010; RUELA et al., 2011). Dessa
forma, para os extratos e sub-fracbes optamos por investigar uma faixa de
concentracdo variando entre 1024 e 128 pg/mL. Para tal, um volume de 2 ml da
solucéo estoque (10,24 mg/mL em DMSO) das diferentes amostras vegetais foram
carreados para um tubo contendo 2mL de agua para o processo de diluicdo
sereada, sendo este processo repetido até a obten¢éo da diluicdo final. Em seguida,
1mL de cada uma destas solu¢des obtidas foi adicionado a 19 ml do meio de cultura
(agar Mueller-Hinton, DIFCO) ainda em fus&o (diluicdo 1:20) e o material foi
finalmente vertido em placas de Petri e homogeneizado previamente a solidificagéo.

Coldnias bacterianas isoladas foram selecionadas e transferidas para solu¢éo
salina a 0,85% até atingir uma turvacao referente a escala 0,5 de McFarland (cerca
de 10® UFC/mL). Posteriormente, essa solucéo foi diluida (1:10) em salina de forma

a se obter cerca de 10’ UFC/mL. A nova suspensao bacteriana obtida foi inoculada,
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com auxilio do replicador de Steers nas placas contendo &gar Mueller-Hinton e as
amostras nas diferentes concentra¢des (2048,1024, 512, 256 e 128 pg/mL). A leitura
dos resultados do teste foi realizada apds incubacdo das placas em estufa a 35°C,
por 24 h. Como controle positivo do teste, as amostras bacterianas avaliadas foram
inoculadas em meio de cultura na auséncia do material vegetal e em meio de cultura
com adicdo de DMSO, solvente usado no preparo das amostras, para avaliacdo da
interferéncia do mesmo.

3.5. Determinagdo da Concentragcdo Minima Inibitoria (CMI) e Determinagéo da

Concentracdo Minima Bactericida (CMB) pelo Método de Diluicdo em Caldo

4.5.1. Determinacdo da Concentragdo Minima Inibitoria (CMI)

Inicialmente, foi realizado o teste para verificagcdo da CMI em caldo das sub-
fracbes obtidas da filtracdo & vacuo do extrato em diclorometano ativo de M.
adansonii Schott e a fracdo HXDLs, ativa proveniente do extrato HX (MA). Para a
investigacdo da CMI foi avaliada uma faixa de concentragdo de 128 ug/mL a 4096
pug/mL. Para obtencgéo das referidas diluices se partiu de uma solugéo estoque de
40960 pg/mL e, a partir desta, concentragdes de 4096, 2048, 1024, 512, 256 e 128
pg/mL foram obtidas por diluicdes seriadas.

O inoculo bacteriano utilizado para o teste foi realizado a partir da amostra
de S.aureus ATCC 29213, que foi transferida de uma cultura em agar-sangue para
um tubo contendo 5mL de caldo MH até obtencdo de turvacdo correspondente a
escala 0,5 de McFarland. Posteriormente, foram transferidos 100 pL dessa
suspensao para um segundo tubo com 5 mL de caldo Mueller-Hinton (MH) (OXOID).
Os caldos foram incubados por 4 - 6h a 35°C, sob agitacéo, e a turbidez ajustada até

0,5 da escala McFarland (108 UFC/mL). Em seguida, foram transferidos 300uL desta
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suspensao para um tubo contendo 9,7 mL de caldo MH (diluicdo 1:32), obtendo-se
uma suspensao bacteriana com cerca de 4-5 X 10° UFC/mL. Finalmente, foram
transferidos 100 pL desta suspenséo para cada tubo contendo 0,9 mL com a
respectiva diluigdo contendo as sub-fracdes mencionadas, atingindo ao final uma
concentrac&o bacteriana de cerca de 5 x 10° UFC/mL.

Para verificagdo da interferéncia do solvente no crescimento bacteriano 100 pyL
da suspensao bacteriana (4-5 x 10° UFC/mL) e 100 pL do solvente (DMSO) utilizado
para solubilizar as amostras foram adicionados a um tubo contendo 0,9 mL de caldo
MH (tubo C1). Um segundo tubo foi preparado com 0,9 mL de caldo MH e 100 pL da
suspensdo bacteriana para controle do crescimento bacteriano (C2). O controle
branco com 1mL de caldo MH foi também utilizado neste ensaio (C3).

Todos os tubos foram incubados a 35°C, por 20h. Em seguida, estes tubos
foram agitados cuidadosamente para que 0S micro-organismos do menisco migrem
para todo o tubo, sendo posteriormente incubados por mais 4 horas. A leitura foi
realizada e a CMI estabelecida como a menor diluicdo onde néo foi verificado

crescimento bacteriano.
3.5.2. Determinacéo da CMB

A concentragdo minima bactericida (CMB) € a concentracdo da droga capaz de
causar a morte de 99,9% de um inéculo bacteriano, devendo esta ser, no maximo,
dois logs acima da concentracdo minima inibitéria (CMI) para ser considerada
bactericida. Acima desse valor a droga € considerada bacteriostatica (ISENBERG,
1992).

Para a determinagéo da CMB foram selecionados os tubos do ensaio anterior

nas concentragdes onde néo se observou crescimento bacteriano. A partir desses,
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100 pL foram pipetados em placas de 4gar MH e espalhados com alca esterilizada.
Em seguida, as placas foram incubadas a 35°C por 24h.
4.6.2.a. Célculo para determinacao da CMB.

A partir do tubo controle (C2) foram retirados 100 pL e adicionados em 0,9mL
de salina (diluicdo 1:10). Uma nova diluicdo 1:10 foi realizada seguida de uma
terceira diluicdo 1:5 significando uma diluicdo total de 1/10 x 1/10 x 1/5 = 1:500.
Posteriormente, 100puL da suspenséo final foram semeados em placa de Petri com
agar MH. Partindo-se do principio de que no tubo controle mencionado existe
inicialmente cerca de 5 x 10° UFC/mL, e, que diversas diluicdes foram realizadas
(1:500), a contagem do numero de colbnias final na placa de Petri foi feita baseada

no seguinte célculo:

5 x 10° UFC/mL x 0,1mL (aliquota) = 5 x 10° UFEC/mL = 100 col6nias

500 (diluig&o) 5000

Baseado nos calculos realizados vislumbrou-se um crescimento de
aproximadamente 100 colonias na placa referente ao tubo controle, devendo este
valor ser, entdo, considerado para determinacdo da CMB. Vale ressaltar que, este
valor corresponde a um inéculo inicial de exatamente 5 x 10° UFC/mL estimado na
realizagdo do presente ensaio. com a finalidade de determinar o inoculo exato
presente inicialmente no tubo controle o nimero de colénias observado na placa
referente ao tubo controle serd contabilizado e, o valor encontrado submetido ao
seguinte célculo & seguir:

CALCULO FINAL: N.°de colénias x 5000= UFC/mL (in6culo inicial no tubo).
Considerando que a CMB é a concentragdo onde ha morte de 99,9% dos

organismos viaveis de uma cultura, é necesséario calcular, a partir da contagem do
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indculo inicial, o valor correspondente ao nimero de colbénias viaveis ao final do
procedimento. Para este calculo adotou-se: Inoculo inicial x 0,2mL (aliquota) x 0,001
(taxa de micro-organismos viaveis)= N, onde N € o numero correspondente a 0,01%
de células viaveis segundo contagem na placa controle. Assim, placas com nimero
de colbnias < N tem mais de 99,9% do crescimento bacteriano inibido. Dessa forma,
a menor concentragdo onde este evento ocorre é a CMB. Vale ressaltar que, caso
CMB = CMI ou até duas diluicdes acima, a substéncia pode ser considerada
bactericida.

3.6. Curva de Crescimento da Amostra ATCC 29213 de S. aureus na Presenca
de Sub-fragdo Ativa do Extrato Hexa&nico de M. adansonii (De Leo’'n e Mouijir,
2008; Leal. I.C.R., 2007)

Este estudo tem como finalidade observar o perfil de crescimento da amostra
padrdo ATCC 29213 de S. aureus na presenca de diferentes concentragdes da sub-
fracdo ativa (HXDLsy proveniente do HX de MA). Para este estudo, a maior
concentracdo avaliada foi baseada na CMI obtida pelo método de diluicdo em &gar.
Avaliou-se cinco concentracdes de cada fracdo para analise do crescimento
bacteriano (CMI + 3 outras concentra¢des sub-CMlI).

Nesta etapa foi utilizada a amostra bacteriana ATCC 29213 de S.aureus,
previamente cultivada em caldo TSB (“Tryptic soy broth”) & 35°c até apresentar
turvacdo correspondente & escala 0,5 McFarland (10° UFC/mL). Para a realizagdo
do ensaio, 300 pL dessa suspensdo bacteriana foram adicionados em tubos
contendo 2,7 mL de caldo TSB, atingindo uma concentracéo final de 10" UFC/mL.
Desta nova solucdo bacteriana foram carreados 75 pL para um novo tubo contendo

3 mL de caldo TSB, o qual foi incubado por 1h na auséncia da sub-fragdo em
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andlise, sendo a adi¢do desta (300 uL) realizada em seguida e, a turbidez, medida a
cada 1 hora. A absorvancia da suspenséo foi medida em Espectrofotdmetro (Milton

Roy Company, modelo Spectronic 20D) a 600 nm, sendo, primeiramente, a
transmitancia ajustada até o valor de 100 com o tubo em branco (sem in6culo
bacteriano, somente contendo caldo TSB). Em seguida, o seletor do aparelho foi
alterado para absorvancia e, a leitura inicial dos demais tubos contendo as amostras
foi processada. Os intervalos de leitura foram feitos a partir do tempo zero e, de uma
em uma hora, sendo realizada durante um periodo de incubacéo total de 8 horas, a
35°C. Um controle do crescimento bacteriano foi preparado utilizando as mesmas
condi¢des acima (3 mL de caldo TBS + 75 ul de solugdo bacteriana), porém sem a
adicdo das fragOes vegetais. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados
foram expressos através da curva de crescimento bacteriano (Abs600 versus tempo

(h)) para cada amostra em quatro concentragoes diferentes.

3.7. Curva de Morte da Amostra ATCC 29213 de S.aureus na Presenca da Sub-

Fracdo Ativa do Extrato Hexanico de M. adansonii (De Leo’n e Moujir, 2010)

A curva de morte é utilizada para um estudo da cinética de morte
bacteriana na presenca de agentes antimicrobianos. Foi utilizada a amostra
bacteriana ATCC 29213 de S.aureus, previamente cultivada a 35°C em 3 ml de
caldo TSB (“Tryptic soy broth”). Realizou-se a diluicdo em 3 ml de caldo TBS, até
apresentar turvacéo correspondente & escala 0,5 McFarland (10° UFC/mL). Para a
realizagdo do ensaio, 300 pL dessa suspensdo bacteriana foram adicionados em
tubos contendo 2,7 mL de caldo TSB, atingindo uma concentracéo final de 10’

UFC/mL. Desta nova solugédo bacteriana foram carreados 20 yL para cada poco de
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uma placa de 96 pogos (10°UFC/mL), a qual foi incubada a 35°C na presenca da
sub-fracdo em analise nas concentra¢des 2x o CMI ( 2048ug/mL).
O experimento foi planejado conforme a seguir:
- Coluna A (1-3) = 180pL TBS + 20 pL sol. bact. = controle do inoculo (C1)
- Coluna A (4-6) = 200pL TBS = controle do meio (C2)
- Coluna B (1-5) = 160 pL TBS + 20 pL sub-fragéo + 20puL sol. bact. = 2X CMI
Volume final/pogo = 200 pL

Os intervalos de contagem em placa foram feitos a partir do tempo zero e, 1h,
2h, 4h e 24h, a 35°C. O crescimento bacteriano foi monitorado através de contagem
de células viadveis em placa de agar nutriente (Mueller-Hinton). A semeadura em
placa de agar MH ¢ feita pipetando 100 uL de cada pog¢o de suspensdo teste ou
controle, que serdo espalhados na superficie da mesma utilizando alca estéril. As
placas de &gar MH foram incubadas a 35°C/24h.

Diluicdo para plaqueamento: a partir do pogo controle (C1) foram retirados

100 pL e adicionados em 0,9mL de salina (diluicdo 1:10). Uma nova diluigéo 1:10 foi
realizada seguida de uma terceira diluicdo 1:10 significando uma diluicdo total de
1/10 x 1/10 x 1/10 = 1:1000. Posteriormente, 100 pyL da suspenséo final foram
semeados em placa de Petri com agar MH. Partindo-se do principio de que no tubo
controle mencionado havia inicialmente cerca de 10° UFC/mL, e, gue diversas
diluicdes foram realizadas (1:1000), a contagem do nimero de coldnias na placa de

Petri foi feita baseada no seguinte calculo:

6 _ P .
10° UFC/mL x 0,1mL (aliquota) = 10° UFC/mL = 100 colbnias (aproximadamente)

1000 (diluig&o) 10000
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Para se conhecer a concentracdo da suspensao bacteriana no tubo teste,
adotou-se o seguinte célculo: N.°de colénias x 10000 = UFC/mL (in6culo inicial

no tubo).
3.8. Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método do DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) € um radical livre, utilizado para avaliagdo
da capacidade antioxidante. Considerado, um dos métodos mais utilizados para
medir o teor de antioxidantes naturais como vegetais e graos de trigo. Este ensaio
baseia-se no principio de que o radical DPPH recebe um hidrogénio da molécula
antioxidante resultando em reducéo do DPPH (Radical livre) para DPPH (Reduzido)
como mostra a figura 15. Na reacéo ocorre a mudanca da cor violeta para o amarelo,

a qual € monitorada por espectrofotometria (MISHRA et al., 2012).

]

O/\O

2,2-difenil-1-picrilidrazila
Radical livre

2,2-difenil-1-picrilidrazila
Forma reduzida

Figura 15. Reacéo de reducao do DPPH por espécies antioxidantes (Molyneux, 2004)

Seguindo a metodologia de Mensor e colaboradores (2001), foram preparadas
solugbes estoque do extrato etanodlico bruto e das fragbes originadas da particéo
liquido x liquido, em concentracéo igual a 1 mg/mL usando etanol como solvente. A
atividade antioxidante é determinada adicionando 1 ml de solu¢cdo de DPPH 0,3 mM
(2,2-difenil-1-picrilidrazila; Sigma®) a 2,5 ml da solu¢cao de cada amostra (A) diluida

em etanol nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125 e 250 e 500 pg/mL. Nos brancos
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(B), em lugar do DPPH, adiciona-se apenas 1 ml de etanol aos extratos diluidos nas
mesmas concentragbes das amostras. O controle negativo (C) é preparado com 1 ml
de DPPH e 2,5 ml de etanol. As reagdes transcorreram a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Em seguida, foram feitas as leituras de absorvancia a 518 nm
em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2200, com cubetas de quartzo com caminho
otico de 1 cm QS Hellma®. Os valores das absorvancias foram convertidos em

porcentagem de atividade antioxidante (AAO%) conforme a férmula abaixo:

AAO% = 100 — {[(ABSA - ABSB) x 100] / ABSC}

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em
valores de CEsp, concentracdo efetiva para obter 50% da atividade antioxidante
maxima, estimada em 100%.0 extrato padronizado de Ginkgo biloba EGb 761® foi
usado como padrao de alta capacidade antioxidante, sendo testado nas mesmas

condi¢des descritas acima (VICENTINO & MENEZES, 2007).

3.9. Avaliagcdo da Atividade Antioxidante pelo Método de Capacidade de

Absorcgao de Radicais de Oxigénio (ORAC)

A avaliagdo da atividade antioxidante pelo método ORAC foi determinada de
acordo com o método de Stockham et al. (2011) com pequenas modificagfes. Nesse
ensaio foram avaliados o extrato etandlico bruto e as fragBes provenientes da
particdo liquido x liquido de MD e MA. O ensaio é baseado na determinagdo da
atividade antioxidante através da reacdo de oxidacdo da fluoresceina, onde
componentes geradores de radicais livres inativam a fluoresceina, diminuindo sua
fluorescéncia. A atividade antioxidante da substancia a ser testada sera
determinada pela capacidade de inibir a oxidacdo da fluoresceina, medindo-se ao

longo do tempo a quantidade de fluorescéncia emitida.
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As amostras foram preparadas nas seguintes concentragdes em PBS: 0,25;
0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5 e 15 pg/mL. Em cada amostra (20ul), foram
adicionados 120ul de fluoresceina (Isofar). As solu¢ées foram incubadas & 37°C por
10 minutos. Apoés a incubacao, foram adicionados 60 pL de AAPH (2,2'-azobis-2-
metil-propanimidamida,dihidrocloreto) (ALDRICH®). Em seguida, a microplaca de 96
pocos (SPL- Labiotec) foi novamente incubada a 37°C por lhora e 35 minutos. A
absorvancia foi medida em fluorimetro Fluostar Optima BMG- LABTECH. Para
verificar a interferéncia das amostras, o branco foi preparado com PBS (20 ul), 120
pL de fluoresceina e 60 pL de AAPH. Um controle contendo PBS (80 pl) e 120 pL de
fluoresceina também foi preparado. Uma solucdo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-4cido carboxilico) (Aldrich®) foi usado como padrdo de alta
capacidade antioxidante, sendo testado nas mesmas condi¢cdes e concentracdes
descritas acima.

3.10. Avaliagdo da Capacidade Quelante do ion Ferroso

A capacidade quelante de ferro foi determinada de acordo com o método de
Wang e colaboradores (2009) com pequenas modificagbes. Nesse ensaio foram
avaliados o extrato etandlico bruto e as fragcdes provenientes da particao liquido x
liquido de MD e MA. As amostras foram preparadas nas seguintes concentracdes
em etanol: 0,1; 1; 10; 100 e 1000 pg/mL. 100 pl de cada amostra foram adicionados
a 140 pl de solugdo aquosa de FeCl, 2 mM (MERCK®). A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 10 pl de ferrozina 5 mM (SIGMA-ALDRICH®). As solugdes foram
mantidas sob agitacdo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a
incubagéo, a absorvancia foi medida em leitor de microplacas a 562 nm (Biot-Tek
Instruments Inc., modelo pQuant). Para verificar a interferéncia das amostras, o

branco foi preparado com &gua destilada (10 pl) em substituicdo & solugdo de
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ferrozina e, 100 pl 4gua destilada em substituicdo a solucdo de amostra foi utilizada
como controle. Os padrdes de quercetina (Merck®; 0,1; 1; 10; 100 e 1000 pg/mL) e
EDTA-Na2 (Sigma-Aldrich®; 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 pg/mL) foram usados como
controle positivo nas mesmas condigdes usadas para as amostras. Todos os testes
foram realizados em triplicata. A capacidade quelante de ions ferrosos (CQFe) foi

calculada em percentagem de acordo com a equagao:
CQFe (%) =[1 - (AA - AB) / AC] x 100 .

3.11. Avaliagao da Toxicidade In-vitro do EH e da Sub-fracdo Ativa HXDLso de

MA (Sabino et al., 1999).

Células BCS-40 (epitélio de rim de macaco verde africano) foram semeadas
em placas de cultura 96 pogos e incubadas por 24h. Foram preparadas solugdes
estoques do extrato hexanico e da sub-fragdo hexano/diclorometano de MA em
concentragdes de 2048, 1024, 512, 256, 128 e 64 ug/mL. Para controle do meio, foi
utilizado meio de cultura (DMEM com soro fetal bovino 5%) e as células BCS-40.
Para controle do solvente utilizou-se o veiculo DMSO 0,5% e as células BCS-40. As
placas foram incubadas em estufa a 37°C, 5% CO, por 24hs. Ap6s o tempo
desejado, preparou-se a solugdo de Neutral Red a uma concentracdo desejada de
100 pg/mL sendo adicionado 100 pL em cada poco (j& contendo 100 pL de meio),
atingindo uma concentracédo final de Neutral Red de 50 pg/mL; Cobriu-se a placa
com papel laminado e colocou-se na estufa por 3 horas; Em seguida, retirou-se a
placa da estufa e fixou-se as células com formaldeido 4% por 1 minuto (para 1 placa:
1,3mL formol 37% + 10,7mL pbs); Extraiu-se o Neutral Red com metanol:acido

aceético por 20 minutos, sendo as placas agitadas no escuro a temperatura ambiente.
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(para 1 placa: 6mL metanol + 59 mL PBS + 120uL Ac. acético); A leitura foi

realizada em leitor de Elisa a 490 nm .

3.12. Avaliacéo da Toxicidade Aguda do Extrato Hexanico

A toxicidade aguda € definida pela Organizacdo de Cooperagdo Econdmica e
Guias de Desenvolvimento como o conjunto de efeitos adversos em curto espaco de
tempo apds administracdo oral de uma Unica dose de uma substancia ou multiplas
doses dadas em 24 h. Este ensaio foi adotado segundo Sabino et al. (1999), com
pequenas modificagdes, para avaliagdo do extrato hexanico que apresentou
importante atividade antibacteriana. O teste de avaliagdo da toxicologia aguda do
extrato hexanico foi realizado utilizando camundongos da linhagem SW, fémeas,
com 6 meses de vida e peso corporal entre 20-30 g. Os animais foram procedentes
do Biotério do IBRAG na Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), e os
testes realizados de acordo com as normas estabelecidas para 0 uso de animais em
pesquisa, segundo protocolo experimental (protocolo n° 05/2009) aprovado pelo
Comité de Etica do Centro Biomédico do IBRAG- UERJ. Durante o teste, os animais
foram mantidos a temperatura ambiente de 25°C e com livre acesso a agua e
alimento (ad libitum). Os animais foram divididos em seis grupos de cinco
camundongos. Cada um dos cinco grupos teste recebeu dose unica (100 pL),
administrada por gavagem (via oral), de uma solugdo aquosa nas doses finais de
100, 500, 1000, 3000 e 5000 mg/kg, respectivamente, e 0 grupo controle recebeu
agua estéril apenas. Os animais foram observados trés vezes ao dia para verificacdo
de mortalidade e sinais clinicos, durante 7 dias. Ao final do experimento, os animais
foram sacrificados em camara de CO,. A via oral foi selecionada em funcéo de ser a

via utilizada popularmente. O exame clinico, de acordo com Chan & Hayes (1994),
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consistiu nas observagbes de alteragBes relacionadas a farmacotoxicidade em
diferentes sistemas, como: na pele (edema e eritema), olhos (miose e midriase),
sistema respiratorio (dispnéia), sistema circulatério (taquicardia/ bradicardia e
vasodilatacdo), sistema gastrointestinal (diarréia e obstipacdo), sistema nervoso
central e autbnomo (tremor, convulsdo, salivagdo, diurese e sonoléncia), atividade

motora (letargia).

3.13. Anélise Estatistica

Os testes in vitro foram realizados em triplicata e os resultados representam a
média + desvio padrdo de trés ensaios independentes. A comparacdo entre 0s
dados foi feita utilizando o software Statistica Stat Soft, através dos testes t de S-

student, considerando a diferenga estatisticamente significativa quando p< 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Processo de Particdo Liquido-Liquido

Um total de 40 g de extrato etandlico bruto de M. deliciosa (MD) e M.
adansonii (MA) foram submetidos a um processo de particao liquido x liquido, tendo
sido obtidos 13,7 g (MD) e 11,3 g (MA) da fragdo em hexano (HX); 4,2 g (MD) e 2,8
g (MA) da fragdo em diclorometano (DCL); 1,5 g (MD) e 0,40 g (MA) da fragcdo em
acetato de etila (ACET); 5,7 g (MD) e 4,1 g (MA) da fracdo butandlica (Bu) e 11,4 g

(MD) e 14,2 g (MA) do residuo em &gua (AQ) como mostra a tabela 10.

Tabela 10: Rendimentos dos extratos vegetais obtidos pela parti¢céo liquido-liquido.

Solventes  Rendimentode MD (g) % Rendimento de MA (g) %

BR 40 40
HX 13,7 34,2 11,3 28,25
DCL 4,2 10,5 2,8 7,0
ACET 1,5 3,7 0,40 1,0
BU 5,7 14,2 4,1 10,25
AQ 11,4 28,5 20,3 50,75

4.2. Pré-purificacdo do Extrato Hexénico de M.deliciosa e dos Extratos

Hexanico e Diclorometanico de M. adansonii.

5.2.1. Sub-fragbes dos Extratos Hexanicos de MA e MD.

Esta etapa teve como objetivo a pré-purificagcdo e comparacdo do perfil
quimico dos constituintes majoritarios presentes nos extratos hexanicos (HX) de M.
deliciosa e M. adansonii uma vez que o extrato HX de MA apresentou importante

atividade antibacteriana (item 5.6) enquanto o extrato HX de MD mostrou-se inativo.
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Dessa forma, foi realizada uma filtragdo & vacuo com os extratos HX de MA (29) e
do extrato HX de MD (2 g), com solventes de polaridade crescente. Os rendimentos
para cada sub-fracdo obtida a partir da referida metodologia estdo dispostos nas

tabelas 11, 12a e 12b abaixo.

Tabela 11. Caracteristicas da filtracdo a vacuo do extrato hexanico de Monstera

deliciosa Liebm

Cédigo das sub-fracdes Rendimentos (g) Rendimentos (%)
HX100 0,069 3,4
HXDLso 0,372 18,6
DL1oo 0,794 39,7
DLACs 0,085 4,2
AC100 0,035 1,7
ACMEso 0,492 245
ME 100 0,032 1,5

Tabela 12a. Caracteristicas da filtracdo a vacuo do extrato hexanico de Monstera

adansonii Schott (1%)

Cédigo das sub-fracdes Rendimentos (Q) Rendimentos (%)
HX100 0,016 0,7
HXDLsg 0,727 36,3
DL oo 0,111 55
DLACso 0,264 13,2
ACio 0,037 1,8
ACMEso 0,558 27,9
ME 100 0,064 3,2
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Tabela 12b. Caracteristicas da filtracdo a vacuo do extrato hexanico de Monstera

adansonii Schott (22)

Cdédigo das sub-fracdes

Rendimentos (Q)

Rendimentos (%)

HX100
HXDLsg
DL1oo
DLACso
ACioo
ACMEsq
ME 100

0,006
0,572
0,294
0,264
0,094
0,411
0,119

0,3
28,5
14,7
11,6

4,7
20,5

59

4.2.2. Sub-fragdes do Extrato em Diclorometano de MA.

A fracdo em DCL de MA também apresentou

importante atividade

antibacteriana frente as amostras de Acinetobacter baumanii (item 5.6, Tabela 19),

tendo sido também, dessa forma, submetido ao processo de pré-purificacéo (1,5 g)

pela técnica de filtracdo & vacuo. Os rendimentos para cada sub-fragéo obtida estao

dispostos na tabela 13 a seguir.

Tabela 13. Caracteristicas da filtracdo a vacuo do extrato em diclorometano de

Monstera adansonii Schott

Cddigo das sub-fracdes

Rendimentos (g)

Rendimentos (%)

HX100
HXDLsg
DL 0o
DLACso
ACi00
ACMEsq
ME 100

1,183
0,174
0,131
0,018
0,130
0,119
0,156

36,64
11,5
8,7
1,2
8,6
7,9
10,3
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4.3. Pré-purificacdo do extrato em acetato de etila de MD por SPE (solid phase

extration).

Foi realizado um processo de fracionamento do extrato em acetato de etila de
MD por SPE uma vez que este apresentou importante atividade antioxidante. O
método gradiente foi adotado utilizando uma solu¢cdo aquosa de TFA 0,5% e
acetonitrila. Os rendimentos das sub-fragdes obtidas pela referida metodologia estéo

dispostos na tabela 14.

Tabela. 14: Rendimento das sub-fragcdes obtidas a partir do extrato em acetato de
etila de MD através da extracao por SPE.

Cédigos das sub-fragcdes Rendimento (mg) Rendimento total em %
de cada sub-fragéo das amostras

1,2,3 18;0,2; 2,4 20,6

4,5,6 3,4;2,8;2,2 9,4

7,8,9, 10, 11 3,5;3,5;2,3;2,3; 11,6
3,3

12, 13, 14, 15 3,9;3,3;2,9;2,2 12,3

16, 17, 18, 19, 20 3.4;25;1,7; 2,7, 11,4
1,1

21, 22,23 2,4;1,3;3,5 7,2

24, 25, 26, 27 0,8;2,0;1,7;2,1 8,0

28, 29 3,5;3,0 6,5

4.4. Anélise Quimica das Sub-fragcdes dos Extratos Hexanicos de Monstera

adansonii por Cromatografia em Fase Gasosa

5.4.1. Fracdo HXDL s

A andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de

massas das sub-fragbes HXDLsy derivadas dos extratos hexanicos de MA (sub-
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fracdo ativa) e MD (sub-fracdo n&o ativa) identificou a presenca dos &cidos graxos
palmitico, linoléico e linolénico. J& existem estudos descrevendo a presenca de
acidos graxos em plantas da familia Araceae, como a presenca de &cidos fenil-
alcanoicos em diferentes espécies (MEIJA & SOUKUP, 2004). A partir do dleo da
espécie Dracunculus vulgaris, por exemplo, foram identificados os acidos palmitico,
oléico e linoléico em sua composicao (REZANKA et al., 2011).

A andlise do perfil de fragmentagéo por CG-EM dos picos referentes a fragédo
HXDLso de MA, sub-fracdo mais ativa (item 5.7) permitiu a caracterizacdo de trés
ésteres metilicos como substancias majoritarias, com tempos de retencdo que
variaram entre 17,6 a 19,3 minutos (Figura 16, pag. 76), a saber:

Ester etilico do acido hexadecandico (ACIDO PALMITICO) (39,29%)* (majoritario)—
Tempo de retengdo: 17,59 min. Perfil de fragmentagédo: (m/z): 284 [M]+, 241, 213,

185, 157, 101, 88 (Figura 17, pag 76).

Ester etilico do &cido cis- 9-12 octadecenoato de etila (ACIDO LINOLEICO)
(32,43%)*— Tempo de retencdo: 19,25 min. Perfil de fragmentacdo: (m/z): 308 [M+],

262, 178, 164, 150, 135, 121, 109, 95, 81, 67, 55 (Figura 18, pag 76).

Ester metilico do acido 9,12,15 octadecatriendico (ACIDO LINOLENICO) (25,94%)*
—Tempo de retengdo: 19,33 min. Perfil de fragmentagéo: (m/z): 292 [M+], 149, 135,

121,108, 93, 79, 67, 55, 41 (Figura 19, pag 77).

*Os percentuais calculados foram baseados na area relativa obtida.
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Figura 16.Cromatograma obtido pela técnica por CG-EM da fragdo HXDLs,.
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Figura 17- Espectro de massas referente ao sinal com tempo de retencao de 17,59 minutos
(Acido palmitico) obtido a partir da analise da fragdo HXDLs, por CG-EM.
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Figura 18. Espectro de massas referente ao sinal com tempo de retencao de 19,25 minutos
(Acido linoléico) obtido a partir da analise da fracdo HXDLsy, por CG-EM.
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Figura 19. Espectro de massas referente ao sinal com tempo de retencao de 19,33 minutos.
(Acido linolénico) obtido a partir da analise da fracdo HXDLs, CG-EM.

4.4.2. Fracéo DL

A andlise do perfil de fragmentagédo por CG-EM dos picos referentes a fracao
DLigo permitiu a caracterizagdo do derivado trimetilsilil do &cido palmitico, bem como
do acido sebécico e de um esterdide, como substancias majoritarias. Os tempos de
retencéo destas estruturas variaram de 17,31 a 24,57 minutos (Figura 20, pag 78), a

saber:

Ester trimetil-silil do acido hexadecandico (ACIDO PALMITICO) (30,86%)*— Tempo
de retencdo: 18,05 min. Perfil de fragmentagdo: (m/z): 313, 145, 132, 117, 73.

(Figura 21, pag 78)

Esterdide (4,86%)* — Substancia sugerida: Androstan-3-ona.Tempo de retencao:
23,89 min. Perfil de fragmentacéo (m/z): 281, 227, 207, 173, 105, 81 (Figura 22, pag

78).

Ester 2-etil-hexil do acido decanedidico (ACIDO SEBACICO) (6,84%)*- Tempo de
retencéo: 24,86 min. Perfil de fragmentagéo: (m/z): 297, 185, 112, 70, 57 (Figura 23,

pag 79).

*Os percentuais calculados foram baseados na area relativa obtida.
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Figura 21. Espectro de massas referente ao sinal com tempo de retencao de 18,08 minutos
(Acido palmitico) obtido a partir da analise da fracdo DLy por CG-EM.
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Figura 22. Espectro de massas referente ao sinal com tempo de retencéo de 23,89 minutos
(Esteroide) obtido a partir da analise da fracao DLo, por CG-EM.
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Figura 23. Espectro de massas referente ao sinal com tempo de retengéo de 24,56 minutos
(acido sebacico) obtido a partir da andlise da fracdo DLy, por CG-EM.

4.4.3. Fragédo DLACs

A analise do perfil de fragmentacéo por CG-EM dos picos referentes a fracao
DLACso permitiu a caracterizagdo do acido palmitico como substéncia majoritéria

(61,42%)* com tempo de retencdo de 18,09 minutos (Figura 24).
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Figura 24. Cromatograma da fracdo DLACs, obtido pela técnica por CG-EM.
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Figura 25- Espectro de massas referente ao sinal com tempo de retengcéo de 18,09 minutos
(acido palmitico) obtido a partir da analise da fracdo por CG-EM.
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Tanto a fracdo HXDLsp, quanto as fracdes DLjgo € DLACs, apresentaram um
cromatograma que reflete a presenca do é&cido palmitico, o qual é bastante
reconhecido na literatura por exibir importante atividade antibacteriana. Entretanto,
vale ressaltar que a fracdo HXDLs, foi a Unica fracdo que mostrou atividade
antibacteriana importante nas condi¢cdes avaliadas, o que pode ser explicado pelo
efeito sinérgico deste acido na presenga dos acidos linolénico e linoléico. Um estudo
de Dilika e colaboradores (2000) corrobora esta explicacdo, pois os acidos oléico e
linoléico, presentes nas folhas de Helichrysum pedunculatum foram responsaveis
pela atividade antibacteriana frente a Micrococcus kristinae e S. aureus na
concentracdo de 1000 pg/mL quando testados isoladamente. Porém, quando
administrados em combinagéo, a CMI reduziu para 50 pg/mL, indicando um forte
sinergismo entre esses &cidos. Oliveira et al., (2008) & Kosina et al., (2010) também
identificaram a presenca dos acidos linoléico e palmitico juntamente a outros &cidos
graxos no fruto Corylus avellana L. e na espécie vegetal Macleaya cordata, ambas
apresentaram atividade antibacteriana frente a varias cepas gram-positivas. Nosso
estudo ndo s6 confirma os resultados descritos na literatura, como também mostra
melhor atividade para a sub-fragdo HXDLsp, que apresentou atividade inibitéria na
concentracdo de 1024ug/mL frente a 48% de todas as amostras de Staphylococcus

Spp. testadas.

4.4.4. Analise Quimica da Fracdo Ativa HXDLs, (Monstera adansonii) x

HXDLso, Inativa (Monstera deliciosa).

Apenas a sub-fragcdo HXDLsy proveniente de HX de MA apresentou
atividade antibacteriana (item 5.6). A analise por CG-EM mostrou que, apesar da

fracdo HXDLs, de MD também ter revelado picos referentes a presenca dos &cidos
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palmitico, linoléico e linolénico, as propor¢cdes destes na referida sub-fracdo
apresentou-se pequena comparada a fracdo HXDLs, de MA. Para o acido palmitico
observou-se um percentual de area relativa de cerca de 12,22%, enquanto que, para
os demais &cidos este percentual relativo foi de aproximadamente 29,60%, no total.
O percentual relativo restante de 58,18% mostrou-se relativo a presenca de
hidrocarbonetos de cadeia longa. Dessa forma, podemos observar que, a presenca
majoritaria (97,66%) dos referidos é&cidos na sub-fragdo HXDLsy de Monstera
adansonii (Figura 26) foi fundamental para se observar a atividade antibacteriana

frente &s amostras testadas (Item 4.4).

40,0% 1
35,0% 1

30,0% 7
25,0% 1
20,0% 1
15,0% 1 OMD EMA

10,0% 1

5,0% 1

0,0% - w T w —
Ac.palmitic Ac. Linoléico Ac. Linolénico

Figura 26. Percetual de area relativa dos acidos palmitico, linoléico e linolénico na sub-

fragdo HXDLs, (Monstera deliciosa) X HXDLs, (Monstera adansonii)

4.4.5 Curva de Calibracdo para Quantificacdo dos Acidos Graxos.

De acordo com a tabela 15 a seguir, a quantidade de acido palmitico e acido
linoléico da sub-fragdo HXDLso de MA é maior do que na sub-fragdo HXDLso de MD.
A sub-fragdo HXDLso de MA apresentou 0,52 mg/mL de &cido palmitico, enquanto a

sub-fragdo HXDLso de MD apresentou apenas 0,38 mg/mL. O mesmo foi observado
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para o acido linoléico presente na sub-fracdo HXDLs, de MA, uma vez que este foi
guantificado em concentragcdo maior (0,29 mg/mL) do que na sub-fragdo inativa
HXDLso, de MD (apenas 0,09 mg/mL). As sub-fragcbes DLC;o0 € DCLACso também
foram quantificadas em relacdo ao teor de &cido palmitico, tendo sido verificado
teores de 0,37 mg/mL e 0,35 mg/mL, respectivamente. Esses valores corroboram,
mais uma vez, a importancia da concentracdo de acido palmitico na fracdo ativa
para se verificar atividade antibacteriana. Constatou-se ainda que, para se observar

o efeito sinérgico, também é desejavel uma concentragdo minima dos Aacidos.

Tabela 15: Quantificacdo dos acidos graxos presentes na sub-fragcdo HXDLsg

Sub-fracGes Acido palmitico Acido linoléico
HXDLsode MD 0,38 mg/mL 0,09 mg/mL
HXDLsode MA 0,52 mg/mL 0,29 mg/mL
DCL 100 0,37 mg/mL
DCLACs 0,35 mg/mL

Consideragdes gerais

Tanto a fragdo HXDLsp, quanto as fracdes DLjoo € DLACs, apresentaram um
cromatograma que reflete a presenca do &cido palmitico, o qual é bastante
reconhecido na literatura por exibir importante atividade antibacteriana. Entretanto,
vale ressaltar que a fracdo HXDLsy foi a Unica fracdo que mostrou atividade
antibacteriana importante nas condi¢cdes avaliadas, o que pode ser explicado pelo
efeito sinérgico deste acido quando na presenca dos acidos linolénico e linoléico. A
sub-fracdo HXDLs; de MD também apresentou os &cidos palmitico, linoléico e
linolénico, porém ndo apresentou atividade, o que pode ser devido a quantidade de

acidos graxos, que através da curva de calibracdo pudemos constatar que é
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significantemente inferior a quantidade de &cidos graxos presentes na sub-fragdo
HXDLso de MA. Este é o primeiro estudo constatando a presenca destes 4cidos nas
espécies vegetais M. adansonii e M. deliciosa, bem como a correlacdo dos aspectos

guantitativos destes com a atividade antibacteriana.

4.4.6. Analise Quimica das Sub-fracbes do Extrato Diclorometano de
Monstera adansonii.

A andlise do perfil de fragmentacdo por CG-EM dos picos referentes as
frac;ﬁes HXlOO’ HXDL50’ DL100’ DLAC50’ AClOO’ ACME50’ ME 100, permitiu a
caracterizagdo de algumas substancias (Tabela 16), com tempos de retengédo que

variaram entre 8,93 a 20,72 minutos, a saber:

A sub- fracdo HXioo apresentou um cromatograma reunindo o éter trimetilsilil do
glicerol- Tempo de retencao: 8,92 min. Perfil de fragmentacéo (m/z): 293, 218, 205,
147, 117, 73; Ester etilico do &cido hexadecanoico (ACIDO PALMITICO) — Tempo de
retencéo: 18,00 min. Perfil de fragmentagdo (m/z): 241, 213, 185, 157, 101, 88 e 2-
O-glicerol- alfa-d- galatopiranosideo- Tempo de retengdo: 20,71 min. Perfil de

fragmentacgao (m/z): 337, 224, 217, 204, 147, 75, 73.

A Sub- fragdo HXDLsy apresentou um cromatograma com um éter trimetilsilil do
glicerol, tempo de retengéo 8,93 min. Perfil de fragmentagdo (m/z): 293, 218, 205,
147, 117,73, Ester etilico do acido hexadecandico (ACIDO PALMITICO) — Tempo de

retencdo: 18,00 min.

A Sub- fracdo DL, apresentou um cromatograma com um éter trimetilsilil de
glicerol- Tempo de retencao: 8,93 min. Perfil de fragmentacéo (m/z): 293, 218, 205,

147, 117,73.
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A Sub- fracdo DLACso, ACi00, ACMEsy apresentou um cromatograma com o éster

etilico do acido hexadecandico (ACIDO PALMITICO) — Tempo de retencéo: 18,00

min. Perfil de fragmentacéo (m/z): 241, 213, 185, 157, 101, 88.

A Sub- fracdo ME;q apresentou um cromatograma com o éter trimetilsilil do glicerol,

tempo de retencdo 8,92 min. Perfil de fragmentagcédo (m/z): 293, 218, 205, 147,

117,73.

Tabela 16. Analise quimica das sub-frac6es do extrato diclorometano de Monstera

adansonii.

Sub-fracdes

Substancias

Tempo de Retencéo

HXlOO

HXDLso

DI—lOO

DLACs, ACyqo,

ACMEs
ME 100

Eter trimetil-silil de glicerol

Ester trimetil-silil do acido
hexadecanodico

2-O-Glicerol- alfa-d-
galatopiranosideo

Eter trimetil-silil de glicerol

Ester trimetil-silil do acido
hexadecandico

Eter trimetilsilil de glicerol

Ester trimetil-silil do acido
hexadecandico

Eter trimetilsilil de glicerol

8,92 min
18,01 min

20,72 min

8,93 min
18,01 min

8,93 min
8,01 min

8,93 min

HO

0
A \\\\
HO SN

"y
HO “IoH

OH

Figura 27. Estrutura quimica sugerida: 2 -O-Glicerol- alfa-D- glicopiranosideo.
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A fracdo HXDLsy do extrato DCL (MA)apresentou o melhor resultado
antibacteriano (Tabela 20) tendo atividade possivelmente relacionada a presenca do
acido palmitico. E importante salientar que ja existem descritos na literatura estudos
a cerca da atividade antibacteriana do acido palmitico, sendo o mesmo evidenciado
como o constituinte quimico majoritdrio em uma mistura ativa de acidos graxos em
Diplotaxis harra e Ericaria microcarpa (HASHEM & SALEH, 1999). Esses autores
constataram uma atividade antibacteriana, in vitro, do acido frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas comparavel a da ampicilina. Foi ainda conferida ao &cido
palmitico a atividade antibacteriana observada no extrato em acetato de etila das
raizes de Pentanisia prunelloides, com CMI de 780ug/mL frente a cepas ATCC de S.

aureus, E. coli e B. subtilis (YFF et al., 2002).

4.5. Andlise Quimica das Sub-fragcbes do Extrato em Acetato de Etila de

Monstera adansonii por Cromatografia por CLAE

As sub-fragBes obtidas por SPE foram submetidas a uma andlise por CCF
tendo sido utilizado como reagente cromogénico o revelador NP-PEG (especifico
para a classe dos flavondides). As sub-fracbes com melhores resolucdes
cromatograficas (1, 3, 5, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 21,23, 29), foram
selecionadas para posterior analise por CLAE através do método gradiente descrito
na tabela 4. Dentre as sub-fracdes avaliadas, a andlise da sub- fragdo 11 indicou a
presenca de picos referentes a presenca de flavondides com tempos de retencéo
que variam entre 14,8 e 16,9 minutos conforme figura 28. Os espectros de UV dos

picos majoritarios observados encontram-se nas figuras 29, 30, 31 e 32.
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1: 254 nm, 8 nm
MONI11
MONI11

Pk #

Name

20 22

Figura 28. Cromatograma referente aos sinais com TR que variam de 4,8 a 16,9 minutos
(flavonoides) obtido a partir da analise da fragcdo 11 por CLAE-DAD.

Tabela 17: Tempo de retencdo e espectro de UV dos flavonoides presentes na sub-

fracdo 11.
Picos Tempo de retengéo Espectro de UV
(min) (nm)
3 14,8 205, 270, 334
4 14,9 202,271, 337
5 15,3 204, 272, 337
6 15,5 202, 269, 336
7 15,8 203, 269, 334
8 16,0 207,271, 332
9 16,3 203, 242, 334
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Figura 29. Espectro de UV referentes aos picos 3 e 4 com TR de 14,8 e 14,9 min
respectivamente (flavonoides), obtidos a partir da andlise da sub-fracdo 11.

15,37 min / Bgnd (1: 254 nm, 8 nm)
15.52 min / Bgnd (1: 254 Am, 8 nm)

204 202

337 336

200 250 300 50 400 450 500 550 600 200 250 300 350 a00 450 500 550 600

Figuras 30. Espectro de UV referentes aos picos 5 e 6 com TR de 15,3 e 15,5 min
respectivamente (flavonoides), obtidos a partir da andlise da sub-fracdo 11.

1582 min Band (1; 254 nm, &
and ¢ 4 16.05 min | Bgnd (1: 254 nm, B hin)

203 207

269 334
271 332

200 250 300 350 400 450 500 550 600 200 250 300 350 400 450 500 880 600

Figura 31. Espectro de UV referentes aos picos 7 e 8 com TR de 15,8 e 16,0 min
respectivamente (flavonoides), obtidos a partir da andlise da sub-fragcdo 11.
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334

Figura 32. Espectro de UV referente ao pico 9 com TR de 16,3 min (flavonéide), obtido a

partir da analise da sub-fragédo 11.

Dados da literatura mostram que espectros de UV com as absorvancias

apresentadas na tabela 17 indicam que os flavondides presentes na sub-fragédo 11

pertencem a classe das flavonas (Figura 33) (RIJKE, et al. 2006). Dandan e

colaboradores (2007) identificaram flavonas em Pericarpium citri e Reticulatae viride

através da identificacdo dos respectivos espectros de UV, corroborando os

resultados apresentados. Os espectros de UV identificados no presente trabalho em

comparacgao com dados da literatura estdo descritos na tabela 18.

Tabela 18. Relagéo de referéncias descrevendo espectro de UV de flavonas.

Referéncias

Espectro de UV (nm)

Presente estudo
DANDAN et al., 2007
RIJKE et al., 2006
BOUE et al., 2003
ROY & CHATTERJEE, 2010

204, 272, 337
203, 273, 338
204, 272,337
204, 267, 336
204, 275, 335
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Figura 33. Estrutura basica do esqueleto flavona.

Vale ressaltar que este € o primeiro estudo descrevendo a presenca de
flavondides e, especificamente, esqueletos do tipo flavonas em extratos da espécie

vegetal M. deliciosa, sendo esta investigacdo de grande contribuigé&o.

4.6. Atividade Antibacteriana de Extratos de Monstera adansonii e M. deliciosa.

A partir do rastreamento da atividade antibacteriana dos seguintes extratos:
bruto (BR), hexanico (HX), diclorometanico (DL), acetato de etila (AC), butandlico
(BU) e aquoso (AQ) de Monstera deliciosa Liebm. e Monstera adansonii Schott.
resultados promissores puderam ser observados. Dentre estes, o extrato que
apresentou atividade importante frente as bactérias da tabela 7 foi o extrato
hexanico de Monstera adansonii Schott. Na concentragdo de 256 pg/mL, este
extrato inibiu 92% do total das amostras testadas, ndo sendo inibidas apenas 2
amostras: Escherichia coli (ATCC 25922) e S. haemolyticus (ATCC 29970). Na
concentracdo de 512 pg/mL, o extrato HX inibiu 96% deste total (Tabela 7), néo
inibindo apenas a amostra de Escherichia coli (ATCC 25922). Diante dos resultados
alcangados observou-se que foram inibidas ndo s6 amostras clinicas e padrdo de
Staphylococcus aureus, mas também amostras padréo de S. epidermidis (ATCC
12228), Enterococus faecalis (ATCC 29212) e S. hominis (ATCC 27844). Os demais
extratos vegetais n&do demonstraram qualquer efeito significativo sobre o

crescimento bacteriano quando avaliados nas concentragdes testadas.
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Diante deste resultado, realizou-se um novo ensaio para avaliagédo da atividade
dos extratos de M. adansonii, entretanto, frente a amostras clinicas de Acinetobacter
baumanii (Tabela 9), além da amostra padrdo ATCC 48695 (Acinetobacter
baumanii). O EB foi o que apresentou atividade mais significativa, pois, na
concentracdo de 1024ug/mL, inibiu 80% das bactérias testadas, néo inibindo apenas
55AB e 64AB (amostras de sitio sanguineo). Na concentragdo de 512 pg/mL o EB
inibiu 10% (ATCC 48695) e (OXA 27) do total das amostras testadas (Tabela 9). Na
concentracdo de 1024 pg/mL os extratos HX e DL apresentaram importante
atividade, pois inibiram 75% das amostras, enquanto que na concentragdo de 512
pg/mL estes apresentaram atividade frente a 10 e 20% das amostras,
respectivamente. Os extratos ACET, BU e AQ, apresentaram atividade frente a 5%
(1024 pg/mL) das amostras testadas, inibindo apenas a amostra padrédo ATCC
48695, o que pode estar relacionado ao fato desta amostra, apresentar-se sensivel
ao Imipenen. Nas demais concentragdes ndo houve nenhum resultado significativo
(tabela 19). J& existem estudos descritos na literatura a cerca de atividade
antimicrobiana de plantas frente a bactérias gram-negativas. ZAMPINI, et al.; 2005
relata a atividade antimicrobiana de uma sub-fragédo proveniente do extrato etandlico
de Zuccagnia punctata. frente a Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Morganella morganii, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia. com MICs que variaram entre 0,10 e
1,00pg/mL. As folhas e a raiz de Toddalia asiatica apresentaram atividade
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis ( MIC
62,51 g / mL), Enterococcus faecalis (MIC 31,25 pg / mL), Pseudomonas aeruginosa
(MIC 250 pg / mL), Acinetobacter baumannii (MIC 125 pg/mL) (DURAIPANDIYAN &

IGNACIMUTHU, 2009). Vale ressaltar, que este € o primeiro estudo de atividade
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antibacteriana das partes aéreas de M. adansonii. sendo esta investigacdo de
grande contribuicdo para producdo de futuros fitofarmacos provenientes desta

espécie.

Tabela 19. Avaliagéo da atividade antibacteriana dos extratos de MA frente ao total
de amostras clinicas e padrdo de Acinetobacter baumanii.

Extratos 1024 pg/mL 512 pg/mL 256 pg/mL 128 pg/mL
Bruto 80% 10% - -
Hexano 75% 10% - -
Diclorometano 75% 20% - -
Acetato de etila 5% - - -
Butanol 5% - - -
Aguoso 5% - - -

(-) Auséncia de efeito inibitorio.

4.7. Avaliacdo da Atividade Antibacteriana das Sub-fragcbes Provenientes dos
Extratos Hexanico e Diclorometanico de Monstera adansonii.

As sub-fracdes previamente descritas, obtidas a partir da filtracdo a vacuo do
extrato hexanico e diclorometano (Tabelas 1, 2 e 3), foram testadas através do
método de diluicdo em agar Mueller-Hinton (item 4.4) para avaliagdo do potencial
antibacteriano nas concentragbes de 1024 pg/mL, 512 pg/mL e 256 pg/mL. Esta
avaliacdo foi realizada frente as mesmas amostras bacterianas utilizadas nos
ensaios anteriores com 0s extratos vegetais (Tabela 7). Dentre as sub-fragbes
avaliadas a fracdo HXDLso apresentou atividade frente a 48% do total de amostras
bacterianas investigadas, apresentando uma CMI de 1024 pg/mL. Dentre as

amostras inibidas encontram-se 8 amostras clinicas (517, 520, 526, 527, 529, 551,
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633, 646) isoladas de diferentes sitios de infeccdo hospitalar bem como as amostras
padrdo (ATCC 29213 e 33591) de S. aureus, Além disso, foram inibidas amostras
padréo de S. haemolyticus (ATCC 29970) e S. hominis (ATCC 27844). As outras
fracdes ndo demonstraram efeito significativo sobre o crescimento bacteriano.

Considerando o menor rendimento das sub-fragdes obtidas da filtracdo a vacuo
do DCL de M. adansonii, a avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada
através do método de diluicdo em caldo (concentracBes variando de 4096 a 256
pg/mL) frente a amostra ATCC 29213. Este método, além de determinar a CMI das
sub-fracdes, também permite definir a CMB. Na concentracdo de 4096 pg/mL houve
inibicdo bacteriana pelas sub-fragbes HX;00 € HXDLso provenientes do DCL, e da
fragdo HXDLsy do HX (MA). J& na concentracdo de 2048ug/mL houve inibicdo
bacteriana apenas pela sub-fragdo HXDLso do HX (MA).

Espécies vegetais produzem uma ampla variedade de metabdlitos secundarios
como taninos, terpenodides, alcaldides e flavonoides, que apresentam significantes
propriedades antimicrobianas (HABBAL et al., 2011). Todos os extratos derivados
das partes aéreas de MD e MA foram testados quanto ao seu potencial
antibacteriano frente a varias cepas padrdo e clinicas de diferentes espécies
bacterianas. Porém o extrato que se destacou por apresentar excelente atividade foi
o0 extrato hexanico de MA. Um estudo realizado por Castilho e colaboradores (2012)
descreve a importante atividade antimicrobiana do extrato hexanico proveniente de
Origanum vulgare , frente a varios tipos de bactérias como, E. coli, Micrococcus.
luteus, Mycobacterium smegmatis, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus e Candida
albicans. Weerakkody et al. (2010) destacam o extrato hexanico (Alpinia galanga)
como 0 mais ativo contra E. coli, S. typhimurium, L. monocytogenes e S. aureus em

relagdo aos outros extratos testados. Além do extrato hexanico, todos os extratos de
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MA foram ativos frente a amostras padrdo e clinicas de Acinetobacter bauminii
apresentando uma CMI de 1024 pg/mL. Garvey et al. (2011) relatam o fato de
extratos vegetais possuirem menor atividade contra amostras bacterianas Gram-
negativas, o que corrobora o nosso estudo. Isto acontece, possivelmente, devido a
composicdo da membrana externa presente em bactérias gram-negativas ser
composta principalmente por moléculas de lipopolissacarideos, o que forma uma
barreira de permeabilidade hidrofilica, constituindo uma protecao contra os efeitos de

substancias altamente hidrofébicas (DE LEON et al., 2010).

4.7.1. Determinacédo da CMB Frente a S. aureus (ATCC 29213).

No estudo da avaliagdo da concentragdo minima bactericida foram
contabilizadas na placa controle 563 colbnias, valor este que foi multiplicado por
5000 (n° de dilui¢cdes), atingindo o valor final de 2.815.000 (que corresponde ao
inoculo inicial). Este indculo inicial foi multiplicado por 0,1mL (aliquota) e o valor
obtido multiplicado por 0,001 (taxa de micro-organismos Vviaveis), obtendo como
valor final 281 coldnias, que corresponde a 0,01% de células viaveis. Portanto, para
ser considerado bactericida, o total de colbnias verificado nas placas deve
corresponder a um valor inferior a 281 colonias.

A partir das diluicdes com as sub-fragbes que promoveram inibicdo do
crescimento bacteriano (Tabela 20) foram retiradas aliquotas e semeadas em placas
de Petri, sendo estas incubadas por 24h. ApoOs este periodo verificou-se que o
crescimento bacteriano foi completamente inibido (0 col6nia), sendo este valor
inferior ao nimero de células viaveis (281). Desta forma, as fragbes de MA HXq0 €

HXDLsp do EDL, e HXDLsg do EHX foram consideradas bactericidas.
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Tabela 20. Avaliagdo da atividade antibacteriana das sub-fragdes obtidas da filtragéo
a vacuo do extrato diclorometanico de Monstera adansonii Schott.

Cédigo das 4096 pg/mL 2048 pg/mL 1024 pg/mL 512 256
sub-fracdes pg/mL pg/mL
HX100 | € C C C
HXDLs, [ [ C C C
DL1oo C € C C C
DLACs C C C C C
ACipo C C C C C
ACMEs:, C C C C C
ME00 C € C C C
HXDLso de HX [ [ C C C

(C) Crescimento
() Inibicdo

Bergsson et al. (2002) relatam que &cidos graxos de cadeia média e longa,
possuem efeito bactericida ja descrito ha décadas. O extrato hexanico e as sub-
fracbes ativas, provenientes dos extratos hexéanico e diclorometano (MA)
demonstraram efeito bactericida, uma vez que inibiram 99,9% do crescimento
bacteriano. Estes resultados sdo bastante importantes e promissores, uma vez que
grande parte dos antibidticos disponiveis possui acdo bacteriostatica. Com isso,
destaca-se a grande importancia pela busca de novas substancias com agao
bactericida, o que pode contribuir para redugdo do surgimento de cepas

multiresistentes (GOLD & PILLAI, 2009).
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4.8. Avaliagdo da Curva de Crescimento e de Morte de S.aureus ATCC 29213 na

Presenca da Sub-fracédo Obtida do Extrato Hexanico de M. adansonii.

Os ensaios de crescimento e morte bacteriana foram realizados com a amostra
de S.aureus ATCC 29213 (MSSA), na presenca da sub-fracdo ativa HXDLs, obtida do
extrato hexanico de M. Adansonii. Na curva de crescimento bacteriana, a sub-fragdo
foi adicionada em concentragdes de 2048, 1024, 512 e 256 pg/mL.

A leitura teve inicio no tempo zero sendo esta feita até 8h, a cada 1h. No tubo
controle observou-se crescimento significativo durante todo o periodo de incubacéo,
havendo apenas alguns periodos de pouco crescimento ou crescimento nédo
significativo (1-2h; 4-6h). Ao se analisar a curva na presenga das sub-fragdes nas
diferentes concentragbes, observou-se que houve aumento no crescimento
bacteriano entre 0-1h, sendo verificada estabilidade no crescimento entre 1- 4h. Um
crescimento importante foi observado entre 4-8h a 256 pg/mL de HXDLso, entretanto,
neste mesmo intervalo, observou-se claramente que nas concentragbes de 1024 e

2048 pg/mL este crescimento apresentou-se pouco pronunciado (Figura 34).
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Figura 34. Curva de crescimento bacteriano na presenca da fragdo HXDLs
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A curva de morte foi também avaliada, tendo esta etapa o objetivo de

acompanhar, através de uma analise de contagem de células, a regressdo no

crescimento bacteriano na presenca da sub-fracdo ativa. Para esta avaliagéo, a sub-

fragdo foi adicionada em uma concentragdo correspondente a 2x a CMI. A curva de

morte teve inicio no tempo 0 de incubacdo sendo avaliados os tempos 1, 2, 4 e 24h.

Na presencga de HXDLsg houve uma redugéo pouco significativa no crescimento nas

primeiras 4h de tratamento, sendo evidenciado efeito inibitério total apds 24h de

tratamento (Figura 35).

Estes resultados estdo de acordo com a CMI previamente estabelecida de

2048 pg/mL (Tabela 18) e confirmam a acgéo bactericida da sub-fragdo ativa HXDLso,

j& que nas concentragfes de 1024 e 2048 pg/mL (MIC estabelecido) o crescimento

bacteriano apresentou-se pouco pronunciado e ap6s 24 horas houve a inibigcéo total.
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Figura 35. Curva de morte bacteriana na presenca da fracdo HxDLsg
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4.9. Avaliacao da Capacidade Antioxidante pelo Método DPPH.

Sendo o DPPH reconhecido como um dos métodos mais utilizados para
mensurar o teor de atividade antioxidante de produtos naturais, este foi um dos
métodos utilizados para testar todos os extratos de MD e MA (Figura 11).

Através da tabela 21 podemos observar que os extratos obtidos de MD e MA
nao se apresentaram muito ativos pelo método do DPPH. O extrato mais ativo foi o
extrato em acetato de etila de MD que apresentou um valor de CEs igual a 62,80
pg/mL, valor pouco menos expressivo do que o controle EGB 761, cujo CEso € de
38,91 pg/mL. Os demais extratos ndo possuiram potencial antioxidante significativo.

Esses resultados podem ser observados através da tabela 21 e figuras 36 e 37.

Tabela 21. Valores de CEsy dos extratos derivados de MD e MA referente a
atividade antioxidante pelo método do DPPH.

CEso (ng/mL) CEso (ng/mL)
Extratos vegetais MD MA

HX 15994,49 15401,8

DCL 311,06 252,58
ACET 62,80 146,15

BU 212,72 5597,07

AQ 215,95 3,72x10"

BR 28346,09 252,71

EGB761 38,91 -

Na tabela 22 é possivel observar o percentual médio das atividades
antioxidantes (AAO%) dos extratos de MD. Os valores mostram que a 250 pg/mL, o
extrato em ACET apresentou expressiva atividade antioxidante, sendo esta proxima

a 90%, seguido do extrato DCL (58%) e BU (56%).
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Figura 36. Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos obtidos de MD pelo método do
DPPH. Os resultados representam a média * erro padrao de 3 experimentos independentes,
com triplicata * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (teste t de Student) comparados ao controle
EGB 761 de G. biloba.
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Figura 37. Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos obtidos de MA pelo método do
DPPH. Os resultados representam a média + erro padrdo de 3 experimentos
independentes, com triplicata * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (teste t de Student)
comparados ao controle EGB 761 de G. biloba.
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Figura 38. Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato em acetato de etila de MD
pelo método DPPH.

Tabela 22. Percentual médio das atividades antioxidantes (AAO%) dos extratos de
MD, comparando com o padréo positivo Ginkgo biloba EGb 761®. Os resultados
representam a médiat desvio padrdo de 3 experimentos independentes, com

triplicata.
AAO% AAO% AAO% AAO% AAO% AAO% CExo
Amostras em em em50 em25 eml10 emb5 (ng/mL)
250 125 pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
pg/mL pg/mL
Extrato bruto 20,90 1294 6,98 5,96 5,65 4,84 28346,09
+0,35 =£037 025 +£045 +24 £047
Extrato 28,98 14,86 5,01 3,57 4,18 1,70 15994,49
hexanico +0,48 +0,32 +0,21 +£0,29 0,25 +0,21
Extrato 57,95 3521 14,68 6,93 5,23 1,31 311,06
diclorometanico +0,19 +0,09 +0,04 +0,08 +0,05 +0,18
Extrato em 88,28 68,32 2353 21,12 14,86 8,28 62,80
acetato de etla +0,68 +0,39 +0,38 +0,13 +0,33 0,23
Extrato 56,86 42,09 26,75 1281 6,49 2,09 212,72
butandlico +045 +£032 +061 +£038 +£0,25 £0,17
Extrato 33,12 32,68 31,55 4,05 8,63 0,70 215,95
aquoso +0,22 +035 +047 +£0,25 +051 <111
EGb 761° 96,48 92,25 67,45 38,14 25,03 12,32 38,91
+006 £008 +£0,15 +£0,07 £0,05 0,09
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A formagdo de radicais livres ocorre como consequéncia natural do
metabolismo celular. Porém é sabido que o estresse oxidativo, caracterizado por
uma intensa sobrecarga de espécies reativas de oxigénio, pode ser extremamente
lesivo as estruturas celulares. Neste estudo, observou-se que a atividade
antioxidante que se mostrou mais significativa foi o extrato em acetato de etila de
MD (CEso 62,80pg/mL), no qual foram identificados flavondides como constituintes
quimicos majoritarios. Os flavonoides sdo substancias naturalmente presentes nas
plantas e exibem importantes efeitos benéficos sobre a sadde humana como o0s
efeitos anti-isquémico, antiagregantes plaquetérios, anti-inflamatorios, o que torna
esses polifendis particularmente Gteis na prevencao de patologias humanas em que
producéo de radicais livres desempenha um papel fundamental, como aterosclerose,
les&o isquémica, envelhecimento, doengas neuroldgicas degenerativas (Parkinson e
Alzheimer), inflamag&o e cancer (SAKANO et al., 2005). Estas atividades biol6gicas
estdo muitas vezes relacionadas aos seus efeitos antioxidantes que podem agir por
varios mecanismos como, por exemplo, inibindo a peroxidacéo lipidica, através de
ligagbes de ions metalicos e, com isso, interferindo nos sistemas enzimaticos

responsaveis pela geracao de radicais livres (SGHAIER et al., 2011).

4.10. Avaliacdo da Capacidade Antioxidante pelo Método ORAC

Outro método utilizado para testar a atividade antioxidante dos extratos obtidos
a partir de MD e MA foi o método ORAC. Este teste, conhecido por avaliar a
capacidade antioxidante total, tem sido aplicado com sucesso em amostras de
natureza complexa, além daquelas provenientes de industrias de alimentos, bebidas
cosmeéticos e nutracéuticos. A capacidade antioxidante é relatada por comparacao

com um padrao que é um antioxidante sollivel em agua conhecido comercialmente
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como Trolox (STOCKHAMA et al.,, 2011). Todos os extratos de MD e MA foram
testados quanto a capacidade antioxidante pelo método ORAC, portanto, apenas 0s
extratos ACET, BU e AQ de MD apresentaram importante atividade em todas as
concentracdes testadas quando comparados ao Trolox. O extrato AQ se destacou
por apresentar atividade antioxidante superior ao Trolox em todas as concentra¢des
testadas, conforme se observa na figura 39. O extrato em ACET (Figura 40) também
apresentou importante atividade antioxidante, uma vez que, na menor concentragao
avaliada (5 pg/mL), esta fracdo apresentou valores de fluorescéncia proximos a 1,0.
Na concentracdo de 10 pg/mL, os valores de fluorescéncia emitidos foram
equivalentes aqueles exibidos pelo TROLOX & 5 pg/mL. E importante salientar que a
fracdo ACET também exibiu atividade significativa pelo método do DPPH como

descrito anteriormente (item 5.9).

Atividade Antioxidantedo Extrato AQ de MD
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Figura 39. Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato aquoso de MD pelo método

ORAC.
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Figura 40. Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato em acetato de etila de MD pelo
método ORAC.

O extrato BU também apresentou atividade antioxidante bastante significativa,
tendo apresentado valores de emissdo de fluorescéncia préximos ao TROLOX,
especialmente na maior concentracdo avaliada (15 pg/mL) (Figura 41). Os demais
extratos de MD e MA nado apresentaram atividade através do método ORAC,

conforme pode ser constatado nos gréaficos dos anexos 1 e 2.

2.5
Atividade antioxidante de BU de MD y=0,015x+1

2
£15
=)
&
2
| st r0]OX
S
[ =—Bu
0,5
y=0,031x+ 1,410
R?=0,999
0 . . .
0 ) 10 15 20

Concentragdes

Figura 41. Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato butanélico de MD pelo método

ORAC.
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E sugerido que a atividade antioxidante verificada para o extrato em ACET
seja exibida devido a presenca de flavonoides do tipo flavonas identificados pelos
espectros de UV caracteristicos. A literatura cientifica, de acordo com Liu et al.
(2011) aponta dados bastante correlatos, pois descreve as flavonas como os
constituintes responsaveis pela atividade antioxidante da seda do milho. Zielinska &
Zielinski (2011) relataram que a flavona luteolina-6-C-glicosideo mostrou alta
capacidade antioxidante pelo método ABTS e DPPH. Além disso, em estudos atuais
com diferentes flavonas glicosiladas, estas foram identificadas como as
responsaveis pela atividade antioxidante observada em extratos de espécies do

género Asystasia pelo método DPPH e ORAC (WORAWITTAYANON et al., 2012).
4.11. Avaliagdo da Capacidade Quelante do ion Ferroso.

Algumas espécies vegetais produzem substancias com grande capacidade de
remover metais do meio, promovendo a morte de micro-organismos. Além disso,
protegem contra os efeitos oxidativos através da reacdo de Fenton (SUGANTHY et
al.; 2010). A ferrozina é responsavel por tornar a solucéo résea de acordo com a
quantidade de ferro disponivel. Assim, quanto menos ions sdo quelados pelo
constituinte investigado, maior o nimero de ions disponiveis para reagdo com a
ferrozina e, maior sera a absorvancia (Dos Santos et al., 2010).

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que o extrato em acetato de
etila de MD e os extratos hexanico e diclorometano de MA apresentaram significante
capacidade quelante do ion ferroso em todas as concentracfes testadas em
comparagdo ao controle (quercetina). Os demais extratos: bruto (MD e MA),
hexanico (MD), diclorometanico (MD), acetato de etila (MA) e aquoso (MD e MA) néao

apresentaram resultado significante como mostram as figuras 42 e 43.
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p<0,01; *** p<0,001 (teste t de Student).
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padrdao do teste realizado em triplicata de 3 experimentos independentes, com triplicata *

com os padrdes quercetina e EDTA-Na2. Os resultados representam a média + desvio
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (teste t de Student).



A atividade antibacteriana e antioxidante de varias substéncias podem estar
relacionadas a sua propriedade quelante de ferro (Havsteen, 2002). Os extratos que
apresentaram importante capacidade quelante de ferro em todas as concentragdes
foram os extratos acetato de etila de MD e o extrato hexanico de MA. O extrato
ACET de MD apresentou capacidade quelante de 96,37% na concentragédo de 1000
pg/mL e 67,69% na concentracdo de 100 pg/mL. Este resultado é bastante
significativo quando comparado a quercetina, que exibiu 96,71% (1000pg/mL) e
59,42% (100pg/mL) de atividade. O extrato HX de MA também apresentou
importante atividade comparado ao padrdo ativo de quercitina, seguido do DCL
(MA), uma vez que mostrou 96,67% de atividade quelante a 1000ug/mL, 84,54% a
100pg/mL, 63,87% a 10ug/mL, 54,09% a 1pg/mL e 36,68% na menor concentragdo
avaliada (0,1pg/mL).

Este resultado pode correlacionar a capacidade quelante a atividade
antibacteriana observada para os extratos HX (MA) e DCL (MA) uma vez que a
auséncia do metal pode levar a morte dos micro-organismos. A literatura confirma
satisfatoriamente a relacdo entre acidos graxos e a sua importante capacidade
quelante de ferro. A presenca de acidos graxos no 6leo da espécie Centaurea L.
apresentou importante capacidade quelante de ferro, utilizando EDTA como controle
(AKTUMSEK et al., 2011) Substéncias quelantes de ferro podem também prevenir
processos de estresse oxidativo e isto, pode estar relacionado a formagcdo de
complexos da amostra com Fe Il, inibindo a reagcdo de Fenton. Esta reacdo se
caracteriza pela reacdo entre 02" e H,O, na presenca de ions de metais de
transicdo que gera radical OH'". O radical OH’ pode reagir com um grande nimero de
moléculas, incluindo proteinas, lipidios de membrana e DNA (MEDINA et al., 2002;

TAGURI et al., 2004; LOPES, et al., 1999).
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Diversos estudos ja correlacionaram a capacidade quelante de extratos
vegetais com esqueletos de flavondides, corroborando o resultado positivo para o
extrato ACET (MD). Em diferentes graus de pH, flavonas, flavondis e flavanonas
mostraram-se potentes quelantes comparados ao controle deferoxamina
(MLADENKA et al.; 2011). Os flavonodides presentes nas folhas de Diospyros kaki,
por exemplo, revelaram- se potentes quelantes de ferro em comparagcdo com a

rutina (padréo) (SUN et al., 2011).

4.12. Avaliagéo da Citotoxicidade In-vitro do Extrato Hexanico e da Sub-Fragao

Hexano/dicloro 50%

O teste de citotoxicidade foi realizado a fim de se avaliar a toxicidade do extrato
hexénico de MA e da sub-fragcdo HXDLs, de MA. Neste experimento foram utilizadas
células BCS-40 (epitélio de rim de macaco verde africano). As amostras foram
testadas em concentragbes de 2048, 1024, 512, 256, 128 e 64 pg/mL. De acordo
com a figura 44, podemos observar que o extrato HX de MA apresentou-se
altamente toxico nas concentracdes de 2048 e 1024 pg/mL, pois manteve apenas
20% de células vivas. Na concentracdo de 512 pg/mL cerca de 70% de células vivas
foram preservadas mostrando uma toxicidade de apenas 30% em relagdo ao
controle. Ja nas concentracdes de 256, 128 e 64 pug/mL néo foi observada toxicidade
comparada ao controle. Também podemos observar através da figura 44 que a sub-
fracdo HXDLsy de MA mostrou-se moderadamente toxica nas concentracdes de
2048 (50%) e 1024 (60%). Na concentracao de 512 pg/mL a sub-fragdo HXDLs, de
MA apresentou uma baixa citotoxicidade pois manteve 90% das células vivas. As
demais concentragfes ndo se apresentaram citotéxicas mantendo 100% de células

vivas como mostra a figura 44.
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Figura 44. Avaliacdo do potencial citotéxico in-vitro do extrato HX e da sub-fracdo HXDLsg
utilizando células BCS-40 (epitélio de rim de macaco verde africano). Os resultados
representam a média + desvio padrao do teste realizado em triplicata de 3 experimentos
independentes, com triplicata * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (teste t de Student).

O extrato hexanico mostrou-se citotéxico nas concentracdes 2048 e 1024
pg/mL, porém na concentracdo de 512 pug/mL (MIC estabelecido) esta citotoxicidade
foi de apenas 30%. O mesmo aconteceu para sub-fragdo HXDLsy de MA que se
mostrou citotéxica na maior concentragcdo (2048 pg/mL) e na concentracdo de 1024

pg/mL (MIC estabelecido), tendo esta citotoxicidade se apresentado em torno de
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40% em relagdo ao controle. ORHAN et al. (2009) correlacionam a presenga de
acidos graxos e baixa citotoxicidade aos extratos hexénicos de varias espécies
vegetais como Anthemis tinctoria, Carduus acanthoides, C. nutans, Cirsium
hypoleucum, Cynara scolymus (Asteraceae), Silene vulgaris (Caryo-phyllaceae),
Ajuga chamaepitys ssp. chia var. ciliata (Lamiaceae), e Lappula barbata
(Boraginaceae). J4 existem estudos sobre baixa citotoxicidade de &cidos graxos
como o0 Aacido hexadecandico, acido octadecandico, 9-octadecenoico e 9,12-
octadecadiendico presentes no extrato hexanico de Typhonium flagelliforme também

pertencente a familia Araceae (CHOO et al.; 2001).

4.13. Avaliagdo da Toxicidade Aguda do Extrato Hexanico de M. Adansonii

A avaliacdo da toxicidade aguda do extrato hexanico de MA, utilizando
camundongos, teve como objetivo analisar o comportamento dos animais apés
administragdo da amostra por via oral. Os animais receberam, por via oral, 4gua
estéril e o extrato hexanico de MA em concentra¢des de 100, 500, 1000, 3000 e
5000 mg/kg. Nestas doses, ndo foram observadas quaisquer alteragdes fisica ou
comportamental. Também n&o foram observados alteracbes clinicas ou sinais de
farmacotoxicidade, ndo havendo nenhuma mortalidade nos grupos teste e controle.
A partir desses dados, a DLsg (dose, em g/kg de peso corpéreo, que determina 50%
de morte dos animais) por via oral ndo péde ser calculada.

Okoli & Akah (2004) confirmaram a auséncia de toxicidade aguda em extratos
de diferentes espécies vegetais da familia Araceae. Dentre elas, o extrato
metandlico de Culcasia scandens apresentou-se seguro apds administragdo por via

oral em ratos.
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Finalmente, este trabalho demonstrou a acdo antibacteriana e antioxidante de
diferentes extratos das espécies vegetais M. deliciosa e M.adansonii. As atividades
farmacol6gicas demonstradas podem representar uma possivel alternativa no que
tange a utilizacdo de extratos dessas duas espécies vegetais do género Monstera
em formulagdes para o tratamento de infecgbes e no combate a processos que
envolvam a formagéo de espécies radicalares. No entanto, mais estudos se fazem

necessarios para avaliar os valores préaticos dessas aplica¢fes terapéuticas.
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5. CONCLUSOES

o A analise do perfil quimico das fracbes apolares provenientes de MA e MD
permitiu verificar a presenca abundante de acidos graxos, dentre eles, o &cido

palmitico como constituinte majoritario.

o As subfragdes obtidas a partir da purificacédo da fragdo hexanica por filtragéo
4 vécuo apresentaram como componentes majoritarios os acidos palmitico, linoléico

e linolénico.

o A analise quimica de sub-frag6es obtidas do extrato em AcOEt de MD a partir

da SPE evidenciou a presenca majoritaria de flavondides.

o O extrato hexéanico e a sub-fragdo HXDLs, de MA apresentaram significativa
atividade antibacteriana (CMI: 512 pg/ml e 1024 pg/ml, respectivamente) frente a
amostras de referéncias e clinicas de S. aureus, apresentando efeito bactericida

(CMB 1024pg/ml) como consequiéncia do efeito sinérgico dos acidos.

o Todo extratos de MA (HX, DCL, ACET, BU, AQ e BR) apresentaram atividade
antibacteriana frente a amostras clinicas e padrdo de Acinetobacter baumanii

apresentando efeito bactericida.

o O mecanismo de acdo envolvido na acdo bactericida da sub-fracdo tiva

HXDLso de MA foi confirmada pelo estudo da cinética de morte bacteriana.

o O extrato em acetato de etla de MD apresentou atividade antioxidante

comparavel ao extrato EGB761 de G. biloba pelo método DPPH.

° Os extratos ACET, BU e AQ de MD apresentaram consideravel atividade

antioxidante pelo método ORAC quando comparado ao controle TROLOX.
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o O extrato hexanico de MA e em acetato de etila de MD apresentaram alta
capacidade quelante de ions ferrosos comparavel & quercetina, inibindo a reagéo de

Fenton.

o O extrato hexanico e a sub- fragdo HXDLsy de MA apresentaram baixa

citotoxicidade in vitro.

. O extrato hexanico de MA néo apresentou toxicidade aguda por via oral.
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6. PESPECTIVAS FUTURAS

Realizar estudos de investigacdo quimica com os extratos butandlico e
aquoso de MD, com objetivo de identificar os constituintes quimicos
majoritarios e as substéncias responsaveis pela atividade antioxidante

observada;

Realizar estudos de atividade antibacteriana e antioxidante com outras partes

(caule, fruto, etc) das espécies vegetais MD e MA,

Purificar os flavonoides presentes na fracdo ativa em acetato de etila de MD e

testa-los isoladamente quanto ao potencial antioxidante;

Realizar novos testes de citotoxicidade (in-vivo) objetivando validar o uso de
extratos de MD e MA como possiveis novos agentes antibacterianos

/antioxidantes em formulaces fitoterapicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato bruto de MD pelo método ORAC.

Fluorescéncia

Atividade Antioxidante de BR de MD y=0,189x + 1,218

R?*=0,999
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Anexo 2. Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato hexanico de MD pelo método

ORAC.

Fluorescéncia

W Atividade Antioxidante de HX de MD y=0,166x + 0,693
3 R2= 1
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Anexo 3. Avaliacdo do potencial antioxidante do

extrato diclorometanico de MD pelo método ORAC

Fluorescéncia
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