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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Biologicas: Considera¢des e Novos Segmentos” € uma
obra com foco na discussao cientifica, por intermédio de trabalhos desenvolvidos por
autores de varios segmentos da area de ciéncias biologicas. A obra foi estruturada
com 36 capitulos e organizada em dois volumes.

A colecgéo ¢ para todos aqueles que se consideram profissionais pertencentes
as ciéncias biologicas e suas areas afins. Especialmente com atuacdo formal,
inserida no ambiente académico ou profissional. Cada e-book foi organizado de
modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque no
que seja relevante para vocé. Por isso, os capitulos podem ser lidos na ordem que
vocé desejar e de acordo com sua necessidade, apesar de terem sido sequenciais,
desde algumas areas especificas das ciéncias biolégicas, até o ensino e a salde.
Assim, siga a ordem que lhe parecer mais adequada e util para o que procura.

Com 19 capitulos, o volume 1 relne autores de diferentes instituicoes
brasileiras que abordam trabalhos de pesquisas, relatos de experiéncias, ensaios
tedricos e revisdes da literatura. Neste volume vocé encontra atualidades nas areas
de biologia geral, biologia molecular, microbiologia, ecologia e muito mais.

Deste modo, a colecdo Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos
Segmentos apresenta progressos fundamentados nos resultados obtidos
por pesquisadores, profissionais e académicos. Espero que as experiéncias
compartilhadas neste volume contribuam para o enriquecimento de novas praticas

multiprofissionais nas ciéncias biologicas.

Edson da Silva
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RESUMO: Hymenaea martiana Hayne, é uma
espécie arboreo, amplamente distribuido na
Ameérica Central e América do Sul, principalmente
na bacia do Amazonas, conhecida como
popularmente como Jatoba. S&o amplamente
utilizados para tratar processos inflamatorios,
infeccbes bacterianas, reumatismo e anemia.
Este trabalho tem como principal fundamento
realizar triagem fitoquimica, avaliar a atividade
antimicrobiana e modulatéria do extrato
metanolico da folha de Hymenaea martiana
Hayne frente a cepas de bactérias padrdes.
O extrato metandlico da folha de Hymenaea
martiana Hayne foi analisado para a atividade
antibacteriana por meio de teste de microdiluicao
para determinacdo de concentragdo inibitéria
minima (CIM) e modulagéo dos aminoglicosideos
(gentamicina e amicacina) e lincosamidas
(clindamicina), frente as bactérias Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. A prospec¢ao fitoquimica do extrato
revelou a presenca de diversas classes, entre
eles: Fendis; Taninos Pirogalicos, Flavonoides,
Catequinas e alcaloides. Na avaliacdo da
CIM foram obtidos resultados = 1024ug/mL.
Os resultados obtidos através dos testes de
modulagdo mostraram  potencial atividade
sinérgica quando associados 0s antibiticos
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frente as cepas multirresistentes de Escherichia coli. Para cepas de Staphylococcus
aureus, houve sinergismo somente frente ao antibiético amicacina, enquanto a
linhagem de Pseudomonas aeruginosa houve efeito sinérgico quando associados a
gentamicina e amicacina. Novas pesquisas sdo necessarias para comprovar atividade
moduladora e elucidar o mecanismo da mesma. Através dos resultados sugere-se
que os produtos naturais representam fontes promissoras no combate a resisténcia
bacteriana.

PALAVRAS-CHAVE: Jatoba, Microdiluicdo, Atividade antimicrobiana, Modulagéo

ABSTRACT: Hymenaea martiana Hayne, is an arboreal species, widely distributed in
Central and South America, mainly in the Amazon Basin, popularly known as Jatoba.
They are widely used to treat inflammatory processes, bacterial infections, rheumatism
and anemia. This work has as main basis to carry out phytochemical screening, to
evaluate the antimicrobial and modulatory activity of the methanolic extract of the leaf of
Hymenaea martiana Hayne against strains of standard bacteria. The methanolic extract
of the leaf of Hymenaea martiana Hayne was analyzed for the antibacterial activity by
means of microdilution test for determination of minimum inhibitory concentration (MIC)
and modulation of the aminoglycosides (gentamicin and amikacin) and lincosamides
(clindamycin), against the bacteria Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. The phytochemical prospection of the extract revealed the
presence of several classes, among them: Phenols; Pyrogallic tannins, Flavonoids,
Catechins and alkaloids. In the MIC evaluation results were obtained = 1024ug /
mL. The results obtained through the modulation tests showed potential synergistic
activity when the antibiotics were associated with the multiresistant Escherichia coli
strains. For strains of Staphylococcus aureus, there was synergism only against the
antibiotic amikacin, while the Pseudomonas aeruginosa line had a synergistic effect
when associated with gentamicin and amikacin. New research is needed to prove
modulatory activity and elucidate the mechanism of modulating activity. Through the
results it is suggested that natural products represent promising sources in the fight
against bacterial resistance.

KEYWORDS: Jatoba, Microdilution, Antimicrobian activity.

11 INTRODUCAO

No Brasil a utilizacdo das plantas esta presente antes mesmo da
colonizagao, quando os indios faziam uso destes recursos com o intuito de prevenir
ou tratar doencas, e estas tradicbes foram passadas para os colonizadores e
consequentemente usada na medicina popular, ja que os recursos naturais era a
Unica alternativa (LIMA et al., 2011). Considera-se que desde tempos mais remotos,
o convivio com a flora pelos indigenas, trouxeram-nos o conhecimento, que
juntamente com a cultura européia e africana constituiram o cabedal de técnicas e
usos das plantas medicinais no pais, formando assim, a base de nossa etnobotéanica
(GIRALDI; HANAZAKI, 2010).
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Sabe-se que o Brasil é o detentor das maiores florestas do mundo, e da maior
biodiversidade do planeta, sendo que hoje € um grande importador de matérias
primas farmacéutica, mobilizando milhdes de doblares neste segmento; depreende-
se que a maioria das moléculas utilizadas como medicamentos teve sua origem nas
plantas (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE SERVICO FLORESTAL BRASILEIRO,
2010; DAVID et al., 2004). Confrontando os dois fatos, encontramo-nos em um
grande paradoxo: Somos a maior fonte e ndo a conhecemos profundamente.

De acordo com o Ministério da Saude o uso direto ou indiretamente das
plantas cresceu cerca de 161% entre 2013 e 2015, isso se deve a uma iniciativa
da Politica nacional implantada pelo Ministério da Saude, a qual garante o acesso
seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no pais, que ja esta
presente em cerca de 3.250 unidades de 930 municipios brasileiros.

Diversasplantasrelatadas naliteratura apresentam atividades antimicrobianas
, como também mostram ser capazes de modular a agdo dos antibibticos, ou seja,
o antibibtico associado com o fitoterapico terd uma maior atividade farmacologica.
Assim, as industrias farmacéuticas, como também os boténicos, dependem, em
grande parte, da flora para a producéo de drogas com fins curativas e financeiras
(MATIAS et al., 2010).

Para visualizarmos melhor vejamos a Hymenaea martiana Hayne que é
conhecida popularmente como jatoba, este género pertence a familia Fabaceae
e esta distribuido geograficamente no Cerrado e na Caatinga (R. M. PEIXOTO et
al.,2016). O género Hymenaea possui em maior concentragdo os compostos de
flavonas, que sdo metabdlicos secundarios da classe dos flavonoéides, encontrados
no extrato e resina das cascas do caule (DOMENECH-CARBO et al., 2009). O jatoba
€ utilizado para fins medicinais para tratar doengas como reumatismo, anemia,
inflamagdes, infecgbes bacterianas, diurético, antifungico, antioxidante, entre outros
(OLIVEIRA et al., 2018). Das cascas, uma resina é exudada e esta é utilizada
na medicina tradicional para o tratamento de ferimentos, disturbios gastricos e
bronquite (MARSAIOLI et al., 1975).

Neste sentido, partindo da premissa de que ha relatos na literatura de que
outras espécies apresentam importantes atividades biologicas, este projeto tem
como objetivo realizar uma triagem fitoquimica e testar in vitro o extrato metandlico
das folhas de Hymenaea martiana hayne frente a cepas de bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosas, como também avaliar
0 espectro de acdo e o grau de inibicdo dos extratos obtidos a partir da mesma,
determinando a Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), além de avaliar a atividade
antibacteriana e moduladora do extrato metanélico da folha frente a cepas de
bactérias padrées verificando a eficacia dos mesmos na modulagé@o da resisténcia
bacteriana em associagéo com antibiéticos: Gentamicina, Amicacina e Clindamicina.
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21 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacao do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Faculdade
de Medicina Estacio — FMJ, Juazeiro do Norte - CE, Brasil e no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Regional do Cariri, Crato-CE, Brasil.

2.2 Material vegetal

As folhas de Hymenaea martiana Hayne foram coletadas no municipio de
Caririagu — CE, no més de Junho de 2018. Uma amostra representativa da espécie
foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) do
Departamento de Ciéncias Biolégicas (URCA).

2.3 Preparacao dos extratos metandlico

Para preparacdo dos extratos foram coletadas folhas que permaneceram
submersas em metanol por 72h. Apds esse periodo, o eluente foi filtrado em papel
filtro para separacgéo dos residuos sélidos e concentrado em condensador rotativo a
vacuo e banho-maria (model Q-214M2 — Quimis, Brazil) (BRASILEIRO et al., 2006),
obtendo-se rendimentos dos extratos brutos de 17%. Para os testes foram utilizadas
solucbes preparadas a partir dos extratos sob uma concentragdo de 10 mg/mL,
dissolvidos em DMSO (dimetil sulféxido), em seguida diluidos com agua destilada
para uma concentracdo de 1024ug/mL.

2.4 Prospeccao fitoquimica
Os testes fitoquimicos foram realizados seguindo o método descrito por

Matos (1997). Os ensaios se baseiam na observagao visual da alteracéo de cor ou
formacéo de precipitado ap6s a adi¢cdo de reagentes especificos.

2.5 Material bacteriano

Os microorganismos utilizados nos testes foram obtidos através do
Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional
do Cariri (URCA). Foram utilizadas linhagens padréo de bactérias Escherichia coli
ATCC 10536; Staphylococcus aureus ATCC 25923; Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442. Antes dos ensaios, as linhagens foram cultivadas a 35°C por 24 horas
em Brain Heart Infusionbroth — BHI (Difco Laboratories Ltda).

2.6 Teste de atividade antibacteriana

A CIM (concentraga@o inibitéria minima) foi determinada em ensaio de
microdiluicdo em caldo (NCCLS, 2014) utilizando-se um in6culo de 100 uL de cada
linhagem, suspensas em caldo BHI que apresentava uma concentracdo de 105
UFC/mL em placas de microtitulagdo com 96 pogos, com diluicdes em série ¥2. Em

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos Capitulo 3 m



cada poco foi adicionado 100puL de solugéo de cada extrato. A concentracgéo final do
extrato foi de 5000ug/mL.

Para os controles foram utilizados os antibidticos padrées amicacina,
gentamicina e clindamicina cuja concentragéo final foi de 5000 pug/mL. As CIM’s foram
registradas como as menores concentracdes para a inibicdo do crescimento. Para
evidencia-las, preparou-se uma solucdo indicadora de resazurina sodica (Sigma)
em agua destilada estéril na concentracéo de 0,01% (p/v). Ap6s a incubacao, 20pL
da solucao indicadora serdo adicionados em cada cavidade e as placas passarédo
por um periodo de incubacéo de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca de
coloracdo azul para rosa, devido a reducéo da resazurina, indica o crescimento
bacteriano (JAVADPOUR et al., 1998), auxiliando a visualizagcdo da CIM, definida
como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado
pela cor azul inalterada. O ensaio antibacteriano foi realizado em triplicata e os
resultados foram expressos como média das repeticoes.

2.7 Execucao e Leitura dos Ensaios

O extrato foi misturado em caldo BHI 10% em concentragdes subinibitérias,
obtidos e determinados apds a realizagdo de teste de avaliagdo da CIM, sendo
que para o teste de modulacdo a concentragéo da solugcéo de extrato foi reduzida
8 (oito) vezes (CIM/8). A preparagdo das solugdes de antibibticos foi realizada
com a adicdo de agua destilada estéril em concentracdo dobrada (1024pg/mL) em
relacdo a concentracao inicial definida e volumes de 100uL diluidos seriadamente
1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100uL do meio de cultura continha
a suspensao bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados na avaliagdo
da CIM para os extratos foram utilizados durante a modulagcado (COUTINHO et al.,
2008). As placas preenchidas foram incubadas a 35°C por 24 horas e ap6s esse
periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de resazurina como citado anteriormente

no teste de determinagéo da CIM.

2.8 Analise Estatistica dos resultados de microbiologia

Os ensaios foram feitos em ftriplicata, e expressos em média geométrica, ja
que a leitura das amostras foi feita através de observagéo visual da mudancga de
coloracdo das mesmas. A andlise estatistica foi aplicada a analise de variancia de
duas vias seguida pelo teste de Bonferroni utilizando o software Graph Pad Prism
5.0.

31 RESULTADOS

Na prospeccéo fitoquimica foi possivel identificar a presenca de metabdlitos

secundarios, descritos na tabela abaixo:
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METABOLITOS
Extato 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

EMHH + - - - - + + + + + + - - + -

Tabela 1. Prospeccéao fitoquimica do extrato metanoélico das folhas de Hymenaea
martiana Hayne.

1 — Fendis; 2 — Taninos Pirogalicos; 3 — Taninos Flobabénicos; 4 — Antocianinas;
5 — Antocianidinas; 6 — Flavonas; 7 — Flavondis; 8 — Xantonas; 9 — Chalconas;
10 — Auronas; 11 — Flavonondis; 12 — Leucoantocianidinas; 13 — Catequinas;
14 — Flavononas; 15 — Alcaldides; (+) presenca; (-) auséncia. EMHH — Extrato
Metandlico Hymenaea martiana Hayne.

Foi realizado o procedimento para a determinacdo do CIM (Concentracdo
Inibitéria Minima), com as bactérias de linhagem padrédo (Escherichia coli;
Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa) e foram obtidos resultados =
1024ug/mL.

Em relacdo a avaliacdo da atividade moduladora do extrato, associadas
aos aminoglicosideos (gentamicina e amicacina) e lincosamidas (clindamicina), os
resultados demonstraram que o extrato associado com os antibiéticos apresentoram
sinergismo com p < 0,001 frente a bactéria Escherichia coli (Figura 1). Na linhagem
de Staphylococcus aureus houve efeito sinérgico apenas na associagao do extrato
com a amicacina com p < 0,001 (Figura 2). Enquanto a linhagem de Pseudomonas
aeruginosa houve efeito antagbnico apenas na associagdo do extrato com a
clindamicina (Figura 3)

Uma das substancias presentes no extrato foram a flavonas e flavonois que
séo flavonoides , eles modulam a atividade de enzimas e afetam o comportamento
de muitos sistemas celulares, exercendo efeitos benéficos sobre o organismo.
Os mecanismos da atividade antimicrobiana dos flavonoides inibem a sintese de
acidos nucleicos, inibem a funcdo da membrana citoplasmatica, do metabolismo
energético, a aderéncia e formagéo de biofilme, além de inibirem as porinas na
membrana celular que afetam a bomba de efluxo, a permeabilidade de membrana e
diminuiem a patogenicidade (XIE et al. 2015)

Um outro estudo desenvolvido, pode-se evidenciar a forte presenca de
compostos fendlicos e flavonoides, bem como terpenos, derivados antracénicos e
esteroides em extratos obtidos por diferentes métodos em varias partes da planta.
A maceragéo das cascas foi o método que demonstrou ser mais eficiente para a
extragdo de compostos fendlicos e flavonoides das cascas de H. martiana (OLIVEIRA
et al., 2016). Foram estudados os métodos extrativos por maceragao e turbdlise e a
melhor condigéo extrativa foi 0 do extrato obtido por turbdlise preparado com etanol
a 50% e proporcao 1:30, que apresentou melhores resultados no planejamento
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fatorial para rendimento, compostos fendlicos totais e flavonoides totais (OLIVEIRA,
2015).

Foi realizado o procedimento para a determinacdo do CIM (Concentragédo
Inibitéria Minima), com as bactérias de linhagem padrdo (Escherichia coli;
Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa) e foram obtidos resultados =
1024ug/mL.

Em relacdo a avaliagdo da atividade moduladora do extrato, associadas
aos aminoglicosideos (gentamicina e amicacina) e lincosamidas (clindamicina), os
resultados demonstraram que o extrato associado com os antibiticos apresentoram
sinergismo com p < 0,001 frente & bactéria Escherichia coli (Figura 1). Na linhagem
de Staphylococcus aureus houve efeito sinérgico apenas na associagdo do extrato
com a amicacina com p < 0,001 (Figura 2). Enquanto a linhagem de Pseudomonas
aeruginosa houve efeito antagbnico apenas na associagdo do extrato com a
clindamicina (Figura 3).

Escherichia coli
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Figura 1. Gréafico demonstrativo da modulagéo do extrato metandlico da folha de
Hymenaea martiana Hayne na presenca e na auséncia dos antibioticos frente a
bactéria Escherichia coll.
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Staphylococcus aureus
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Figura 2. Gréafico demonstrativo da modulagéo do extrato metandlico da folha de
Hymenaea martiana Hayne na presenga e na auséncia dos antibioticos frente a
bactéria Staphylococcus aureus.

Pseudomonas aeruginosa
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Figura 3. Gréafico demonstrativo da modulagéo do extrato metandlico da folha de
Hymenaea martiana Hayne na presenca e na auséncia dos antibioticos frente a
bactéria Pseudomonas aeruginosa

41 DISCUSSAO

Os resultados fitoquimicos mostraram presenca de flavondides, estes
metabdlicos secundarios sdo compostos aromaticos que podem ser divididos
em flavondis (quercetina), flavonas (rutina), flavanoéis (catequina), flavanonas
(naringenina), isoflavonas (genisteina) e antocianinas (cianidina) (SCALBERT et al.,

2005). Os flavonoides nas plantas tém a capacidade de protegé-las contra fatores
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externos como danos causados pela radiacdo, contra microrganismos, insetos e
outros animais herbivoros, e também na interacdo mutualistica de insetos e plantas
por meio da atragdo de insetos polinizadores onde ha beneficio para ambas as
espécies. (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Nos seres humanos estes compostos podem reduzir o risco de varias
doencgas (KREIS et al., 2017) , devido a seu poder antioxidante (funcionam como
sequestradores de radicais ou como quelantes de metais, agindo tanto na etapa
de iniciagdo como na propagagdo de processos oxidativos) (HEIM et al., 2002).
Varios estudos descritos na literatura mostram que os flavondides apresentam
atividades farmacoldgicas como antiinflamatéria, vasodilatadora, antiplaquetaria e
antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2018; COUTINHO et al., 2009; WOODMAN, 2009,
FENG et al., 2012, FU et al., 2013).

Foram evidenciados também presenca de fendis que possui grande
importancia farmacolégica, pois apresenta propriedades antioxidantes, bactericida
e cicatrizante em feridas cuténeas, o que confirma uma atividade moduladora frente
a alguns antibiéticos (LOPES et al., 2005). A determinagéo do CIM (Concentracédo
Inibitéria Minima), com as bactérias de linhagem padrédo (Escherichia coli;
Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa) foram obtidos resultados =
1024pug/mL, concentracédo considerada clinicamente irrelevante.

Em relacdo a avaliacdo da atividade moduladora do extrato, associadas
aos antibidticos, os resultados demonstraram que o extrato apresentou sinergismo
em alguns casos, essa atividade est4 relacionado com a capacidade que o extrato
tende a modificar a agéo de antimicrobianos, pois podem apresentar maior afinidade
com a estrutura da bactéria (COUTINHO et al., 2010; SILVA, 2018).

Enquanto o antagonismo pode esta associado como a quelacdo do
antibiotico, ligacdo dos compostos a locais especificos dos antibibticos, fazendo
com que reduza o seu espectro de atividade dos antibidticos (WAGNER; ULRICH-
MERZENICH, 2009).

Outra possivel explicacé@o para o sinergismo deve-se ao fato da presenca dos
flavanoides e fendis, pois este apresenta grupos fendlicos hidroxilo que aumenta
a afinidade entre as proteinas das bactérias e do extrato, por esse motivo, atuam
como inibidores de enzimas bacterianas, assim como interferem nas suas vias de
sintese (ALCARAZ et al., 2000; AVILA, et al., 2008; LI et al., 2012; SATO et al.,
1995).

Muitos estudos descritos na literatura evidenciam que extratos de plantas
podem modificar a atividade de antimicrobianos e assim melhorar seu desempenho
diminuindo a concentragdo necessaria para que haja inibicdo do crescimento,
atuando na eliminagéo de plasmidios ou inibicdo da bomba de efluxo (COUTINHO
et al., 2010; SILVA, 2018)
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51 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo promissores, pois os estudos
indicaram que o extrato metanoélico da folha de Hymenaea martiana Hayne nao
apresentou atividade antimicrobiana, no entanto foi capaz de modificar a acao
dos antibiéticos em alguns casos, possivelmente essa capacidade sinérgica deve-
se a presenca de metabdlitos secundarios no extrato com reconhecida atividade
antimicrobiana. No entanto novos estudos devem ser realizados para comprovar
atividade moduladora e elucidar o mecanismo da mesma.
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