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RESUMO

A Convencdo da Diversidade Bioldgica, constitui-se no principal avanco da Rio-92 e pode-
se afirmar que dentre seus postulados, a Bioprospeccdo constitui-se no mais novo marco
regulatorio para a investigacdo das moléculas biologicamente ativas, com crescente uso da
industria, nutracéutica e farmacologia. A etonobotanica, ou mais precisamente a
etnofarmacologia do grupo Zingiberales, tem apontado para inportantes usos clinicos. A
familia Costaceae, ou mais precisamente o género Costus tem uma ampla utilizacdo na
medicina popular: especialmente com aplicacdo hipoglicemiante, hipolipemiante, urolitica,
antiinflamatdria, analgésica e antibacteriana.

Neste trabalho, a avaliacdo de atividades biolégicas de Costus cf. arabicus gerou resultados
que demonstraram a acdo moduladora de antibi6ticos frente a variedades multiresistentes de
Staphylococcus. aureus e Escherichia coli e que apontam para os multiplos mecanismos de
acdo antimicrobiana, que de forma sinergistica podem estar envolvidos, na potencialiazacao
dos antibidticos testados: amicacina, canamicina, gentamicina e neomicina; dos quatro
extratos testados quanto a capacidade de fotoativacdo na potencializacdo da atividade
antimicrobiana. Todos os extratos de folhas, tanto etanolicos, quanto metandlicos foram
eficazes, quer seja para S. Aureus quanto para E. Coli e 0 extrato metandlico do caule
também foi fotoativo contra E. coli. O que sugere que novas pesquisas sejam realizadas,
uma vez que Estratos de Folhas de Costus cf. arabicus L se mostraram eficientes tanto para
bactérias gram positivas, quanto gram negativas. Por se tratar de extratos se faz necessario o
isolamento dos substancias fitoconstituintes, visando precisar se ocorre uma atuacao
sinérgica das substancias destes compostos ou se a sua agao se deve a constituintes isolados.
Em face dos resultados obtidos, as pesquisas visando novas estratégias de controle de
bactérias multiresistentes, no combate a multiresisténcia a antibidticos, bem como
coadjuvante na antibioticoterapia e fototerapia utilizando esta espécie podem ser

promissoras.

Descritores: Costus cf. arabicus L., Costaceae, modulacdo da atividade antibidtica,
fotossensibilizacdo, UV-A, antibioticos, atividade antimicrobiana.
X1V



ABSTRACT

The Convention on Biological Diversity, constitutes the main advance of the Rio-92 and
can be stated that among its postulates, the Bioprospecting constitutes the most new
regulatory framework for the investigation of biologically active molecules, with increasing
use in industry, nutraceutical and pharmacology. The ethno botany, or more precisely the
ethnopharmacology Zingiberales group, has pointed to other important clinical uses. The
family of Costaceae, or more precisely the genus Costus is a wide use in folk medicine:
with particular application hypoglycemic, hypolipidemic, uroliths, anti-inflammatory,
analgesic and antibacterial. In this work, the evaluation of biological activities of Costus cf.
arabicus generated results that demonstrated the modulating action of antibiotics against
multiresistant Staphylococcus varieties. aureus and Escherichia. coli and related to the
multiple mechanisms of antimicrobial action, so that may be involved synergistically in
potencialiazagdo of antibiotics: amikacin, kanamycin, gentamicin and neomycin. Of the
four extracts tested for their ability to photoactivation in the potentiation of antimicrobial
activity. All extracts of leaves, either ethanol, methanol as were effective, whether for S.
Aureus and for E. coli and methanol extracts of the stem was also photoactive against E.
Coli. This suggests that more research is done, since Strata Sheet Costus cf. arabicus L
were effective for both Gram-positive bacteria, as Gram negative. Because it is necessary to
extract the isolation of phytochemicals substances, seeks to specify if there is a synergistic
action of these compounds or substances if their action is due to individual constituents.
Before results, the research aiming at new strategies for control of multiresistant bacteria, to
combat multidrug resistance to antibiotics, as well as assisting in the antibiotic therapy and

phototherapy using this species may be promising.

Keywords: Costus cf. Arabicus L. Costaceae, flavonide, alkaloids Modulation of antibiotic
activity, photosensitization, UV-A, Antibiotics, Antimicrobial Activity.
XV
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais foram descobertas pelo homem através da procura por
alimentos, e desde entdo, foram aplicadas empiricamente para o tratamento de patologias
(WAGNER; WISENAUER, 2006).

Essas informacOes sobre os usos de plantas medicinais e suas virtudes terapéuticas
foram sendo acumuladas durante séculos, e muito desse conhecimento empirico se encontra
disponivel atualmente. De dominio publico, o conhecimento sobre as plantas medicinais
representou e ainda representa o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos
étnicos (DI STASI, 1996).

Durante a ultima parte do século XX a pratica da fitoterapia tornou-se difundida por
todo o mundo. Isto é suficiente, em parte, para o reconhecimento do valor dos sistemas de
medicina tradicional e a identificacdo de plantas medicinais; que tém mostrado um
significativo poder de cura no seu estado natural ou como fonte de novos agentes
farmacologicos (ELVIN; LEWIS, 2001).

O conhecimento sobre plantas medicinais significa muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. As observac6es populares sobre o uso
de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das propriedades
terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia pelos efeitos medicinais que
apresentam, apesar de muitos nao terem seus constituintes quimicos conhecidos (MACIEL
et al., 2002). Atualmente, estudos etnofarmacoldgicos registram imenso numero de
aplicagbes de plantas que obtiveram confirmagdes de atividades farmacoldgicas,
comprovando assim o conhecimento popular que deu origem a varios medicamentos
fitoterapicos a partir de uso empirico (ELIZABETSKY, 1993).



A medicina do século XX trouxe a descoberta de grupos de compostos produzidos
por microrganismos capazes de inibir o crescimento de outros microrganismos e até
destrui-los, ou seja, a era da “antibiose”, iniciada a partir da descoberta e do isolamento da
penicilina do fungo Penicillium notatum por Alexander Fleming. Porém, devido a
utilizacdo incorreta e indiscriminada destes compostos, surgiu o problema da resisténcia
microbiana e a partir dai, cresceu o interesse sobre infec¢bes pelo aumento do nimero de
casos, da propria resisténcia aos tratamentos e da alta mortalidade (RODRIGUES et al.,
1997).

Em épocas posteriores a descoberta das sulfonamidas e da penicilina era rara a
realizacdo de provas de sensibilidade dos microrganismos as drogas. Os pacientes eram
tratados de forma empirica, pois 0s microrganismos ndo apresentavam resisténcia. S0 apos
0 surgimento de linhagens resistentes 0s microbiologistas passaram a realizar testes de
sensibilidade que forneciam resultados quantitativos da concentragcdo do agente
antimicrobiano necessario para inibir o desenvolvimento de um determinado
microrganismo. Este método tornou-se a base para a determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), parametro indispensavel para o estabelecimento da dose
terapéutica efetiva do agente antimicrobiano. Esta dose é geralmente definida em cerca de
quatro vezes a CIM in vitro, embora isto nem sempre seja possivel ou necessario na préatica
(BAILEY; SCOTT, 1996).

Nas ultimas décadas, devido a crescente incidéncia de efeitos adversos associados
as drogas convencionais, aliadas ao aumento da resisténcia microbiana aos antibioticos,
germicidas e desinfetantes e a importancia clinica dada as infecgdes, principalmente em
pacientes imunocomprometidos, os pesquisadores buscam cada vez mais produtos que
apresentam eficiéncia no tratamento destas infeccbes, bem como apresentem baixa
toxicidade para os pacientes. Neste contexto, o estudo de produtos naturais de origem
vegetal com atividade antimicrobiana tem apresentado amplas perspectivas (RECIO; RIOS,
1989; PAULO et al., 1992).



A substéncias naturais compreendem atualmente cerca de 11,5% do total de
prescri¢cfes na medicina moderna e metade dos 25 medicamentos mais vendidos no mundo
sejam, direta ou indiretamente, oriundos de produtos naturais de plantas. Assim, as
companhias farmacéuticas, como também os herboristas, dependem em grande parte da

natureza para a producéo de drogas com fins comerciais (SIMOES et al., 2002).

O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando
com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350000 e 550000
espécies. Varias destas espécies sdo endémicas de uma regido e ainda ndo foram avaliadas
sobre o ponto de vista fitoquimico e farmacoldgico (SIMOES et al., 2002). Isto significa
que uma grande quantidade de compostos bioativos pode néo ter sido descoberta, indicando
uma grande possibilidade da obtencdo de produtos com destacaveis propriedades
farmacoldgicas.

A busca de principios ativos mais eficazes e menos agressivos ao homem, tem
colocado a pesquisa sobre plantas medicinais num importante patamar cientifico e tem
aberto perspectivas para estudos de etnofarmacologia, fitoquimica e microbiologia entre
outros, principalmente motivada pela existéncia de: 1) enfermidades endémicas ou nao para
as quais anda ndo foi encontrada uma abordagem terapéutica efetiva; 2) doencas
decorrentes de novos agentes infecciosos; 3) procedimentos diagnosticos e terapéuticos
invasivos, muito sujeitos a infeccbes e 4) da poluicdo ambiental e das alteracbes no
ambiente, favorecendo a disseminacdo de infeccdes, como por exemplo, por via hidrica
(RECIO; RIOS, 1989).

Diversas plantas tém sido avaliadas ndo apenas para demonstrar seu potencial
antimicrobiano de forma direta, mas também como fontes de substancias com potencial de
serem agentes capazes de modificar a acdo antibidtica (GIBBONS, 2004; GURIB-FAKIM,
2006). Diversos compostos quimicos de origem sintética, como fenotiazinas, ou de fonte
natural, como flavondides, terpenos e outros, além de poderem apresentar atividade

antibacteriana direta, também aumentam a atividade de antibidticos especificos, revertendo



a resisténcia de alguns tipos bacterianos a determinados antibiéticos, promovendo a
eliminacdo de plasmidios que carregam determinantes de resisténcia e inibindo as fungdes
de transporte da membrana plasmatica de algumas classes de antibidticos. O aumento da
atividade antibidtica ou a reversdo da resisténcia através de antibioticos ndo convencionais
naturais ou sintéticos os identificam como agentes modificadores da acdo antibidtica
(MOLNAR et al., 2004; WOLFART et al., 2006).

Existe também um interesse crescente nos aspectos referentes a fotoquimica e
fotobiologia deste produtos naturais, de forma a avaliar seu potencial uso como agentes
terapéuticos (DALLA VIA; MAGNO, 2001; LOPEZ et al., 2001). Isso se deve a um ao
fato de trabalhos terem demonstrado a atividade bioldgica de produtos naturais mediada por
luz (TOWERS et al., 1997). Porém, os estudos de atividade antibacteriana ativada pela luz
em produtos naturais sdo praticamente inexistentes (BOONYATAVE]J et al., 1983; TIP-
PYANG et al., 2000). Muitas plantas apresentam substancias que, uma vez expostas a luz
visivel ou luz UV apresentam fototoxicidade (atividade bioldgica toxica ativada pela luz),
sendo denominadas de fototoxinas ou substancias fotossensibilizadoras. Uma grande
variedade de plantas e fungos apresentam substancias desse tipo, possivelmente
funcionando como uma defesa natural contra insetos, nematoides e contra herbivoria
(TOWERS et al., 1997; KANG et al., 2007). Esta atividade se deve basicamente a dois
mecanismos: da producdo de radicais livres ou afetando diretamente as células (FOOTE,
1991). Compostos como polienos, tiofenos, tiorubrinas, quinonas, alcal6ides, furocromonas
e porfirinas sdo largamente distribuidos em diversas familias boténicas e podem ser
fofotoxicos (TOWERS et al., 1997).

Alguns compostos com atividade fototoxica ja demonstraram atividade bioldgica
apos fotoativacdo. Hipericina e hipocrelina, isoladas respectivamente de Hypericum
perforatum (Hypericaceae) e Hypocrella bambuase (Ascomycete), apresentaram atividades
anti — HIV, antitumoral e antibacteriana ap6s exposicdo a luz (TAYLOR et al., 1995;
KANG et al., 2007).



Neste aspecto, o Brasil tem a vantagem de contar com uma flora exuberante e uma
grande area fertil. Isso permite indicar que, qualquer que seja a politica nacional com
relagdo a pesquisa cientifica, ela deve sempre levar em consideracdo a necessidade de
estudar os fitocompostos presentes na nossa diversidade vegetal e animal, além de garantir
a preservacdo tanto das espécies que ja sdo objeto de prospeccdo cientifica quanto para

aquelas que podem, no futuro, apresentar potencial para isso.

Devido isso, 0 estudo e a descoberta de produtos naturais com principios ativos que
apresentem atividade antibacteriana intrinseca ou combinada, seja com antibioticos de uso
comum ou com luz, podem representar uma nova forma de fazer frente aos microrganismos
multiresistentes, além de impedir o contato destes microrganismos com os antibioticos,
diminuindo o risco de selecionarmos novos ou melhores mecanismos de resistancia
bacteriana. Dessa forma, poderiamos redirecionar a industria farmacéutica de forma a
favorecer a producéo e o uso de fitoterapicos como adjuvantes de determinados tratamentos
contra agentes infecciosos ou outras doencas. Além disso, a falta de estudos sobre as
propriedades farmacologicos de plantas em regides de alta diversidade com o Cariri
Cearense, mais especificamente a Chapada do Araripe, pode abrir uma nova perspectiva
para estas pesquisas, bem como possibilitar a descoberta de uma ampla possibilidade de

novas substancias.
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2. ESTADO DA ARTE

2. 1. Generalidades

21.1. Biodiversidade e etnofarmacologia

Biodiversidade pode ser entendida como a associagdo de ecossistemas,
comunidades, populagdes e espéecies num espago geografico definido, tendo como uma das
principais caracteristicas a distribuicdo relativamente desigual de seus componentes
(DOBSON, 1996).

Dados estatisticos mostram que os artropodos constituem a maior parcela de
biodiversidade da terra (75,4%) e sO os insetos compreendem 62% da diversidade global. A
despeito deste numero, este grupo permanece relativamente intacto como fonte de novos
compostos. Baseado no numero de espécies conhecidas, as plantas representam a segunda
maior diversidade (15%) (HAMMOND, 1995). Estimativas revelam que entre 20 e 55 mil
espécies de plantas tém sido utilizadas na medicina, das quais apenas uma pequena
quantidade foi investigada para a busca novas drogas. Entre as que foram pesquisadas estao
espécies que produzem drogas importantes como quinina, reserpina, vimblastina,
vincristina, atropina e morfina (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). No geral,
apenas 15 a 20% das plantas terrestres foram avaliadas quanto ao seu potencial
farmacéutico. Consequentemente, plantas, incluindo as de uso medicinal que ainda néo
foram investigadas, continuam a representar uma fonte significativa de matéria prima para
a descoberta de novas drogas. Entre 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica,
25% foram desenvolvidos a partir de plantas. Embora apenas 10% da diversidade mundial
tenha sido estudada, 140 mil metabdlitos secundarios, originados principalmente de plantas
superiores e de microrganismos foram isolados e identificados, mas ainda ndo foram
avaliados biologicamente (SOEJARTO et al., 2005).



A maior biodiversidade do mundo, concentrada em territdrio brasileiro, € estimada
em cerca de 20% do numero total de espécies do planeta. O Brasil é o pais com a maior
diversidade genética vegetal do mundo, com mais de 55 mil espécies de plantas
catalogadas, de um total estimado em cerca de 550 mil espécies, o que o torna alvo de
paises do hemisfério Norte, ricos em tecnologia (ELISABETSKY; COSTA CAMPOS,
1996). Apesar desta biodiversidade, apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira
foram estudadas em busca de compostos bioativos, das quais 1100 espécies foram avaliadas
quanto as suas propriedades medicinais (GARCIA et al., 1996) e destas, apenas 590 foram
registradas no Ministério da Salde para comercializacdo (ORTEGA et al., 1989).

O mercado mundial de medicamentos obtidos de produtos naturais atinge hoje
varios bilhdes de dolares. Embora o mercado brasileiro de fitomedicamentos tenha
alcancado o equivalente a 5,9% do mercado interno de medicamentos, o panorama atual
nesta area mostra que 84% de todos os farmacos sdo importados e que 78% da producao
brasileira é feita por empresas multinacionais. Estas informacbGes apontam para a
necessidade de buscar alternativas para superar a dependéncia externa, principalmente
quando comparamos 0s precos praticados no Brasil e nos paises desenvolvidos
(BERMUDEZ, 1995).

Com valor econémico incalculavel em diversas atividades, o maior potencial da
biodiversidade brasileira estd, atualmente, na area de desenvolvimento de novos farmacos.
A terapéutica atual, com medicamentos de agOes especificas sobre receptores, canais
ibnicos e enzimas ndo teria sido alcancada sem a contribuicdo dos produtos naturais de
plantas, das toxinas animais e dos microrganismos (CRAGG et al., 1997; PANDEY, 1998;
SHU, 1998). O interesse pela biodiversidade para a producdo de medicamentos cresceu
visivelmente com a concluséo do sequienciamento do genoma humano, ja que o numero de
possiveis alvos terapéuticos aumentou de aproximadamente 500 para mais de 6 mil
(VERPOORTE, 1998).
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Embora esteja entre os paises detentores de megadiversidade, na década de 80, o
Brasil foi responsavel por 28% das perdas de florestas tropicais e por 14% de outros tipos
de florestas na América do Sul, alcancando um patamar de devastagdo praticamente
irrecuperavel, dada a complexidade dos ecossistemas tropicais e tendo como consequéncia
a perda da diversidade genética associada a destruicdo, fragmentacdo dos ecossistemas e 0
estresse ambiental associado, como a poluicdo e mudancas microcliméticas (SOULE,
1991). Outro aspecto relevante associado a devastacdo das florestas tropicais é a perda do
conhecimento acumulado sobre o uso medicinal das plantas destas florestas pelas
comunidades que nelas viviam. A devastacdo provoca migracdo destas comunidades para
outras regides, rompendo com o fluxo de conhecimento adquirido e acumulado ao longo de
geracOes (SCHULTES, 1994), trazendo implica¢des negativas para a identificacdo de novas
drogas atraves da etnoboténica e da etnofarmacologia (BUENZ, 2005).

Estas razGes demonstram a necessidade do estabelecimento de politicas e acdes de
caracterizacdo, conservacdo e protecdo da diversidade genética vegetal, como também a
criacdo de industrias de base tecnoldgicas, além da formacdo e qualificacdo de recursos
humanos. Ndo menos importantes sdo as acfes relacionadas a propriedade intelectual e
industrial, cujas leis vigentes sdo passiveis de alteracdes para melhor adequacdo ao
panorama atual, visando oferecer melhor controle e vigilancia os processos de
bioprospeccéo no territorio nacional. Nesse sentido, a Convengdo da Diversidade Bioldgica
(CDB), assinada durante a Conferéncia das Nacgdes Unidas sobre o Meio Ambiente e
Desenvolvimento, realizada na cidade do Rio de Janeiro em junho de 1992, deu ensejo a
uma ampla discussdo sobre o assunto. A CDB tém como objetivos a conservacdo da
diversidade bioldgica, a utilizacdo sustentavel de seus componentes e a reparticdo justa e
equitativa dos beneficios derivados da utilizacdo dos recursos genéticos, mediante 0 acesso
a estes recursos e a transferéncia de tecnologia da forma adequada, levando em conta todos
os direitos sobre tais recursos e tecnologias através do financiamento adequado(STROBL,
2000).
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A regido do Cariri, localizada ao Sul do Estado do Ceara, tem sua geografia
marcada pela Chapada do Araripe, com uma area de protecdo ambiental e uma floresta
nacional. Esta regido, com mais de oitenta municipios na chamada mesorregido do Araripe,
compreendendo, aléem do Estado do Ceard, os Estados do Piaui, Pernambuco e Paraiba,
sendo as cidades de Crato, Juazeiro do Norte e Barbalha o seu centro de desenvolvimento
politico e econdmico (FUNDETEC, 1998).

Na Chapada do Araripe, com &rea de 55.000km? a exploracdo de recursos
energéticos oriundos de madeira se dd sem manejo adequado, o que levou, em poucas
décadas, a uma reducdo de sua cobertura florestal em 50% (FUNDETEC, 1998;
AUGUSTO; GOES, 2007). A Chapada do Araripe abriga um bioma de caracteristicas
geoldgicas, geomorfoldgicas, pedoldgicas, climaticas, hidrograficas/ hidrolégicas e de
vegetacdo bem diversificado. As formagdes florestais da Chapada do Araripe podem, de
maneira simplificada, ser estratificadas em mata Umida, cerraddo, cerrado, carrasco e
caatinga. Esta variedade de ambientes possibilita uma grande variedade de tipos vegetais,
tanto arboreos quanto arbustivos. Essa producdo florestal é absorvida pelos produtores
rurais para atender necessidades energéticas e de infra-estrutura dentro das propriedades
(entre outras, cercas, construcdes rurais, cabo de ferramentas agricolas e portais),
representando uma atividade complementar as atividades agropecuarias nos periodos de
estiagem no semi-arido nordestino. Além do potencial energético e madeireiro, também ha
a producdo de frutos e produtos obtidos de espécies consideradas ndo madeireiras e que sdo
utilizados como alimentos e como remedios na medicina tradicional tais como: araca
(Psidium araca Raddi), cajui (Anacardium humile), pitanga (Eugenia michelli), pequi
(Caryocar coriaceum), janaguba (Himatanthus drasticu), faveira (Dimorphandra
gardneriana), jatoba (Hymenaea stignocarpa) e pau de 6leo ou copaiba (Copaifera
langsdorffii), que apresentam valor econdémico e cultural para a regido (FUNDETEC,
1998).



12

O consumo de plantas medicinais baseado em informacdes terapéuticas, acumuladas
durante séculos em todo o mundo € uma pratica que tem se intensificado nas ultimas
décadas, embora o uso de plantas no tratamento e cura de enfermidades seja tdo antigo
quanto a espécie humana. No Brasil, s6 na regido amazonica, cerca de 1200 plantas sdo
comercializadas no mercado Ver-o-Peso, em Belém do Para e 260 espécies nativas e
cultivadas ja foram catalogadas em comunidades que vivem as margens da Baia de Marajo.
Este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em areas
multidisciplinares abrangendo botéanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas buscam

ampliar o conhecimento sobre a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

A etnofarmacologia, uma divisdo da etnobiologia, € uma disciplina voltada para o
estudo do complexo conjunto de relagcdes entre plantas, animais e sociedades humanas
presentes ou pretéritas (BERLIN, 1992). Como estratégia na investigacdo de plantas
medicinais, a abordagem etnofarmacologica consiste em combinar informac@es adquiridas
junto as comunidades que fazem uso da flora local com estudos quimicos e farmacolégicos
realizados em laboratérios especializados. Neste aspecto, a selecdo etnofarmacoldgica de
especies vegetais para pesquisa e desenvolvimento baseados na informacdo de um efeito
terapéutico, pode se constituir num valioso atalho para descoberta de farmacos. Por se
basear em informagdes de utilidade terapéutica, a etnofarmacologia pode levar a
identificagdo de produtos com mecanismos de agdo completamente desconhecidos, ao
contrario da abordagem mecanicista, que se baseia na interferéncia dos produtos em teste

com mecanismos farmacodinamicos predeterminados (ELISABETSKY, 1993).

A indGstria farmacéutica aceita como razodvel a relacdo de 1:10000 entre
compostos comercializados/estudados. As que aplicam procedimentos de triagem
associados a quimica combinatdria, clonagem de receptores e automacdo consideram
razodvel 1:250.000. Mesmo quando se conhece o mecanismo de agdo desejado e se tem 0
ensaio in vitro apropriado para detecta-lo, a maior parte dos compostos é descartada por
auséncia de biodisponibilidade ou por toxicidade elevada para o0 homem. De cada dez

compostos descobertos, quatro seguem, para a fase de desenvolvimento e desses, 50%
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apresentam toxicidade e/ou efeitos adversos antes mesmo de completarem os estudos de
fase clinica | (HARVEY, 2002).

Os resultados dos estudos com plantas medicinais podem apresentar
desdobramentos em varios niveis. Individualmente, a descoberta de novos farmacos ou
farmacos acessiveis pode determinar uma melhoria na qualidade de vida no caso de
doencas crbnicas ou na sobrevivéncia do paciente. Socialmente, a descoberta de fontes
naturais locais de compostos quimicos que sdo normalmente importados junto ao
desenvolvimento de fitomedicamentos de fabricacdo nacional pode ter conseqiiéncias
econbmicas significativas, possibilitando também que cada pais tenha autonomia para gerir
as suas politicas de salde. Nesse sentido, a Politica Nacional de Plantas medicinais e
Fitoterapicos, aprovada por meio do decreto N° 5.831, de 22 de junho de 2006, tem como
objetivo garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o0 uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria nacional. Com esta iniciativa, o Brasil,
com seu amplo patrimdnio genético e sua diversidade cultural, tem em suas mdos uma
oportunidade para estabelecer um modelo de gerenciamento préprio e soberano na érea de
salde com o uso de plantas medicinais e fitoterapicos, priorizando o uso sustentavel dos
componentes da biodiversidade e respeitando 0s principios éticos e 0S COMpPromissos
internacionais assumidos, notadamente a Convencdo da Diversidade Bioldgica (CDB)
(BRASIL, 2006).

No plano de desenvolvimento das diretrizes da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, destaca-se o fomento a pesquisa, desenvolvimento tecnolégico
e inovacdo com base na biodiversidade brasileira, abrangendo espécies vegetais nativas e
exoticas adaptadas, priorizando as necessidades epidemioldgicas da populagdo (BRASIL,
2006). E nesse contexto que a etnobotanica e a etnofarmacologia assumem o papel de
importantes mediadores entre o conhecimento tradicional e sua utilizagdo comercial, ja que
essas disciplinas resgatam e organizam os conhecimentos tradicionais de maneira utilizavel
por processos de desenvolvimento tecnologico (ELISABETSKY; MORAES,1989).
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A despeito das questdes que se apresentam, o uso de produtos naturais bioativos na
investigacdo de processos moleculares e farmacologicos de organismos vivos ira continuar
em condic¢Oes até mais sofisticadas, gracas aos avancgos alcancados pela biologia molecular.
Unindo a capacidade tecnologica que a biologia molecular oferece com a diversidade
quimica, o futuro da descoberta de novas drogas a partir de produtos naturais € mais
promissor do que nunca. Os produtos naturais descobertos até hoje tém desempenhado um
papel fundamental na melhoria da qualidade de vida das populagGes humanas e esse papel
continuara a existir enquanto houver fontes inexploradas para novos produtos naturais
(CLARK, 1996). Segundo SOEJARTO et al. (2005),““a biodiversidade mundial continuara

a ser um alvo atrativo para a realizacdo de bioprospecgdo em massa no futuro”.

2.1.2. Microrganismos selecionados para estudo e sua importancia na saude.

Uma caracteristica comum entre as bactérias Gram — negativas é a presenca de uma
membrana externa que circunda a camada de peptidoglicano e é constituida de
lipoproteinas, lipopolissacaridios (LPS) e fosfolipidios. Esta membrana tem fungbes
especializadas: sua forte carga negativa € um fator importante para que a bactéria escape da
fagocitose e da acédo do sistema complemento, dois componentes da defesa do hospedeiro; a
membrana externa também constitui uma barreira a certos antibidticos, enzimas,
detergentes, metais pesados, saia biliares e a certos corantes. Parte de sua permeabilidade é
devido a proteinas na membrana, as porinas, que formam canais 0s quais permitem a
passagem de moléculas. O componente LPS é responsavel por duas caracteristicas
importantes das bactérias Gram — negativas. Primeiro, a porcao polissacaridica € composta
por acucares que funcionam como antigenos e permitem a identificacdo de espécies e
sorotipos, como no caso da E. coli O157:H7. Segundo, a por¢éo lipidica do LPS, chamada
de lipidio A, é uma endotoxina que uma vez liberada na corrente sanguinea ou no trato
intestinal do hospedeiro desencadeia um quadro de febre e choque. Essas endotoxinas,
complexos de alto peso molecular, constituem a maior fonte de pirogénios para a industria
farmacéutica, tornando a sua deteccdo e eliminacdo um desafio a producdo de
medicamentos e outros produtos de uso parenteral (TORTORA et al., 1998).
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Uma das espécies de bactérias Gram — negativas utilizadas nesta pesquisa pertence a
familia Enterobacteriaceae. Do ponto de vista médico, alguns microrganismos desta familia
constituem um grupo importante de agentes causais de enfermidades no trato
gastrointestinal e em outros 6rgdos. Destes, Escherichia coli € o microrganismo mais
comum no trato intestinal do homem, onde sua presenca € benéfica por auxiliar na
producdo de certas vitaminas e por promover a quebra de alimentos néo digeriveis. Devido
ao conhecimento obtido sobre a bioquimica e genética deste microrganismo, talvez ele seja
0 organismo mais conhecido na microbiologia e uma ferramenta importante na pesquisa
biologica. Sua presenca na agua ou em alimento é um importante indicador de
contaminacdo fecal. Embora ndo seja classicamente considerado um microrganismo
patogénico, Escherichia coli pode ser uma causa comum de infec¢des urinarias. Algumas
cepas podem ainda produzir enterotoxinas ndo invasivas causadoras da “Diarréia dos
Viajantes” e de diarréia infantil em paises em desenvolvimento. Menos comuns sdo 0s
casos provocados por cepas invasivas de E. coli que tem como alvo a parede intestinal
causando inflamacdo, febre e disenteria. As linhagens produtoras de toxinas
enterohemorragicas sao a causa de graves surtos de enfermidades associadas a ingestdo de
carne e leite bovino. A linhagem mais virulenta deste grupo, Escherichia coli O157:H7, é
habitante ocasional do trato intestinal de bovinos, onde nédo tém efeito patogénico, mas é
responsavel pelo quadro de colite hemorragica no homem, acarretando altas taxas de
mortalidade infantil (TORTORA et al., 1998).

A bactéria Gram — positiva selecionada para o estudo, Staphylococcus aureus, € um
dos cocos de interesse médico. Este patdgeno cresce relativamente bem em condicdes de
alta pressé@o e baixa umidade, o que explica em parte a sua capacidade de crescimento e
sobrevivéncia nas cavidades nasais e em certos alimentos que, pelas referidas condicdes de
pressdo e umidade, tendem a inibir outros microrganismos. Devido a uma consideravel
resisténcia ao calor, células vegetativas de S. aureus podem tolerar até 60°C por 30
minutos. Sua resisténcia a dessecacao e a radiagdo também auxiliam a sua sobrevivéncia na
superficie da pele, para onde sdo carreadas a partir das cavidades nasais do hospedeiro. S.
aureus produz muitas toxinas que aumentam a sua capacidade de invadir e causar danos

teciduais. As infecgdes mais comuns envolvem a pele e feridas em sitios diversos. Algumas
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infeccbes sd@o agudas, piogénicas e podem disseminar para outros tecidos, provocando
focos metastaticos. Quadros mais graves como bacteremia, pneumonia, endocardite,
miocardite, meningite, abscessos musculares e cerebrais sdo descritos com frequéncia
(LOWY, 1998). Uma causa muito comum de gastroenterite é a ingestdo de enterotoxina
produzida por este microrganismo, que afeta o trato intestinal de forma semelhante a toxina
da cdlera: a formacdo de AMP ciclico a partir do ATP no citoplasma das células epiteliais
induz uma grande liberacdo de liquidos e eletrdlitos, levando a um quadro severo de
diarréia e vomito. Quase todas as linhagens de S. aureus sdo produtoras de coagulase,
enzima que produz codgulos de fibrina no sangue e que protegem o microrganismo da
fagocitose e 0 mantém isolado de outras defesas do hospedeiro. S. aureus é fregiientemente
um problema em ambiente hospitalar, uma vez que é carreado por pacientes, membros da
equipe de trabalho e visitantes. E grande o risco de infeccdes de pele e feridas cirdrgicas,
com o agravante que essas infeccbes sdo de dificil tratamento devido a alta resisténcia
desenvolvida pelo microrganismo em decorréncia da exposi¢cdo a muitos antimicrobianos
(BLACK et al., 1999)

2.1.2.1. Resisténcia Bacteriana e Terapéutica Atual

Durante os primeiros anos da era dos antibioticos, o desenvolvimento de novas
classes de agentes antimicrobianos acompanhou ou ficou a frente da capacidade dos
microrganismos clinicamente importantes de desenvolverem resisténcia. Apesar da
disponibilidade de novos antimicrobianos, o ritmo de desenvolvimento de resisténcia em

patdgenos Gram — negativos e positivos representa um grande desafio em todo o mundo.

Nos anos 60 e 70, o uso indiscriminado de penicilinas semi — sintéticas resistentes a
penicilinases e de cefalosporinas favoreceu o aparecimento de linhagens de S. aureus
resistentes a meticilina e na mesma época, 0 uso extensivo de ampicilina favoreceu o
aparecimento de cepas de E. coli ampicilina — resistentes. Entre os anos 70 e 80, as
bactérias Gram — negativas eram o grande obstaculo terapéutico, mas no novo milénio, as
Gram — positivas passaram também a ocupar um lugar de destaque (ROSSI; ANDREAZZI,

2005). Enquanto a resisténcia microbiana tem crescido de forma significativa, o nimero de
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antibidticos em pesquisas diminuiu drasticamente nos Gltimos anos. O percentual de artigos
relacionados a novas resisténcias microbianas publicados no Antimicrobial Agents and
Chemotherapy aumentou de 11% no periodo de 1972-1973 para 34% no periodo de 1997-
1998 (SWARTZ, 2000). Neste contexto, o uso incorreto dos antimicrobianos, uma das
principais causas do aparecimento da resisténcia, pode estar associado a fatores como doses
subterapéuticas, inefetividade da droga selecionada, esquemas terapéuticos curtos, baixa
penetracdo no local de infeccdo, conhecimento inadequado das propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas dos farmacos para escolha terapéutica, além de
fatores relacionados ao paciente, como idade, status imunolégico e ndo — adesdo ao
tratamento (QUINTILIANI et al., 1994).

A situacdo atual da resisténcia as drogas tem sua origem em muitos fatores,
incluindo a selecdo de mutantes resistentes por exposicdo a agentes antimicrobianos,
transferéncia de determinantes genéticos de resisténcia entre cepas bacterianas e
disseminacéo clonal de cepas resistentes entre pacientes hospitalizados e entre instituicoes
hospitalares. Como conseqiiéncias estdo o aumento da morbi — mortalidade entre pacientes,
a reducdo do numero de drogas utilizaveis por futuras geracdes de pacientes, além do
impacto econdmico trazido pelos custos com infec¢des (McGOWAN JR, 2004).

Entre as bactérias Gram - negativas, cepas de Enterobacteriaceae ndo -
fermentadores comecaram a apresentar niveis de resisténcia cada vez mais expressivos
frente a cefalosporinas de 2% 3% e 42 geracdo, o que dificulta a eliminacdo destes
microrganismos nos processos infecciosos. Cepas produtoras de beta — lactamases de
espectro ampliado (ESBL), capazes de inativar cefalosporinas de 32 e 42 geragdo, passaram
a ser uma preocupacdo mundial, causando uma mudanca na abordagem terapéutica. A
producédo de carbapenamases, associada a problemas de permeabilidade da membrana e
efluxo, sdo mecanismos complexos que se apresentam numa freqiiéncia cada vez maior nos
hospitais, principalmemte nas cepas de microrganismos ndo — fermentadores como P.
aeruginosa (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).
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A funcgdo catalitica das beta — lactamases, enzimas encontradas em praticamente
todas as Enterobacteriaceae, é a causa primaria de resisténcia aos antibioticos beta —
lactdmicos e tem sido objeto de estudo na area de microbiologia, genética e bioquimica.
Nas bactérias Gram — negativas, a localizacdo periplasmatica destas enzimas favorece a sua
concentracdo e atuagdo mais eficaz contra os antimicrobianos. As betas — lactamases de
origem cromossdmica ou plasmidial sdo expressas tanto por enterobactérias quanto por
linhagens ndo — fermentadoras. Em 1965, uma beta — lactamase mediada por plasmidio
(TEM — 1) foi identificada em uma E. coli resistente a ampicilina. Ainda em 1969, estas
enzimas foram identificadas em P. aeruginosa. Segundo relatos, em 1996, a TEM - 1 ja
ocorria em 60% das E. coli de todo o mundo e em 20 -50% de outras enterobactérias. A
permeabilidade reduzida para entrada de antibi6ticos ao nivel de membrana plasmatica
devido a alteragdes na expressdo dos canais de porina, modificando a penetracdo e a acdo
dos antibioticos, juntamente com a propriedade de expulsar ativamente o antibidtico para
fora da célula (bomba de efluxo), contribuicdo para uma concentracao diminuida e inefetiva
do antibiotico podem levar este microrganismo a apresentar uma resisténcia intrinseca a
maultiplas drogas. Atualmente, no tratamento dos microrganismos que apresentam ESBLS,
0s carbapenémicos sdo a primeira op¢do em casos de infecgOes graves. Em infecgdes
consideradas menos graves, alguns autores recomendam o uso das quinolonas, dependendo
da epidemiologia local (PATERSON; YU, 1999; TENOVER et al., 1999).

Staphylococcus aureus, considerado um patégeno oportunista, esta freqiientemente
associado a infecgdes adquiridas na comunidade e no ambiente hospitalar. Portadores e
pacientes colonizados por S. aureus na mucosa nasal tém sido descritos como fatores de
risco para o desenvolvimento de infecgdes, nas quais 11 a 43% dos pacientes colonizados
desenvolvem infeccdo (LOWY, 1998; FRIDKIN, 2001; NAIMIN et al., 2003).

No inicio da década de 40, as cepas de S. aureus isoladas de processos infecciosos
apresentavam sensibilidade & penicilina. Entre 1940 — 1960, a resisténcia a penicilina
devido a producéo de beta — lactamases (penicilinases) passou a ser descrita e a predominar
em cepas isoladas de pacientes hospitalizados, acarretando uma limitacdo do uso da

penicilina e de seus derivados. Em 1960, a meticilina passou a ser utilizada como recurso
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terapéutico, mas em 1961, surgiram cepas também resistentes a meticilina, denominadas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), gerando um problema endémico
em hospitais de diversos paises, inclusive no Brasil a partir de 1980. Até 1996, todas as
cepas MRSA eram sensiveis aos glicopeptidios. O primeiro isolamento de um
Staphylococcus aureus com resisténcia intermediaria aos glicopeptidios (GISA) foi em
1997 e em 2002 foi ralatado o aparecimento de cepas resistentes aos glicopeptidios
(GRSA). Até maio de 2004, ja haviam sido descritas 3 linhagens portadoras do gene vanA,
que codifica este perfil de resisténcia (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

No Brasil, os indices de linhagens MRSA sdo bastante elevados (40-80%),
principalmente para linhagens isoladas de Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). Alguns
trabalhos relatam uma taxa de mortalidade mais alta em pacientes que desenvolvem
bacteriemia por MRSA (49-55%) do que por MSSA (20-32%) (ROMERO — VIVAS et al.,
1995) e apontam indices de mortalidade 2,5 vezes maiores nos casos de infec¢do por
MRSA em relacdo a MSSA (RUBIN et al., 1999).

Nas linhagens MRSA, o mecanismos de resisténcia esta associado a alteracdo de
proteinas ligantes de penicilina, codificadas pelo gene mecA, que faz com que a meticilina
e 0s compostos penicilina — penicilinase tenham baixa afinidade pelo seu sitio alvo nas
bactérias, a parede celular, o que os torna inefetivos. Uma vez detectadas cepas MRSA, as
opcdes terapéuticas tornam-se bastante restritas e, no caso de infeccGes severas, 0S
glicopeptidios como a vancomicina e a teicoplamina sédo as drogas de escolha (ROSSI;
ANDREAZZI, 2005).

2.1.2.2. Resisténcia a aminoglicosideos

Os aminoglicosideos compdem uma classe de moléculas que apresentam um nucleo
aminociclitol que pode ser estreptidina ou a 2 — desOxiestreptamina. O primeiro
aminoglicosideo, estreptomicina, foi descoberto por Waksman e colaboradores em 1944 e
foi isolado de Streptomyces griseus (JANA; DEB, 2006). A atividade bactericida destes

antibidticos se deve a sua capacidade de inibir a sintese protéica por se ligarem a
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subunidade ribossomal 30S, incapacitando o ribossomo bacteriano para a traducdo, o que
resulta em morte celular (KOTRA et al., 2000), sendo ativos prioritariamente contra bacilos
Gram — negativos e cocos Gram — positivos aerobicos (MINGEOT-LECLERCQ et al.,
1999). Além disso, os aminoglicosideos podem causar danos a membrana por alterar sua
composicdo e permeabilidade, alterar as concentracBes idnicas da célula e interferir nos
processos de replicacéo e transcricdo (FOURMY et al., 1996).

Os principais mecanismos de resisténcia sdo: a reducdo da concentracdo do
antibiodticos no interior da célula devido a existéncia de sistemas de efluxo ativos, alteracdo
do alvo do antibi6tico por mutacdo espontanea e/ou por alteracdo estrutural ou através de
sistemas de inativacdo enzimatica (WALSH, 2000; AZUCENA; MOMBASHERY, 2001;
WALMSLEY, 2001).

Existem trés tipos de enzimas modificadores de aminoglicosideos: fosfotranferases
(APH), acetiltransferases (AAC) e nucleotidiltransferase (ANT) (JANA; DEB, 2006). Com
relacdo a alteracGes do sitio alvo, os eventos mais comuns sdo a metilacdo do RNAr 16S e
mutacdes no gene rrs que codifica a proteina S12 (MEIER et al., 1994; YAMANE et al.,
2005). Com relacdo aos sistemas de efluxo, foi demontsrado que os aminoglicosidios
podem ser substratos de diversos sistemas de fluxo, incluindo as 5 familias de
transportadores bacterianos MF (Major Facilitator), SMR (Small Multidrug Resistance),
MATE (Multidrug and Toxin Extrusion), RND (Resistance Nodulation Cell Division) e
ABC (JANA; DEB, 2006).

2.1.2.3. Atividade modificadora da a¢do antibiotica

Devido a crescente resisténcia bacteriana aos antibioticos convencionais, muitas
pesquisas tém focado a utilizacdo de plantas com atividades antibacterianas
(HERNANDEZ et al., 2003; SILVA-SANTOS et al., 2004; DUARTE et al., 2005;
GAYOSO et al., 2005; MICHELIN et al., 2005; LIMA et al., 2006 a, b), visto que, desde a
antiguidade, filtrados, cataplasmas, infusdes, sucos e extratos de plantas tém sido utilizados
no tratamento de diversas doencas (ANNUK et al., 1999; HERNANDEZ et al., 2003).
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Além de suas propriedades antibacterianas intrinsecas, produtos naturais de origem
vegetal podem alterar o efeito de antibidticos, seja aumentando a atividade antibiotica ou
revertendo a resisténcia aos antibioticos convencionais. Compostos que apresentam esta
atividade sdo denominados de Modificadores da Atividade Antibidtica. A utilizacdo destas
substancias pode representar um avanco contra 0s mecanismos de resisténcia que inativam
antibioticos por acdo enzimatica ou por sistemas de efluxo (como os aminoglicosideos e
outros  antibidticos) (RAJYAGURU; MUSZYNSKI, 1997; TRIGGLE, 1988;
CHAKRABARTY etal., 1998; KRISTIANSEN; AMARAL, 1997).

Nenhuma droga isolada foi identificada com a capacidade de reverter a resisténcia a
aminoglicosideos (JANA; DEB, 2006). Entretanto, exemplos desta possibilidade ja foram
obtidos com outros antibiéticos. Em S. aureus, a Augmentin® (formulagdo combinada de
um B — lactamico com um inibidor de B — lactamase) é uma demonstracdo de que esta
técnica pode funcionar (MAITI et al., 1998).

Com relacdo a drogas inibidoras de sistemas de efluxo, esses moduladores podem
agir de diversas formas: interagindo com um ou mais sitios de ligacdo na proteina de fluxo,
quelando o substrato da bomba; interferindo no gradiente de H+; modificando a
conformagdo da proteina de fluxo devido a interagdo com a membrana plasmatica ou
inibindo a expressdo génica do gene responsavel pela proteina de efluxo. De qualquer
destas formas, os agentes modificadores da atividade antibiotica inibirdo a extrusdo do
antibidtico, aumentando sua concentracgdo intracelular e sua probabilidade de ligacdo com o
sitio alvo e aumentando a eficiéncia do antibiotico (LOMOVSKAYA; BRUCE et al, 2006;
ZLOH etal., 2004; POOLE; LOMOVSKAYA, 2006; MARKHAN et al., 1999).

Diversas substancias ja foram caracterizadas na literatura como Modificadores da
Atividade Antibiotica, como as fenotiazinas (GUNICS et al.,, 2000), diterpenos
(NICOLSON et al., 1999), flavonas e seus derivativos (SATO et al., 2004a,b). Em estudos
in vivo ja foi verificado que esta estratégia é promissora contra agentes infecciosos
(RENAU et al., 1999; MARKHAN, 1999).
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Com relagcdo a produtos naturais, plantas podem ser uma excelente fonte de
inibidores de sistemas de efluxo como forma de combater fitopatogenos (TEGOS et al.,
2002; LEWIS, 2001; LEWIS; AUSUBEL, 2006), sendo um exemplo a reserpina, um
alcaldide isolado das raizes de plantas do género Rauwolfia sp. (MARKHAN, 1999).
Extratos de diversas plantas tém demonstrado atividade modificadora da acdo antibidtica,
entre eles: Rosmarinus officinalis L. (OLUWATUYI1 et al., 2004), Lycopus europaeus L.
(GIBBONS, 2004), Jatropha elliptica Pohl. (MARQUEZ et al., 2005 OU MARQUEZ,
2005), Dalea spinosa A. Grey (BELOFSKY et al., 2006), Geranium caespitosum Gray &
James (STERMITZ et al., 2003) e outros. Dessa forma, esta pode ser uma fonte potencial
de utilizacdo de produtos naturais no controle de agentes infecciosos resistentes a

antibioticos.

2.1.2.4. Atividade fotossensibilizante

Existe um crescente interesse na avaliacdo de compostos bioativos oriundos de
plantas que sdo ativados pela exposicdo a luz, com diversos trabalhos que enfocam a area
de fotobiologia e fotoquimica demonstrando seu potencial como agentes terapéuticos
(AUSTIN et al., 1999; DALLA VIA; MAGNO, 2001; LOPEZ et al., 2001).

Muitos componentes vegetais, uma vez excitados pela exposi¢do a luz, tanto UV
quanto visivel, apresentam fototoxicidade, sendo denominados de fototoxinas ou
fotosensibilizantes. Uma grande variedade de plantas e fungos das mais diversas familias
apresentam substancias fototdxicas, possivelmente como defesas naturais contra insetos e
nematdides ou contra predacdo ou herbivoria (TOWERS et al, 1997; BERENBAUM, 1995;
CHEEPTHAM; TOWERS, 2002; KANG et al., 2007; TAYLOR et al., 1995). Esta
atividade se deve basicamente a dois mecanismos: producdo de radicais livres, pela
producdo direta de oxigénio singlet ou ainda afetando diretamente as células, como no caso
das furocumarinas (FOOTE, 1991; SONG; TAPLEY, 1979). Compostos como polienos,
tiofenos, tiarubrinas, quinonas, alcal6ides, furocromonas e porfirinas sdo amplamente

distribuidos em diversas familias botanicas como Asteraceae, Hypericaceae, Apocynaceae,
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Papaveraceae, Rubiaceae, Liliaceae, Rutaceae, Moraceae, Apiaceae e outras (TOWERS et
al, 1997).

Ja foi observada a atividade fototoxica de alguns compostos. A hipericina e a
hipocrelina, isoladas de Hypericum perforatum (Hypericaceae) e Hypocrella bambuase
(ascomiceto) apresentam atividades anti — HIV e antitumoral (TOWERS et al, 1997),
enquanto diversos trabalhos mostram a atividade antibacteriana ativada pela luz
(CHEEPTHAM; TOWERS, 2002; KANG et al., 2007; TAYLOR et al., 1995).

O mais notdrio exemplo de composto com atividade fotossensibilizante sdo as
furocumarinas (FC), compostos triciclicos formados pela fusdo linear (psoraleinas) ou
angular (isopsoraleinas) de um anel furano com a cumarina (1,2 — benzopirona), 0s quais
representam uma importante classe de compostos fotoativos, principalmente presentes em
Rutaceae e Apiaceae (TOWERS et al, 1997). As FC, na presenca de luz ultravioleta longa
(UVL, ~365 nm) causam letalidade e uma série de outros efeitos biologicos devido a sua
fotoreatividade com o DNA e outras macromoléculas e componentes celulares (CIMINO et
al, 1985; AVERBECK, 1989; SCHMITT et al, 1995; AVERBECK; AVERBECK, 1998;
BARRETO; SIQUEIRA-JUNIOR, 1998; BETHEA et al, 1999; ZAREBSKA et al, 2000).
Esta atividade fotossensibilizante das furocumarinas constitui a base do tratamento a base
de psoraleno adiministrado via oral e Luz Ultravioleta A (Oral Psoralen and UVA —
PUVA), utilizado no tratamento de vitiligo, psoriase e outras doengas de pele (TOWERS et
al, 1997).

Os efeitos das FC em combinacdo com UV curta (UVC, ~254 nm) tém sido bem
menos estudados. BRIDGES (1971) mostrou que o pré — tratamento com 8 -
metoxipsoraleina (8MOP) protegia as células de E. coli contra os efeitos letais da UVC,
relatando também que tal FC aumenta a sensibilidade a UVC quando presente em meio de
plagueamento pos irradiacdo (BRIDGES; MOTTERSHEAD, 1979). Um outro derivado
cumarinico, a 5,7-dimetoxicumarina, que nao apresenta o anel furanico, também tem
propriedade fotossensibilizante e fotoprotetora (BARRETO, 1997).
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2.2. Revisédo bibliografica do género Costus

2.2.1. Etnofarmacologia e botanica do género Costus

Informacdes etnofarmacologicas registram o uso das raizes e rizomas como
diurético, tbnico, emenagogo e diaforético, enquanto o suco da haste fresco diluido em &gua
tem uso contra gonorréia, sifilis, nefrite, picadas de insetos, problemas da bexiga e diabetes
(ALBUQUERQUE, 1989; VAN DEN BERG, 1993; CORREA et al.,1998 e 1994,
VIEIRA; MORS et al.,, 2000). Externamente, sua decoccdo &€ empregada para aliviar
irritacOes vaginais, leucorréia e no tratamento de ulceras (BOORHEM, 1999), enquanto que
na forma de cataplasma é empregada para amadurecer tumores (MORS et al., 2000). Nas
Guianas, 0 decocto da planta inteira é utilizado para disenteria, cdlicas, como carminativa e
laxante (GRENAND et al., 1987). Na sua composicdo quimica é registrada a presenca,
além de inulina, de &cido oxalico, taninos, sistosterol, saponinas, sapogeninas, mucilagens e
pectinas (ALBUQUERQUE, 1989; CORREA et al., 1998; VIEIRA; ALBUQUERQUE,
1998). H& muitos relatos de que os constituintes das plantas Zinziberaceas da Malasia ndo
apresentam atividades bioldgicas dos compostos isolados ou extratos brutos (SIRAT, 1994;
SIRAT et al.,1994; SIRAT E NORDIN, 1994; SIRAT E LIAMEN, 1995; SIRAT E
NORDIN, 1995; SIRAT et al., 1996). Mas sabe-se que, muitas espécies das Zinziberaceae
apresentam atividade antioxidante e antimicrobiana (IWU; ANYANWU, 1982; YAMADA
etal., 1982; BANDARA et al., 1989; JITOE et al., 1992; HARAGUCHI et al., 1996).

Por meio de estudos fitoquimicos e da combinagdo de espectroscopia e métodos
quimicos realizados com as partes aéreas da Costus spp, foi descrita a estrutura e o
isolamento de dois novos diglicosideos flavonicos, principalmente nas folhas da cana-do-
brejo, como a tamarixetina 3-O-neohesperidosideo e o canferidio 3-O-neohesperidosideo.
Estes glicosideos flavénicos das folhas da planta demonstraram apresentar atividade
inibidora da producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos ativados, onde apresentaram

atividades antiinflamatérias. Além destes, foram identificados outros compostos muito
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conhecidos como quercetina 3-O-neohesperidosideo, juntos com mais seis outros
flavonoides (SILVA et al., 2000).

De acordo com a literatura, muitos polissacarideos do tipo glicano, encontrados em
vegetais, mostraram possuir atividade antiinflamatéria (CZARNECKI; GRZYBEK, 1995)
e imunomoduladora (TOMODA et al., 1994). Muitos estudos sugerem que 0S mecanismos
de acdo desses polissacarideos podem ser devido a sua acdo no sistema reticulo-endotelial,
com a estimulacéo fagocitéria. Informacdes etnofarmacoldgicas registram o uso das raizes e
rizomas como diurético, tdnico, emenagogo e diaforético, enquanto o suco da haste fresco
diluido em agua tem uso contra gonorréia, sifilis, nefrite, picadas de insetos, problemas da
bexiga e diabetes (ALBUQUERQUE, 1989; VAN DEN BERG, 1993; CORREA et
al.,1998; VIEIRA; ALBUQUERQUE,1998; MORS et al., 2000). Externamente, sua
decoccdo é empregada para aliviar irritacdes vaginais, leucorréia e no tratamento de Ulceras
(BOORHEM, 1999), enquanto que na forma de cataplasma é empregada para amadurecer
tumores (MORS et al., 2000). Nas Guianas, o decocto da planta inteira é utilizado para
disenteria, colicas, como carminativo e laxante (GRENAND et al.,, 1987). Na sua
composicdo quimica é registrada a presenca, alem de inulina, de &cido oxalico, taninos,
sistosterol, saponinas, sapogeninas, mucilagens e pectinas (ALBUQUERQUE, 1989;
CORREA et al., 1998; VIEIRA; ALBUQUERQUE, 1998).

A ordem Zingiberales, pertencente as monocotiledéneas, possui 8 familias:
Cannaceae, Costaceae, Heliconiaceae, Lowiacae, Marantaceae, Musaceae, e Strelitziaceae
Zingiberaceae (NAKAI, 1941; CRONQUIST, 1981; DAHLGREN et al., 1985; KRESS,
1990; APG I, 2003; ARAUJO, 2007). A familia Costacea, antiga Zingiberacea, é
constituida por quatro géneros: Costus, Dimerocostus, Monocostus e Tapeinocheilas, 0s
quais sdo encontrados em areas tropicais e subtropicais através do Novo e do Velho

Mundo, em florestas pluviais e outros ambientes higrofilos.

Costus é 0 género com maior nimero de espécies, possuindo cerca de 175 espécies.
Com distribuicdo pantropical, sendo que a maioria de suas espécies ocorre na Regido
Neotropical. (MAAS, 1972; STEVENSON; STEVENSON 2004; ARAUJO, 2007).
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A familia Zingiberaceae, atualmente Costaceae, tem distribuicdo pangeografica,
especialmente na regido dos tropicos, como no sudeste da Asia (HOLTTUM,1950). As
espécies desta familia crescem naturalmente em regides higrofilas e sombrias, em relevo de
planicies ou colinas com declives, com touceiras de plantas espalhadas ou matas. Varios
representantes desta familia sdo facilmente reconhecidos pelas suas caracteristicas
botanicas. Especialmente: folhas aromaticas de formas elipticas e elipticas-alongadas e
rizomas carnudos. Nessa regido, varias espécies sao usadas como especiarias, temperos,
medicamentos, agentes flavorizantes e como fonte de certos corantes (BURKILL,1966).
Muitas espécies do género Alpinia, Amomum, Curcuma, Costus, Caempferia e Zingiber
estdo presentes em ingredientes de tdnicos tradicionalmente preparados e chamados de

‘Jamu’, que estdo comercialmente disponiveis.

2.2.2. Revisdo sobre a quimica e a farmacologia do género Costus

Foi realizado um levantamento abordandos os aspectos quimicos e farmacoldgicos
do género Costus. As informacOes coletadas permitu relacionar as espécies seguintes:
Costus discolor Rosc.; Costus dubius; Costus igneus Nak; Costus lucanusianus;Costus
megalobactea K. Schum.; Costus pictus; Costus scaber; Costus sp.; Costus speciosus;
Costus spicatus Swartz; Costus spiralis Rosc e Costus villosissimus. Os principios
quimicos identificados foram diogeninas, dentre elas as sapogeninas, flavonoides e outros
constituintes quimicos como compostos cumarinicos. Poucos estudos foram realizados
sobre a atividade farmacologica da maioria das substancias isoladas deste género Costus.
As plantas selecionadas da literatura foram dividas e agrupadas em tabelas, onde as linhas
achuriadas indicam a espécie de Costus e as colunas o tipo de extrato, classe e/ou

constituintes quimicos, atividades farmacognosticas e/ou outras, (Tabela 1).
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Tabela 1. Relacdo das especies de Costus, tipo de extrato, classe e/ou constituintes

quimicos, atividades farmacologicas e/ou outras registrados na literatura

Tipo de extrato Classe e/ou constituinte Atividade farmacoldgica e/ Referéncia
(material) quimico ou outras bibliogréafica
(Autor, ano)
Costus discolor Rosc.
- - Antioxidante HAFIDH, 2009
(Rizomas e Raizes) Antibacteriano CP. HABSAH, 2000
Aeruginoso, B. Subtilis
Antifangico (A. ochroceous)
Costus dubius
Folhas - Uso popular na Africa contra  TITANJI, 2008
malaria
Costus igneus Nak
AQuoso - Hipoglicemiante VISHALAKSHI,
(Folhas) 2008
Costus lacerus
Etanodlico Diogénina Antioxidante PRAWAT, 1989
(Rizomas) B-sitosterol-B-D-glucoside

Costus lucanusianus
AQquoso
(folhas)

Costus megalobactea
Rizomas e raizes

prosapogenina A
3-0-[B-D-glucopyranosil-

(1—-3)]-[B-D-
glucopyranosyl]

K. Schum.

Atividade contra diarréia em
camundongos

Antioxidante

Antibacteriano CP. Aeruginoso,
B. Subtilis

Antifangico (A. ochroceous)

OWOLABI, 007

HAFIDH, 2009
HABSAH, 2000
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Tabela 1. (Continuacdo) Relacdo das espécies de Costus, tipo de extrato, classe e/ou

constituintes quimicos, atividades farmacologicas e/ou outras registrados na

literatura

Tipo de extrato
(material)

Classe e/ou constituinte quimico

Atividade farmacol6gica e/ ou
outras

Referéncia
bibliografica
(Autor, ano)

Costus pictus

(Rizomas)

Metanolico (folhas)

Aquoso
(folhas)

Costus scaber
Cha
(folhas)

Costus sp.
Hidroalcoolico
(folhas)
Costus speciosus
(Rizomas)
Hidroalcodlico
(Rizomas)
Aquoso
(folhas)

Ester metilico do &cido para-
cumarinico
Sapodiogeninas

Furostanol glicosideo 23-o-
glucosidase

Acéo antiinflamatoria
Antitumoral

Acdo antibacteriana
Gastroprotetora

N&o toxico em ratos
Hipolipemiante em ratos normais
e diabéticos

Hipoglicemiante em ratos
diabéticos

Hipolipemiante

Hipoglicemiante
Hipotrigliceridemiante

Hipocolesterolemiante
Acdo antiséptica urinaria
Acéo hipoglicemiante

Baixa toxicidade pré-clinica
Acdo antimicrobiana

Acdo antiflingica

RAVOKATRA,
1974

TABATA, 1993
YUN, 1999

RYU, 2000
SUNITHA, 2001
UKIVA, 2002
KATERERE, 2003
NANDHA E
KUMAR, 2007

JAYASRI, 2008

LANS, 2006

SA, 2008

BANDARA, 1988
GUPTA, 1981

HIROKAZU,2006
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Tabela 1. (Continuacdo) Relacdo das espécies de Costus, tipo de extrato, classe e/ou constituintes

quimicos, atividades farmacologicas e/ou outras registrados na literatura

Tipo de extrato Classe e/ou constituinte quimico Atividade Referéncia
(material) farmacologica e/ ou bibliogréafica
outras (Autor, ano)
Costus spicatus Swartz
Etandlico (1:5) Diglicosideos Efeito antioxidante SILVA,1999
(caule e folhas)  Flavonicos Antimutogénico
Tamaxiretina 3-0-neohesperidosideo Antigenotoxico em
Canferideo 3-0-neohesperidosideo células eucariotticas

Canferideo3-0-neohesperidosideo
Quercetina 3-0-neohesperidosideo

Aquoso Polissacarideos Atividade SILVA, 2003
(Caule) Trimetilsilato 2-butilglicosideo antiinflamatoria

D-glupiranose Imunomoduladora

Pertrimetilisililato butilglucosideos
Metanélico 3B,22a,25R)-26-(B-D-glucopyranosyloxy)-22- - SILVA,1999
(rizomas) methoxyfurost-5-en-3-yl  O-D-apio-b-D-furanosyl-

(1—4)-O-[6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(L1—2)]-
b-D-glucopyranoside

(3B,220.,25R)-26-(B-D-glucopyranosyloxy)-2-
methoxyfurost-5-en-3-yl  O-D-apio-B-D-furanosyl-
(1—-2)-0O-[6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—4)]-b-
D-glucopyranoside

3-[[2-O-(6- deoxy-a-L-mannopyranosyl)-B-D-
glucopyranosyl]oxy]-5,7-dihydroxy-2-(3-hydroxy-
4-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one

3-[[2-O-(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-p-D-
glucopyranosyl]oxy]-5,7-dihydroxy-2-(4-
methoxyphenyl)- 4H-1-benzopyran-4-one

3-[[2-O-(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-p-D-

glucopyranosyl]oxy]-5,7-dihydroxy-2-[3,4-

dihydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one
Etandlico Sapogeninas Diogénicas Uso popular diurético  SILVA, 2004
(rizomas)
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Tabela 1. (Continuacdo) Relacdo das espécies de Costus, tipo de extrato, classe e/ou constituintes quimicos,

atividades farmacoldgicas e/ou outras registrados na literatura

Tipo de extrato Classe e/ou constituinte quimico Atividade farmacoldgica e/ ou
(material) outras

Referéncia
bibliogréfica
(Autor, ano)

Costus spiralis Rosc
Etandlico a frio Aclo  bactericida a Vibrio

(folhas) i cholerae

Cha por infusdo Antiinflamatéria

(folhas Doengas do trato urogenital
Doengas venérias (gonorréia e
sifilis),
Doengas cardiacas

AQuoso a quente - Reumatismo
(folhas) Diabetes (uso popular)

Acdo emolitica em ratos
- - Antioxidante

(Rizomas e raizes) Antibacteriano P. aeruginoso, B.
subtilis
Antifingico (A. ochroceous)
Hidrometandlico - Antiinflamatdria
(20:80)
(rizomas)

Metanolico (rizomas)  (3B,25R)-26(b-d-
glucopyranosyloxy)-22-
hydroxyfurost-5-en-3-yl O-D-
apio-p-d-furanosyl-(152)-O-[a-I-
rhamnopyranosyl-(1—4)-p-D-
glucopyranoside

(3B,25R)-26(p-d-
glucopyranosyloxy)-22-
hydroxyfurost-5-en-3-yl  Od-apio-
B-d-furanosyl-(154)-O-[a-I-
rhamnopyranosyl-(152)-p-d-
glucopyranoside

Costus villosissimus

Rizomas e raizes - Antioxidante
Antibacteriano CP. Aeruginoso, B.
Subtilis
Antifungico (A. ochroceous)

PEREZ, 2008
ARAUJO, 1999

ARAUJO, 1999

RAVOKATRA, 1974
TABATA, 1993
YUN, 1999

RYU, 2000
SUNITHA, 2001
UKIVA, 2002
KATERERE, 2003

HIROKAZU,2006

SILVA, 2004

HAFIDH, 2009
HABSAH, 2000
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3. OBJETIVOS
3.1.-Objetivo geral
Avaliar os extratos etandlicos e metandlicos do caule e das folhas de Costus cf

arabicus quanto as suas atividades antibacterianas intrinsecas ou combinadas a antibi6ticos

oualuz UV.

3.2.- Objetivos especificos

— ldentificar a presenca dos metabdlitos secundérios através da fotoquimica experimental;

— Investigar a atividade antibacteriana mediada pela luz UV-A nos extratos;

— Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos de Costus sp frente a linhagens

bacterianas padrdes e isolados clinicos multiresistentes;

— Verificar a capacidade dos extratos de modular a atividade antibidtica de

aminoglicosidios.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material Botanico (Origem e Obtencao do Extrato Vegetal)

A espécie em estudo, teve sua identificacdo boténica confirmada, onde o boténico
identificador, o Prof. Dr. Jodo Marcelo Alvarenga Braga, do Instituto de Pesquisas Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, verificou tratar de uma planta de espécie desconhecida sendo
identificado com um hibrido de Costus arabicus, hibrido este, ainda ndo descrito pela
ciéncia. O mesmo sugeriu o nome para esta espécie de “Costus cf. arabicus L.”, anexo 1,

figura 1.

(b)

Figura 1. Espécie de Costus cf. arabicus L., em (a) pode ser observado as ramas, em (b) a

flor do espécime botanico

O material botanico foi coletado no Horto Botanico do Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA). Os extratos foram
preparados com as folhas e caules secos, usando metanos e etanos separadamente, durante
98 horas a frio. Em seguida os solventes foram destilados em um evaporador rotativo a
80°C sob pressdo reduzida, sendo os extratos brutos obtidos, pesados e arazenados, 0s
axtratos obtidos foram denominados (C1) EMFC - extrato metandlico de folha, (C2)
EMCC - extrato metandlico do caule, (C3) EEFC - extrato etandlico de folha e (C4) EECC
- extrato etanolico de caule.
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Costus cf. arabicus

Partes vegetais secas foram
acondicionadas em guatro
recipientes de vidro (C1), (C2), (C3) e (C4)

macerando
durante 96 horas
a temperatura ambiente

Remocgao do etanol
no rotagvaporador

Banho maria
(secagem do produto)

(C1) EMFC - extrato rLetant’:Iico de folha,
(C2) EMCC - extrato metanélico do caule,
(C3) EEFC - extrato etandlico de folha e
(C4) EECC - extrato etandlico de caule

Figura 2. Fluxograma para obtencdo dos extratos extratos etanolicos e metanolicos de

folhas e caule de Costus cf. arabicus
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4.2. Prospecgéo Fitoquimica

A prospecgdo fioquimica para detectar a presenca de classes de metabdlitos
secundarios presentes nos extatos, foi realizada segundo o método desenvolvido por
(MATQOS, 2000). Estes testes se baseiam na observacao vsual de mudanca de coloracdo ou

formacédo de precipitados apds a adicaco de reagentes especificos.

4.3. Preparo da Solucéo Inicial e das Solucdes de Teste.

No preparo da solucdo inicial os extratos foram solubilizados em Dimetilsulféxido
(DMSO- Merck, Darmstadt, Alemanha), sendo observadas as seguintes propor¢des: 10 mg
do extrato solubilizados em 1mL de Dimetilsulféxido DMSO, para obter uma concentracao
inicial de 10 mg/mL. A partir dessa concentracdo, foi efetuada uma diluicdo em &gua

destilada esteril para se obter uma concentragdo de 1024ug/mL.

4.4. Microrganismos e meios de cultura

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da
Salude. Foram utilizadas duas linhagens de bactérias Escherichia coli ATCC10536;
Staphylococcus aureus ATCC25923, que sdo linhagens padrGes Gram positivas e Gram
negativas. As linhagens multirresistentes S. aureus (SA358) e E. coli (EC27) foram obtidas
a partir de amostras clinicas obtidas nas cidades de Juazeiro do Norte- CE e Jodo Pessoa -
PB.
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4.5. Meios de cultura

Foram utilizados nos ensaios bioldgicos os seguintes meios de cultura: Agar Heart
Infusion - HIA (Difco Laboratories Itda.), Caldo Brain Heart Infusion — BHI (concentragao
indicada pelo fabricante e 10%) (Acumedia Manufacturers Inc.). Todos 0os meios de cultura

preparados segundo as especificacdes do fabricante.

4.5.1. Preparo e padronizacao de indculos bacterianos

Culturas de bactérias foram mantidas a 4°C em Heart Infusion Agar (HIA). Antes
dos testes, as linhagens foram repassadas para 0 meio citado e incubadas a 35°C por 24
horas. As linhagens a serem testadas foram inoculadas em Caldo Brain Heart Infusion
(BHI) e incubadas na mesma situacdo antes do teste. Suspensdes com crescimento
bacteriano foram diluidas até a obtencéo de 10° células/mL (NCCLS, 2000).

4.6. Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM).
Os ensaios para determinacdo da CIM dos extratos metanolicos foram efetuados

através do método de microdiluicdo em caldo, com concentragdes variando de 512 a 8
pug/mL (512pg/mL, 256pg/mL, 128ug/mL, 64pg/mL, 32ug/mL, 16pg/mL e 8ug/mL).
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Costus
512ug/mL
256ug/mL
128ug/mL
64ugimL
32ugimL
16ugimL

8ug/mL

Controle | micropiLUIGAD |

CIM (=1024) JAVADPOUR et al., 1996.

AMINOGLICOSIDEOS +
extratos de Costus

GENT/AMICIKANAINEO
2500ug/mL + 128ugimL
1250ug/mL + 128ugimL
625ugimL + 128ugimL

312,5uginL + 128ugimL

156,2ugimL + 128ugimL

78,1ug/mL + 128ugimL
38ugimL + 128ug/mL
19,5ugimL + 128ug/mL
9,7ug/imL + 128ugimlL
4,9ugimL + 128ugimL

2,5ugimL + 128ugimL | MICRODILUIGAQ

JAVADPOUR et al, 1996.

(@)

(b)

Figura 3. Observa-se em (a) a representacdo de uma placa com um teste de determinacao

da concentracdo inibitéria minima CIM e em (b) um teste com atividade

moduladora em extratos de Costus
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4.6.1.1. Preparo dos in6culos bacterianos

As suspensdes bacterianas previamente padronizadas foram diluidas 1:10 em caldo
BHI para obtencdo da concentracdo final de 10° céls/mL (NCCLS, 2000).

Preparagio do meio Preenchimento da placa no

de distribui¢iio "] sentido numérico
{100mL/cavidade)

BHI 10% + Indculo

bacteriano diluido

1:10

Adicdo de 100ml da solugdo do
extrato 1024mgimL na primeira
cavidade (C.F.= 512 mgiml)

Adigdo de 20 mL

resazurina e avaliacio Incubagao il , 11 até
da CIM: 24h, 37°C iluigbes sucessivas 1:1 até a
' penlitima cavidade
Azul = crescimento - 512 — 0.5 mgim|

Verm.= crescimento +

Figura 4. Fluxograma representativo da metodologia empregada para avaliagdo da

atividade antibacteriana dos extratos de Costus
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4.6.1.2. Execucdo e leitura dos ensaios

Esse método utiliza pequenos volumes de meio de cultura e de amostra, distribuidos
em cavidades de microplacas estéreis. As amostras foram preparadas em concentracdo
dobrada (1024 ug/mL) em relagdo a concentragdo inicial definida e volumes de 100 pL ¢
posteriormente foram diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com
100 pL do meio de cultura uma amostra suspensdo bacteriana diluida 1:10. Controles
negativos com o meio de cultura, controles positivos (meio + inoculo) e em concentracdo
de 512 a 8 pg/mL foram incluidos nos ensaios. As placas preenchidas foram incubadas a

35°C por 24 horas (JAVADPOUR et al., 1996).

Para evidenciar a CIM das amostras, foi preparada uma solucédo indicadora de
resazurina sddica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v). Apds a
incubagdo, 20 pL da solugdo indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas
passardo por um periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca de
coloracdo azul para rosa devido a reducdo da resazurina indica o crescimento bacteriano
(Mann; Markhan, 1998; Palomino et al., 2002), auxiliando a visualizacdo da CIM, definida
como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor

azul inalterada.

4.7. Atividade fotossensibilizante dos constituintes dos extratos de Costus

A possibilidade de interagéo dos compostos dos extratos de Costus com a luz UVA
foi testada seguindo procedimentos in vitro padronizados por Lopes e cols. (2001),
utilizando micro-organismos. O preparo da solucdo inicial da amostra observou as
seguintes proporcdes: 10 mg de cada um dos quatro extratos de Costus que foram
solubilizados em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), para obter uma concentracdo de 10
mg/mL. Nestes ensaios foram utilizadas as linhagens padrdo de E. coli e S. aureus. O
ensaio foi realizado através do método de difusdo em agar, modalidade em disco (Agar

Disk Diffusion). Foram utilizados como controles positivos discos de norfloxacina (10 pg) e
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discos Blank com 20 mL de 8-metoxipsoraleina (8-MOP) dissolvida em etanol para
fotoativacdo. Para visualizar o efeito fototoxico, cada placa foi preparada em réplica: uma
réplica foi exposta a luz UVA (y = 320-400 nm, quatro lampadas Sylvania F20T12-BLB,
emissdo maxima: 350 nm) por 2 horas. Apos isso, as placas expostas a luz foram incubadas
a 37°C por 24 h. A outra réplica foi diretamente colocada na estufa a 37°C para incubacao,
sem contato com a luz UVA enquanto a outra foi mantida no escuro. A leitura foi realizada
através da afericdo do tamanho das zonas de inibicdo (mm) e a atividade fototoxica foi

avaliada através da comparacéo entra as duas réplicas.

Adigdo de disco com
Adigdo de 0,1mLde cultura Norfloxacina e discos blank

bacteriana em placas HIA com 20ul da solugio do
extrato ou de 8MOP

L J

Espalhamento
superficial

Exposicdo a UVA por
2h, seguida  por
Incubagao 37°C, 24h

r

Afericdo dos halos de
inibicdo {mm), comparando
placas expostas e nao
expostas

Figura 5. Fluxograma representtivo da metodologia empregada para a avaliacdo da

atividade fototoxica dos extratos de Costus
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4.8. Avaliacdo da interferéncia dos extratos na resisténcia aos antibidticos

aminoglicosidios.

Os extratos obtidos de Costus sp foram avaliados com relacdo a sua atividade
moduladora da acao antibidtica contra as linhagens multirresistentes de Escherichia coli 27

e de Staphylococcus aureus 358.

Para avaliar os extratos como moduladores da acdo antibiética, a CIM dos
aminoglicosideos (canamicina, amicacina, neomicina e gentamicina) foram avaliadas na
presenca e na auséncia de todos os extratos em microplacas estéreis. Todos os antibidticos

testados foram obtidos junto a Sigma.

y

Preparagdo do meio de Preenchimento da placa no sentido
distribuicdo numeérico {100ulLfcavidade)
BHI 10% + Indculo

bacteriano diluido 1:10
+ Extrato [>= CIM/8]

Adicdo de 100mL da solugdo do
antibiotico 2048 pg/imL na primeira
cavidade (C.F.= 1024 pugimL)

Adicdo de 20 puL
resazurina e avaliagao
da CIM: Incubacgdo 3

24h, 37°C Diluigdes sucessivas 1:1 até a
¢ penultima cavidade (1024 — 1 pg/mlL)

Azul = crescimento -

Verm.= crescimento +

Figura 6. Fluxograma representatitivo da metodologia empregada para avaliacdo da

modulacdo da resisténcia & aminoglicosidios em extratos de Costus
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4.8.1. Execucdo e leitura do ensaio

Os extratos foram misturados em caldo BHI 10% em concentragdes subinibitdrias.
A preparacdo das solucdes de antibidticos realizou-se com a adi¢do de agua destilada estéril
em concentracdo dobrada (1024 ug/mL) em relacdo a concentragdo inicial definida e
volumes de 100 pL diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com
100 pL do meio de cultura contendo a suspensdo bacteriana diluida (1:10). Os mesmos
controles utilizados na avaliacdo da CIM para os extratos foram utilizados (SATO et al.,
2004, modificado). As placas preenchidas foram incubadas a 35°C por 24 horas e a leitura

foi evidenciada pelo uso de Resazurina sddica como citado antes
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RESULTADOS



5. RESULTADOS

5.1. Analise da Prospeccédo Fitoquimica

45

A prospeccdo fitoquimica revelou a presenca de dez metabdlitos, distribuidos
entre os quatro extratos de Costus sp. (EECC, EEFC, EMCC e EMFC), sua distribuicdo

esta apresentada na tabela 2.

Tabela 2. Prospeccéo fitoquimica dos extratos vegetais do Costus cf. arabicus L

Metabolitos Extratos de Costus cf. arabicus L
(+) presenga; (-) auséncia EECC EEFC EMCC EMFC
Fenois + - + +

Taninos Pirogalicos - -
Taninos Flobaténicos -

Antocianinas - -
Antocianidinas -
Flavonas +
Flavonois +
Xantonas +
Chalconas -
Auronas -
Flavonondis -
Leucoantocianidinas +
Catequinas +
Flavononas - -
Alcalbides +
Terpenos - -
Esterdides - -
flavononas - +

+ 4+ + 0+

—+

EMFC - extrato metanodlico de folha de Costus cf. arabicus, EMCC - extrato metandlico
do caule de Costus cf. arabicus , EEFC - extrato etandlico de folha de Costus cf.

arabicus e EECC - extrato etanélico de caule de Costus cf. arabicus
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5.2. Atividade fototoxica

A exposicdo a luz UV-A demonstrou efeito sobre a atividade de dois extratos
(EEFC e EMFC) contra Staphylococcus aureus e demonstrou também a atividade de trés
extratos (EEFC, EMCC e EMFC) contra Escherichia coli, (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade fototoxica apresentada pelos extratos de Costus sp. EECC, EEFC,
EMCC e EMFC frente as linhagens ATCC de Escherichia coli e Staphylococcus

aureus.

Staphylococcus aureus ATCC25923 Escherichia coli ATCC10536
1 2 3 4 NOR  8-MOP 1 2 3 4 NOR 8-MOP

uv+ - 12 - 12 35 19 - 13 11 11 40 18

uv- - - - - 32 - -

1- Extrato Etandlico do Caule de Costus (EECC), 2- Extrato Etandlico das folhas de Costus (EEFC), 3-
Extrato Metanélico do Caule de Costus (EMCC) e 4-Extrato Metandlico das Folhas de Costus (EMCC).
NOR- norfloxacina, 8BMOP- 8-metoxipsoraleina

Resultados expressos pela auséncia (-) ou presenca de zona de inibicdo de crescimento (dado numérico:

tamanho do halo em milimetros (mm)em cada placa).
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5.3. Analise da atividade antibacteriana dos extratos frente as linhagens ATCC e

multiresistentes Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Os extratos de Costus sp (EECC, EEFC, EMCC e EMFC) ndo demonstraram
atividade microbiologica frente as linhagens padrdo de Escherichia coli e Staphylococcus

aureus, em face de ndo apresentarem Concentragdo Inibitéria Minima — CIM > 1024 ug/ml.

5.4. Teste da atividade moduladora da acdo antibiética.

5.4.1. Teste da atividade moduladora da a¢do antibiotica do Extrato Etandlico do
Caule de Costus sp (EECC)

Para EECC os quatro antibi6ticos testados (Amicacina, Canamicina, Gentamicina e
Neomicina) sofreram interferéncia quando associados ao produto natural testados com a
linhagem EC27, onde as concentracfes inibitorias minimas foram potencializadas

demonstrando sinergismo entre o produto natural e os antibioticos para EC27 (Tabela 03).

Para a linhagem SA358 os testes com o extrato EECC ndo apresentaram nenhum

tipo de interacdo com os antibioticos testados (Tabela 4).
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Tabela 4. Teste da atividade modificadora da acéo antibiotica do extrato EECC (ug/mL).

Antiboticos ~ CIMEC27 C1 (64 ug/mL) CIM SA358 C1 (64 pg/mL) +

+ antibidtico antibiotico
C1 >1024 - >1024 -
Canamicina 64 16 8 8
Amicacina 16 1 2 2
Neomicina 8 <0,5 4 4
Gentamicina 8 2 1 1

C1 (extrato EECC), CIM EC 27 (concentragdo inibitéria minima da linhagem multirresistente de E. coli),

CIM AS 358 (concentragdo inibitéria minima da linhagem multirressistente de S. aureus).

5.4.2. Teste da atividade moduladora da acdo antibiética do Extrato Etanodlico das
Folhas de Costus sp (EEFC)

O extrato EEFC semelhante ao extrato EECC demonstrou sinergismo na sua
concentracdo inibitoria minima com os quatro antibidticos testados frente a linhagem EC27
(Tabela 04).

O extrato EEFC também demonstrou sinergismo com o0s antibi6ticos amicacina e
neomicina quando testados com a linhagem SA358, os demais antibidticos nao

demonstraram nenhum tipo de interagéo frente a essa mesma bactéria (Tabela 5).
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Tabela 5: Teste da atividade modificadora da acéo antibiotica do extrato EEFC(ug/mL).

Antiboticos ~ CIMEC27 C2 (64 pg/mL) CIM SA358 C2 (64 pg/mL) +

+ antibiotico antibidtico
C2 512 - >1024 -
Canamicina 64 16 8 8
Amicacina 16 4 2 0,5
Neomicina 8 1 4 1
Gentamicina 8 2 1 1

C2 (extrato EEFC), CIM EC 27 (concentracdo inibitoria minima da linhagem multirressistente de E. coli),

CIM AS 358 (concentragdo inibitéria minima da linhagem multirressistente de S. aureus).

5.4.3.Teste da atividade moduladora da acdo antibidtica do Extrato Metandlico do
Caule de Costus sp (EMCC)

O extrato EMCC semelhante aos extratos anteriores também demonstrou
sinergismo com os quatro antibioticos testados frente a linhagem EC27 (Tabela 6).

Quando testado frente a linhagem SA358 o extrato EMCC demonstrou sinergismo
apenas com o antibidtico amicacina, os demais antibiéticos ndo apresentaram interacdes

com o extrato (Tabela 05).
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Tabela 6. Teste da atividade modificadora da acéo antibiotica do extrato EMCC (ug/mL)

Antiboéticos CIMEC27 C3(64ug/mL) CIM SA358 C3 (64 pug/mL) +
+ antibidtico antibidtico
C3 >1024 - >1024 -
Canamicina 64 16 8 8
Amicacina 16 2 2 0,5
Neomicina 8 2 4 4
Gentamicina 8 2 1 1

C3 (extrato EMCC), CIM EC 27 (concentracdo inibitoria minima da linhagem multirressistente de E. coli),

CIM AS 358 (concentragdo inibitéria minima da linhagem multirressistente de S. aureus).

5.4.4. Teste da atividade moduladora da acdo antibiotica do Extrato Metanolico das
Folhas de Costus sp (EMFC)

O extrato EMFC demonstrou sinergismo com o0s antibioticos canamicina e
amicacina frente a linhagem EC27 os demais antibioticos ndo demonstraram interacOes

com o produto natural testado (Tabela 06).

Na linhagem SA358 somente o antibidtico neomicina demonstrou interacdo com o
produto natural (Tabela 7) os demais antibidticos ndo demonstraram nenhum tipo de

interacdo com o produto natural.
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Tabela 7. Teste da atividade modificadora da acao antibidtica do extrato EMFC, com o0s

antibidticos canamicina, amicacina, neomicina e gentamicina. Resultados em

pg/mL.

Antiboticos CIMEC27 C4 (64 pg/mL) CIM SA358 C4 (64 pg/mL) +
+ antibiotico antibiotico

C4 512 - >1024 -

Canamicina 64 16 8 8

Amicacina 16 2 2

Neomicina 8 8 4 <0,5

Gentamicina 8 2 1 1

C4 (extrato EMCC), CIM EC 27 (concentragdo inibitdria minima da linhagem multirressistente de E. coli), CIM

AS 358 (concentra¢do inibitéria minima da linhagem multirressistente de S. aureus).
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DISCUSSAOQO
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6. Discussao

Nos udltimos anos, a frequéncia de resisténcia microbiana e a associacdo desta
resisténcia com doencas infecciosas graves tém aumentado de forma progressiva (JONES,
2001). Muitos organismos tém desenvolvido resisténcia tanto contra os ja bem
estabelecidos antibidticos de uso convencional, quanto contra os antibi6ticos de Gltima
geracdo, causando graves problemas de salde publica e prejuizos econémicos (AUSTIN et
al., 1999; PRATES; BLOCHJUNIOR, 2001; JONES, 2001). Esse fato torna imperativo o
desenvolvimento de novas drogas que sejam capazes de lidar efetivamente com as
estratégias de adaptacdo que esses organismos elaboram, em face de todo o tipo de situacdo

adversa.

Em vista do problema mundial com relacdo ao surgimento de bactérias
multiresistentes & antibioticos, faz-se necessario que a industria farmacéutica consiga
produzir, testar, avaliara e liberar drogas para o uso como antibiéticos. Como este processo
€ muito demorado, os produtos naturais na composicao de fitoterapicos podem representar

uma interessante abordagem para este problema.

Em aplicagdes cutaneas, substancias fotossensiveis (capazes de se tornarem toxicas
apos exposicdo a luz ultravioleta A (UVA) podem desencadear reacBes cutaneas
indesejaveis, desencadeando lesdes locais e inflamacdo (TISSERAND & BALACS, 1995).
A exposicao a luz UV-A demonstrou efeito sobre a atividade dos extratos EEFC e EMFC,
tanto contra Staphylococcus aureus, como contra Escherichia coli e 0 EMCC demonstrou
atividade contra E. Coli. Muitas substancias quando expostas a luz ultravioleta, séo
excitadas e exibem fototoxicidade, essas substancias estdo distribuidas ao longo de varias
familias de plantas e fungos, provavelmente desempenham um papel de defesa contra o
ataque de insetos e nematddeos ou contra a herbivoria (TAYLOR et al., 1995;
BEREMBAUM, 1995; TOWERS et al.,1997; CHEEPTHAM; TOWERS, 2002; KANG et
al., 2007). Essa atividade consiste basicamente em dois mecanismos: (i) producdo de

radicais livres, que podem afetar diretamente o crescimento das células bacterianas, como



54

as furocumarinas; (ii) a formacao de isbmeros opticamente ativos, que possam ser ativados
na presenca da luz (SONG; TAPLEY, 1979; FOOTE, 1991). Provavelmente algum dos
varios compostos presentes nos extratos de Costus, na presenca da luz UV tem a
propriedade de formar radicais livres ou isdbmeros que possuem atividade microbioldgica.
Por outro lado, este trabalho é o primeiro a indicar a atividade fotobioldgica de uma planta

do género Costus contra S. aureos e E. Coli apds exposic¢édo a radiacdo UV-A

As plantas possuem suas proprias defesas que as protegem de outras plantas,
microrganismos, insetos fitofagos, e herbivoros predadores de uma maneira geral. Essas
defesas sdo de natureza quimica e fisica e podem ser divididas em passivas e ativas. As
defesas passivas sdo as barreiras pré-infeccionais e as ativas sdo as pdés-infeccionais
(HARBORNE, 1982; PINTO et al., 2002). A distin¢do entre as barreiras de pré-infeccdo e
as de pos-infeccdo ndo é facilmente estabelecida. A literatura especializada revela que
muitas espécies de plantas ja exibem a producdo de compostos que conferem resisténcia ao
ataque de invasores com o primeiro contato do patdgeno, embora a concentra¢cdo maxima

sO seja atingida ap0s 24 horas desse contato (UZI et al., 1986).

A Prospeccdo fitoquimica demonstrou entre outros compostos a presenca de
Flavonodides e Alcaldides. Flavondides sdo sintetizados pelas plantas em resposta a
infeccBes microbianas, ndo é surpresa que eles tenham sido encontrados em extratos com
expressiva atividade antimicrobiana (DIXON et al., 1983). Sua atividade seria
provavelmente devido a capacidade que possuem de complexarem com a parede bacteriana.
Flavonoides com caracteristicas lipofilicas podem também romper a membrana microbiana
(TSUCHIYA et al., 1994). Alcaléides com atividade antimicrobiana também ja foram
descritos. Seu modo de acdo pode ser atribuido, entre outros motivos, a capacidade que
possuem de interagir com DNA (PHILLIPSON, 2001).

Os flavonoides sdo compostos fenolicos provenientes do metabolismo secundario e
compreendem uma das maiores classes de produtos naturais, juntamente com isoprendides
e alcaldides (SHIRLEY, 1996). Estas substancias podem estar presentes em diferentes

orgdos das plantas como nos frutos, onde sdo particularmente abundantes (UGAZ, 1998), e



55

sdo muito estudados devido a suas inUmeras atividades bioldgicas, como por exemplo:
atividade antioxidante, anticarcinogénica, antimicrobiana, acdo antiinflamatoria e
antialergénica (ZUANAZZI, 2000).

Acredita-se que a acdo moduladora de antibi6ticos deve-se a presenca de compostos
(flavonoides e alcaldides) (ZUANAZZI, 2000), presentes tanto nas folhas, como também
no caule. Estes compostos originalmente estdo associados ao desenvolvimento de
mecanismo de defesa desta planta contra o ataque de microorganismos, de maneira que
potencializaram a atividade dos antibioticos testados neste trabalho. Este trabalho é o
primeiro relato da atividade moduladora da atividade antibidtica com extratos de plantas da
Familia Costaceae e de espécies do género Costus sp., razdo pela qual ndo se encontra
literatura sobre o assunto. Outros trabalhos foram desenvolvidos, demonstrando esta
bioatividade utilizando tanto produtos naturais de origem animal quanto vegetal
(FERREIRA et al., 2009; COUTINHO et al., 2009ab)

Os resultados da Atividade Moduladora da A¢do Antibidtica demonstraram haver
significantivas diferencas conforme trate de bactérias Gram positivas ou Gram negativas. A
Atividade Moduladora da A¢do Antibiotica se fez mais marcante frente a variedade EC27
de Escherichia coli, que é Gram negativa e menos intensamente quando testada na
variedade SA358 de Staphyloccocus aureus, que € Gram positiva. Os mecanismos de
defesa de S. aureus, devem estar associados a sua membrana simples e parede celular de
peptidoglicano espessa constituida por mureina, acido teicoico e polissacarideos ser mais

eficiente do que os mecanismos de defesa de E. Coli.

Os resultados da potencializagdo da atividade antibiotica em todos os extratos
testados, frente a variedade multiresistente de Escherichia col — EC27 demonstram a
grande potencialidade dos constituintes desta planta, que podem estar agindo isolados ou
sinergicamente, constituindo-se num grande desafio para futuros testes clinicos, que

venham a auxiliar a antibioticoterapia de E. coli.
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7. CONCLUSOES

Os dados obtidos, no presente estudo, com o extratos de Costus cf. arabicus L. nos

permitiram elaborar as seguintes conclusdes:

Tanto o extrato etandlico, como metandlico das folhas de Costus cf. arabicus L

demonstraram atividade fototoxica;

Os Extratos de Costus cf. arabicus L ndo apresentaram atividade antibacteriana

intrinseca relevante do ponto de vista clinico;

Foi identificada a acd0 moduladora da atividade antibidtica dos extratos,

principalmente contra a linhagem Gram negativa multiresistente;

O fracionamento dos extratos utilizados neste estudo, bem como o isolamento dos
seus constituintes quimicos se afiguram como desafio para novos estudos que visem a
identificar as moléculas biologicamente ativas destes extratos, bem como descobrir os

mecanismos de acdo desta acdo moduladora.
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