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RESUMO

A anos temos a resisténcia bacteriana como uma das principais problematicas na saude
publica, ja que os antibidticos disponiveis ndo combatem de forma efetiva a proliferacdo de
micro-organismos patogénicos a salde, ocasionando altos indices de mortalidade e custo do
manejo clinico. O uso de extratos vegetais para a modulacdo da resisténcia bacteriana a
antibioticos, mostrou-se uma alternativa para farmacos ja consagrados. O presente estudo
avaliou os efeito antimicrobiano e atividade modulatdria de 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona
(VG.EF.CLII) contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, como também a estrutura
quimica do composto através da Ressonancia Magnética Nuclear. Nesta perspectiva, 0 género
Vitex ja possui exemplares de drogas fitoterapicas consagradas em uso clinico, como vemos
no Vitex agnus-castus L. usualmente utilizado para aliviar transtornos da sindrome pré-
menstrual, o Vitex negundo L utilizado no tratamento da artrite reumatoide e a Vitex trifolia
Vahla qual tem sua agdo voltada a atividade anticancerigena e anti-tripanossdmica. Por outro
lado, quando tratamos do Vitex gardneriana Schauer, os trabalhos em sua area sdo escassos,
ndo permitindo determinar seu potencial farmacoldgico. Neste aspecto, tem-se como objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana e moduladora doflavonoéide 5-hidroxi-3,7-dimetoxi-2- (4-
metoxifenil) -4H-cromen-4-ona (Vitex gardneriana Schauer). Como também, investigar as
propriedades estruturais e vibracionais utilizando as técnicas de espectroscopias Raman e
infravermelho e calculos computacionais de primeiros principios. O efeito antibacteriano do
Vitex gardneriana Schauere a atividade modulatoria antibidtica, foram determinadas a
concentracdo inibitéria minima (CIM) pela técnica de placas de microdiluicdo. O VG.EF.CLII
mostrou inibigdo do crescimento bacteriano em concentragfes menores ou igual a 512 pg /
mL e efeitos sinérgicos foram observados na modulacdo de duas classes distintas de
antibidticos (fluoroquinolona-norfloxacina e aminoglicosideo- gentamicina).Os dados de
RMN indicaram que o composto isolado é a 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona da féormula
quimica CigH1606. No0ssos testes microbioldgicos demonstram que esta flavona, que foi
obtida pela primeira vez no género Vitex, apresenta atividade antimicrobiana e potencial
antimicrobiano contra as cepas multirresistentes Staphylococcus aureus 358 e Escherichia
coli 27 quando associadas aos antibidticos norfloxacino e gentamicina. Portanto, este
composto natural pode contribuir para o controle da resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Vitex gardneriana, Flavonoides, Atividade Antimicrobiana, Modulagéo de
Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

To date, bacterial resistance has been one of the main problems in public health since
the available antibiotics do not effectively combat the proliferation of microorganisms that are
pathogenic to health, causing high rates of mortality and cost of clinical management. The use
of plant extracts for the modulation of bacterial resistance to antibiotics has proved to be an
alternative to already established drugs. The present study evaluated the antimicrobial effect
and modulatory activity of 5-hydroxy-3,7,4'-trimethoxyflavone (VG.EF.CLII) against
Escherichia coli and Staphylococcus aureus, as well as the chemical structure of the
compound through Nuclear Magnetic Resonance. In this perspective, the genus Vitex already
has specimens of herbal drugs consecrated in clinical use, as we see in Vitex agnus-castus L.
usually used to relieve disorders of the premenstrual syndrome, Vitex negundo L used in the
treatment of rheumatoid arthritis and Vitex trifolia Vahla which has its action turned
anticancer and anti-trypanosomic activity. On the other hand, when we deal with the Vitex
gardneriana Schauer, the works in its area are scarce, not allowing to determine its
pharmacological potential. In this aspect, the objective is to evaluate the antimicrobial and
modulatory activity of the flavonoid 5-hydroxy-3,7-dimethoxy-2- (4-methoxyphenyl) -4H-
chromen-4-one (Vitex gardneriana Schauer). As well, investigate the structural and
vibrational properties using Raman and infrared spectroscopy techniques and computational
calculations of first principles. The antibacterial effect of Vitex gardneriana Schauere on
antibiotic modulatory activity, the minimum inhibitory concentration (MIC) by the
microdilution plate technique was determined. O VG.EF.CLII showed inhibition of bacterial
growth at concentrations less than or equal to 512 pg / mL and synergistic effects were
observed in the modulation of two distinct classes of antibiotics (fluoroquinolone-norfloxacin
and aminoglycoside-gentamicin). NMR data indicated that The isolated compound is 5-
hydroxy-3,7,4'-trimethoxyflavone of the chemical formula CigH160s. Our microbiological
tests show that this flavone, which was obtained for the first time in the genus Vitex, shows
antimicrobial activity and antimicrobial potential against the multiresistant strains
Staphylococcus aureus 358 and Escherichia coli 27 when associated with the antibiotics
norfloxacin and gentamicin. Therefore, this natural compound may contribute to the control
of bacterial resistance..

Keywords: Vitex gardneriana, Flavonoid, Antimicrobial activity, Modulatory antibiotic
activity.
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1 INTRODUCAO

H& anos temos a resisténcia bacteriana como uma das principais problematicas na saude
publica, ja que os antibidticos disponiveis ndo combatem de forma efetiva a proliferacdo de
micro-organismos patogénicos a saude, ocasionando altos indices de mortalidade e custo do
manejo clinico. Entende-se por resisténcia bacteriana, os micro-organismos que submetidos a
concentracdes usuais de um ou mais antibioticos, que nao tem seu crescimento interferido. O
combate a estes micro-organismos, o uso racional do antibidtico e as pesquisas de novos

antibioticos hoje sdo a triade da resolucdo desta problemaética (ALENCAR, 2015).

Desde os primordios das primeiras civilizagdes até hoje, as plantas medicinais constituem
a alternativa, ou em alguns casos o Unico recurso terapéutico disponivel. O uso destas retrata a
evolucdo de pesquisas cientificas, das quais encontram na natureza a cura ou o0 controle de
diversas enfermidades. As plantas medicinais trazem hoje um viés de alternativa para o
tratamento Unico e /ou conjugado de patologias como a resisténcia bacteriana (ALVES,
2014).

Neste contexto, 0 uso de produtos naturais para a modulagdo da resisténcia bacteriana a
antibidticos, mostrou-se uma alternativa para farmacos ja consagrados, que nao obtém efetiva
eficacia no tratamento de infecces bacterianas (ALENCAR, 2015). O risco do aumento de
cepas resistentes, atrelada a baixa quantidade de medicamentos efetivos disponiveis, trazem as
pesquisas uma necessidade urgente de novos compostos, ja que a OMS (Organizacdo Mundial
da Saude) reconheceu a resisténcia antimicrobiana como uma problematica de satde publica
mundial (PAIM, 2014).

De acordo com Paim (2014), diante da necessidade de novas préaticas do uso racional dos
antibidticos, elevado custo no tratamento e dos altos indices de agravos & salde por infeccdes
bacterianas, faz-se necessario a busca de novos farmacos bactericidas e/ou bacteriostaticos
que sejam eficientes nestas patologias. Para tanto, o uso de plantas medicinais mostra-se uma
alternativa promissora a antibioticoterapia. Geralmente a modulacdo de extratos vegetais com
antibioticos, ja utilizados na prética clinica, promovem acdo sinergica dos farmacos,
ocasionando a diminuicdo da dosagem necessaria ao efeito terapéutico do antimicrobiano
(ALVES, 2014).

Para tanto, os produtos naturais inibem o crescimento bacteriano atraves de distintos

mecanismos. Dentre estes, os flavonoides complexam-se com proteinas da matriz

17



extracelular, ocasionando interferéncias na expressao de genes bacterianos. J& os flavonoides
lipofilicos ocasionam a lise da membrana plasmatica bacteriana. Quando se trata de
metabolitos secundarios fendlicos, como os taninos, sua acao da-se pela elevada toxicidade as

enzimas e proteinas pertencentes a parede celular dos micro-organismos (ALENCAR, 2015).

Segundo Alencar (2015), a terapéutica combinada de produtos naturais com antibidticos
resulta na diminui¢cdo de mudancas ocasionadas no sitio ativo do farmaco, o aumento da
permeabilidade da membrana extracelular, inativagdo ou diminuicdo da atividade das bombas
de efluxo. Assim, os metabdlitos secundarios sdo uma alternativa viavel ao tratamento de

infeccdes contra cepas multirresistentes.

Neste contexto, o género Vitex ja possui exemplares de drogas fitoterapicas consagradas
em uso clinico, como vemos no Vitex agnus-castus L. usualmente utilizado para aliviar
transtornos da sindrome pré-menstrual, o Vitex negundo L utilizado no tratamento da artrite
reumatoide e a Vitex trifolia Vahl a qual tem sua acdo voltada a atividade anticancerigena e
anti-tripanossémica (BARRETO, 2008). Por outro lado, com respeito a Vitex gardneriana
Schauer, os trabalhos reportando atividade farmacoldgica sdo escassos, ndo permitindo avaliar
seu potencial farmacoldgico (SA-BARRETO, 2008). Portanto o presente trabalho, realizou a
caracterizagdo estrutural e microbioldgica de 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona: um flavonoide
isolado de Vitex gardneriana Schauer. Este produto natural foi primeiramente obtido de
Aniba sp., também conhecida como Aniba canellila (Kunth) (ROSSI, 2006). No entanto, esta

é a primeira vez que este composto é encontrado no género Vitex.

Neste estudo foi realizada uma caracterizacdo estrutural e microbiol6gica de 5-hidroxi-
3,7,4'-trimetoxiflavona um flavonoide de V. gardneriana. A determinacdo estrutural deste
flavonoide foi feita técnica pela Nuclear Ressonancia Magnética Magnética (RMN) e um
estudo para avaliar a atividade antimicrobiana e moduladora da resisténcia bacteriana foi
realizado contra cepas bacterianas padrdo e multirresistentes de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Determinar a estrutura molecular do flavonoide 5-hidroxi-3,7-dimetoxi-2- (4-
metoxifenil)-4H-cromen-4-ona isolado da Vitex gardneriana Schauer pela técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e avaliar a atividade antimicrobiana e
moduladora da resisténcia bacteriana deste composto contra cepas bacterianas padrao

e multirresistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a estrutura quimica do flavonoide 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona (Vitex

gardneriana Schauer)  a partir da Ressonancia Magnética Nuclear.

e Avaliar 0 espectro de acdo e o grau de inibicdo flavonoide 5-hidroxi-3,7,4'-
trimetoxiflavona determinando a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) sobre as

linhagens bacterianas patogénicas;

o Verificar a eficacia do flavonoide 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona na modulacdo da

resisténcia bacteriana a aminoglicosideos, fluoroquinolonas e beta-lactamicos.

¢ Investigar a modulacdo da resisténcia bacteriana.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo iremos discutir argumentacGes que serviram de fundamentos para as

discussOes pertinentes aos resultados do presente estudo.

3.1 INFECCOES BACTERIANAS

A resisténcia bacteriana € um grave problema de saude publica, ocasionado por micro-
organismos que ndo respondem aos tratamentos convencionais de antibioticoterapia. Os
farmacos antimicrobianos agem atraves da supressdo do crescimento dos agentes patdégenos
ou ocasionando a morte destes. Por sua grande eficiéncia, os antibiéticos sdo a chave do
controle de infecgBes. Porém, o uso indiscriminado, os procedimentos invasivos, as
internacbes hospitalares prolongadas e a ma higiene ocasionaram 0 surgimento de cepas

bacterianas resistentes aos antibidticos usados na pratica clinica (PAIM, 2014).

De acordo com a OMS, cerca de 80% da populacdo mundial utiliza de artificios de
extratos vegetais, isolados ou concomitante com outro farmaco, para tratar distintas
patologias. Este retrato da realidade é também caracteristico da tratativa para infeccdes
bacterianas (ANIBIJUWON, 2018). Staphylococcus aureus € 0 microrganismo mais presente
em infeccdes hospitalares graves por todo o mundo, em conseguinte da sua alta capacidade de
resisténcia e formacgéo de biofilmes (QUELEMES, 2015). Neste mesmo contexto, temos a
Escherichia Coli, segunda maior causa de internacfes e agravos de infec¢fes nasocomiais.
Cerca de 5% dos homens e entre 40-50% das mulheres, adquirem algum tipo de infeccdo
ocasionada por estes microrganismos durante uma internacdo, o que representa 100 mil novos
casos por ano (KOMAL, 2018).

3.2 0 USO DE PLANTAS MEDICINAIS EM PATOLOGIAS

As plantas medicinais tem seu uso consagrado no tratamento de enfermidades, desde
as primeiras civilizagdes. A utilizacdo destes recursos terapéuticos pela populagédo trazem &
ciéncia um norteamento de estudos farmacoldgicos para a descoberta de novos constituintes
quimicos (ALVES, 2014). A Organizacdo Mundial de Saude, divulgou no inicio da década de

1990 que entre 65 a 80% da populacéo de paises em desenvolvimento dependiam das plantas

22



medicinais como a Unica forma de acesso ao medicamento e/ou tratamento de salde
(JUNIOR, 2005).

O crescimento da farmacologia alopética a partir da segunda metade do século XX,
trouxe grandes avancos da medicina apenas aos grandes centros urbanos e hospitalares,
marginalizando a saude para grande parcela populacional. Por este motivo, a facil utilizacao
na obtencdo, atrelada a tradicdo no uso de plantas medicinais, consagraram seu usO no
tratamento de enfermidades pela populacdo de paises em desenvolvimento (JUNIOR, 2005).

Neste contexto, o Brasil é constituido pela maior biodiversidade do planeta, possuindo
cerca de 20% do total de exemplares de espécies do mundo. Estima-se entre 350.000 a
550.000 espécies habitem o nosso territorio, porém so temos catalogadas cerca de 55.000. Em
detrimento deste grande numero de espécies cadastradas, ndo temos nestas a investigacdo de
todo o seu potencial terapéutico (RIBEIRO, 2014). Comumente encontramos no Brasil feiras
livres, mercados populares, lojas de produtos naturais que oferecem as plantas medicinais

COMO um recurso para cura e tratamento de enfermidades (MACIEL, 2002).

O uso de plantas medicinais em comunidades rurais retrata 0 Gnico recurso de acesso ao
“medicamento” que esta populagdo possui. Porém, a inadequacao da forma farmacéutica, o
despreparo no manuseio e preparo, e 0 conhecimento escasso sobre as propriedades
farmacoldgicas de cada planta medicinal trazem um alerta a este uso desregrado. A propor¢ao
que a populacdo entra em contato com grandes centros urbanos, a troca de conhecimento é
favorecida, transformando este saber empirico e informal no estopim de novas pesquisas e
técnicas terapéuticas cientificas (ROQUE, 2009).

E importante mencionar que, alguns fatores de obtencdo dos constituintes quimicos
das plantas, metabdlitos secundarios, devem ser levados em conta para 0 manuseio e eficacia
do tratamento com plantas medicinais. A taxa de metabdlitos secundarios sofre interferéncia a
partir da sazonalidade, periodo do dia, fatores inter e intraplanta, ritmo circadiano, indice
pluviométrico, altitude, temperatura e desenvolvimento. Estes fatores interferem
drasticamente na quantidade de metabdlitos secundarios, como 0s Oleos essenciais,
flavanodides, cumarinas, saponinas, alcaloides, &cidos fenolicos, lactonas sesquiterpenicas,
taninos, dentre outros (GOBBO-NETO, 2007).

As plantas medicinais utilizadas pela medicina popular no Brasil sdo o retrato de uma

grave realidade, ja que estas séo utilizadas com pouca ou nenhuma comprovacao cientifica de
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suas propriedades farmacolégicas. Os usuarios comumente utilizam uma planta de forma
errbnea para um fim medicinal, sendo sua propriedade farmacoldgica usada para agdo de
outra patologia. Além disso, a toxicidade das plantas medicinais quando comparada aos
medicamentos tradicionais é tratada como trivial, retratando mais um erro. A toxicidade de
plantas medicinais causa gravas danos a salde. O efeito adverso de fito medicamentos bem
como a interagdo com medicamentos alopaticos comumente trazem danos ao usuario
(JUNIOR, 2005).

3.3 A BUSCA POR NOVOS FARMACOS

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas pela populacdo como forma de
tratamento de infeccBes, este achado chamara a aten¢do de grandes centros de pesquisa para o
aprofundamento do conhecimento popular na criagdo de novas drogas. A partir destas plantas
de uso consagrado pelas comunidades, podemos isolar novas moléculas, otimizar farmacos
e/ou utiliza-los conjuntamente com outras drogas no tratamento antibacteriano (ALENCAR,
2015). Acredita-se que estes fitofarmacos podem trazer a cura, o controle e o tratamento para

diversas patologias futuramente (ALVES, 2014).

Segundo Paim (2014), nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, 0 risco de
infeccOes e a exposicdo do paciente a risco de salde é enormemente maior que nos paises
desenvolvidos. O risco de patologias associadas a infeccGes de paises em desenvolvimento
chega a ser 20 vezes maior que em paises desenvolvidos. Para tanto, desde meados do século
XX, a descoberta dos antibioticos salvaram milhGes de pessoas destas infec¢bes bacterianas.
No entanto, a disseminacdo de bactérias super-resistentes, 0s poucos antibidticos disponiveis
no mercado e a baixa eficiéncia na busca de novos farmacos nos trouxeram a este critico

cenario atual.

Diante deste quadro, a utilizacdo de plantas medicinais tornou-se uma alternativa as
pesquisas e ao tratamento de patologias infecciosas. Os extratos vegetais mostram-se
eficientes no combate e controle de infecges por microrganismos. O uso destas plantas
medicinais como agentes antimicrobianos, sdo seguros no que tangem a resisténcia bacteriana,
ja que estes sdo constituidos por uma complexa mistura de compostos fitoquimicos,
dificultando a adaptacéo bacteriana (ALVES, 2014).
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InfeccBes hospitalares graves, formacdo de biofilmes em valvulas cardiacas, proteses e
gastroenterite causadas por alimentos contaminados, sdo algumas das patogenias causadas por
Staphylococcus aureus em todo o mundo. O S. aureus, tem como caracteristica principal a
capacidade de adquirir resisténcia aos antibidticos e formar biofilmes, isto demonstra a busca
de agentes eficazes contra este por todo o mundo (QUELEMES, 2015). Como mostra nos
estudos de Medeiros (2017), o principal mecanismo de resisténcia deste microrganismo €é a
bomba de efluxo, o qual por ejetar no meio extracelular o antibidtico, ndo permite a
concentracdo adequada no meio intracelular bacteriano para ocasionar sua morte. Os
metabolitos secundarios, encontrados nos extratos vegetais, permitem uma modulacdo da
atividade antibidtica nas bombas de efluxo, ocasionando a diminuicdo da CIM,

consequentemente permitindo uma terapia segura ao tratamento.

A Escherichia coli ¢ a responsavel por mais de 100.000 internagdes em UTI’s por ano
em todo o mundo. Este fato trds a E. coli como segunda maior causa de infecces no trato
geniturinario em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Assim como 0 S. aureus, a
E.coli, possui resisténcia a inimeros farmacos, ocasionando um auto custo ao tratamento,
maior tempo de permanéncia do enfermo no hospital e alto indice de mortalidade (KOMAL,
2018). De acordo com Anibijuwon (2018), os extratos vegetais, isolados ou associados a
terapia antimicrobiana, sdo um uma alternativa a esta terapéutica, ja que a industria utiliza do

artificio de modificacdes destas versdes “naturais” para sintetizar um farmaco.
3.4 O GENERO VITEX E SUAS ATIVIDADE BIOLOGICAS

Segungo Rani (2012), o género Vitex € o maior da familia Verbenaceae. Este é
constituido por mais de 250 espécies encontradas por todo o mundo. A espécie V. agnus-
castus é comumente encontrada as margens dos rios do Mediterraneo, Asia Central e sul da
Europa. Ainda no Mediterraneo, Asia Central e Norte da China é encontrado o V. rotundifolia
Linn. O V. negundo possui maior nimero de exemplares na india, Paquistdo e Sri Lanka. J& 0

V. trif6lia é encontrado nos paises asiaticos e no Vietna.

O género Vitex possui espécies com tratamentos especificos e consagrados na
medicina tradicional. O V. agnus-castus, € amplamente utilizado em patologias de disfungdes
femininas (amenorreias, e dismenorreias), desordem disférica pré-menstrual (PMDD),
insuficiéncia do corpo-lateo, hiperprolactinemia, infertilidade, fogachos ocasionados pela

menopausa e lactacdo interrompida. O V. negundo é utilizado como vermifuga. O V.
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rotundifolia, tem sua utilizagdo nas patologias dolorosas, como dores de cabeca, enxaqueca,
dor nos olhos e disturbios hormonais femininos. J& o V. trifélia, é utilizado na inflamagéo,

cefaleia, nevralgia, auxiliar no tratamento de cancer (RANI, 2012).
3.4.1 Vitex gardneriana Schauer

Vitex gardneriana Schauer, popularmente conhecida como “Jaramataia”, ¢ um dos
poucos exemplares do género Vitex que habitam a regido do nordeste brasileiro, sendo mais
comumente encontrada as margens dos rios de Recife, Paraiba e Ceara. V. gardneriana
Schauer tem crescimento em formato de arbusto, atingindo de 6 a 7 metros, como pode-se

observar na Figura 1. Possui suas folhas simples com inflorescéncia de coloragédo roxa claro,

Figura 2. J& na Figura 3, vemos o fruto caracteristico dupra carvosa, com aparéncia ovoéide e
coloracdo verde oliva (RIBEIRO, 2016).

Figura 2: Vitex gardneriana, inflorescéncia. Fonte: Proprio autor, 2018.
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Figura 3: Fruto de Vitex gardneriana. Fonte: Proprio autor, 2018.

A Vitex gardneriana Schauer (Verbenaceae) é uma espécie de arbustos arbdreos
comumente encontrada nas margens de rios do nordeste brasileiro (BARRETO, 2007). Esta
planta é conhecida popularmente como Jaramataia, sendo utilizada de forma empirica pela
populacdo por suas propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas, mesmo ndo existindo
estudos significativos que demonstrem tais atividades (RIBEIRO, 2016). Esta espécie é
utilizada pela populacdo para diversas patologias, tais como: gripe, verminoses, dores
abdominais, inflamagdo prostatica, dor 0ssea, problemas renais, dor na coluna, dentre outros
disturbios inflamatérios (MONTEIRO, 2015). Mesmo a Jaramataia sendo largamente
utilizada pela populagdo em diversas patologias, ndo temos pesquisas aprofundados sobre seu
potencial farmacoldgico (SA-BARRETO, 2007).

Os trabalhos de Sa-Barreto (2007), demonstraram que a V. gardneriana Schauer
possui em sua constituicdo fitoquimica, flavandides, iriddides, monoterpendides,
sesquiterpendides, triterpendides, diterpendides, esterdides, saponinas,
fenilpropanoglicosideos e agUcares redutores; demostrando a congruéncia nos metabolitos
secundarios do género Vitex sp. Cabe destacar, a presenca dos triterpenoides e esteroides: -
amirina e B-sitosterol. Fora visto que as maiores concentragdes de metabodlitos encontram-se

nas folhas e cascas do caule.

Em estudos fitoquimicos, Vitex gardneriana Schauer demonstrou que seus metabolitos
secundarios encontram-se em maior concentracdo nas folhas e nas cascas do caule, em
detrimento das outras partes do vegetal (BARRETO, 2007). Os estudos de Roque (2009), ja
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demonstravam que o uso das folhas por forma de xarope e infusdo é comum em comunidades
rurais para o tratamento de gastrite, inflamac@es e sinusite; demonstrando que neste cenario a

parte da planta utilizada seria a mais viavel.

Existem poucos estudos sobre Vitex gardneriana Schauer, que retratem a sua atividade
bioldgica. Dentre estes, destacam-se o trabalho de Monteiro (2015), que demonstra o papel
larvicida do V. gardneriana frente a larvas de Aedes aegypti. A atividade moluscicida em
embrides de Biomphalaria glabrata realizado por S&-Barreto (2007). Controle de Biofilmes
de espécies de Candida a partir do 6leo essencial do Vitex gardneriana Schauer (RIBEIRO,
2016).

3.5 FLAVONOIDES

Os Flavonoides constituem uma importante classe de metabodlitos secundarios
responsaveis por atividades biologicas como: anti-inflamatoria, antioxidante, antitumoral,
antiviral, antifungico dentre outras. Os flavonoides possuem um esqueleto base, formado por
15 atomos de carbono, dois grupamentos fenila ligados por uma cadeia de trés carbonos
(REGINATO, 2015). Os flavonoides séo classificados de acordo com o nivel de oxidacéo e as
alteracBes promovidas na estrutura molecular através de reacdes de glicosilacdo, alquilacdo ou
oligomerizacdo. Os flavonoides sdo subclassificados de acordo com a presenca de agliconas
ou sob a forma de glicosideos, os quais podem encontrar-se com derivacdes de acilados ou
metilados. Podemos ainda classifica-los de acordo com as diferenciagdes sofridas no anel
central, permitindo a classificacdo das flavanonas, chalconas, flanavoides, flavonas, flavandis,
antocianidinas, isoflavonas e flavan-3-ols. A estrutura dos flavonoides é encontrada na figura
4, da proxima pagina (COUTINHO, 2009).
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Figura 4: Esqueleto béasico dos flavonoides. Fonte : Coutinho, 2009.

Quando se trata da acdo anti-inflamatoéria dos flavonoides, estes possuem mecanismo
de acdo bem definido, destacando-se que dentre os 40 farmacos desta classe 12 pertencem a
derivados de flavonoides. Em sua atividade anti-inflamatdria, os flavonoides modulam células
inflamatorias (ex: diminuindo a proliferagdo de linfocitos TCD4), por conseguinte inibem as
citocinas TNF-a e IL-1 (pré-inflamatorias), ocasionando a modulacdo das enzimas da via do
acido araquidénico, como a ciclo-oxigenase, fosfolipase A2 e lipo-oxigenase. Além disso, 0s
flavonoides agem na modulagdo do Oxido nitrico sintase induzida, enzima responsavel pela

formagao de 6xido nitrico, essencial no processo inflamatério (COUTINHO, 2009).

Os flavonoides tem importante papel na prevencdo de patologias como o cancer,
doencas neurodegenerativas e cardiovasculares (DUARTE, 2015). A acdo anticancerigena dos
flavonoides trouxe a tona grande nimeros de pesquisas na ultima década. Nesta perspectiva,
os flavonoides mostraram-se capazes de inibir metastases, serem antiangiogénicos, citotéxicos
e antiproliferativos (SAK, 2017). Este ultimo papel da-se por sua atividade antioxidante a qual
previne a oxidacdo das proteinas de baixa densidade (LDL), a agregacdo plaquetaria e a

migracdo de arranjos tromboliticos (DUARTE, 2015).
3.6 ESPECTROSCOPIA EM SUBSTANCIAS ORGANICAS

Estudos de espectroscopia molecular abrangem técnicas utilizadas na pratica para
identificacdo de compostos organicos e inorgénicos puros (MATOS, 2017). O termo

espectroscopia € a designacao para toda técnica de analise de substancias quimicas, baseados
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na interacdo eletromagnética com a matéria. Modifica¢des ocasionadas pelos distintos estados
de transicdo dos atomos e moléculas e o valor da energia de radiagdo eletromagnética, dao

origem aos diversos métodos espectroscopicos (SILVA, 2016).
3.6.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) consiste em um método
espectroscopico preciso, de analise rapida e ndo destrutivo; assim permite que as amostras
analisadas possam passar por outros processos analiticos (BIOSCI, 2011). Tendo em vista que
a RMN permite a aplicabilidade em amostras simples e/ou complexas este método encontra-
se amplamente difundido em estudos de determinag&o estrutural de sistemas quimicos simples
ou complexos, misturas de compostos organicos , biofluidos e extratos de tecidos (SOUZA,
2002).

A RMN permite identificar os niveis de transicdes energéticos atraveés das distintas
orientacOes espaciais emitidas pelo nicleo spin quando este encontra-se sujeito a uma forca de
um campo eletromagnético. Para tanto, é necessario uma diferenga energética significativa
para que haja a deteccdo pelo aparelho de RMN. Assim, o aparelho deve possuir um magneto
gue possua a capacidade de formar um campo eletromagnético robusto e homogéneo para a
analise amostral. O RMN gera ndo apenas caracteristicas do préoprio ndcleo referido, mas
também permite a analise a partir das outras constantes de ligacdo relacionadas a ele , por esta
razao o espectro de ressonancia magnética nuclear gera informacdes dos compostos que estdo
integrados ao atomo em questdo (GONSALVES, 2007).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear encontra-se em constante
avanco, ja que é uma potente ferramenta de estudo principalmente para materiais no estado
solido. Analises por técnicas de RMN permitem informagdes adequadas e especificas para a
caracterizacdo de particulas (PASSOS, 2007). Para que ocorra o fenébmeno da ressonancia
magnética nuclear os nlcleos deverao estarem alinhados com o campo aplicado, assim este ird
absorver energia, modificando sua orientacdo de spin em relacdo ao campo magnético em
questdo. O processo de absorcdo energética é quantificado, a partir da diferenca de energia
dos dois estagios envolvidos, como é demostrado na Equacéao 1 abaixo (SOUZA, 2002).

E absorvida = E—}estado — E +% estado = hv
Equacdo 1: Equacdo de absorcdo energética. Fonte: Souza, 2002.
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Assim, essa diferenca energética gerada no campo magnético, é resultante da

intensidade aplicada no campo By, como podemos observar na figura 5 abaixo:

A ) e
——/—— —-=-contra 0 campo '
E
x— +~afavor do campo g3
Semcampo  Campo aplicado
Energias Alinhamentos

Figura 5: A separacdo de energia no estado de spin como uma funcdo da intensidade do
campo magnético aplicado. Fonte: (GONSALVES, 2007).

3.6.2 Deslocamento quimico e blindagem

Em espectros de RMN no estado sélido os espectros geram sinais amplos, por
consequéncia da intensa relacdo dipolo entre os nlcleos *H e *3C, e a anisotropia gerada
(SOUZA, 2002). Esta anisotropia é gerada pela blindagem que um proéton adquire a partir da
variabilidade de elétrons pela molécula, em consequéncia disto cada proton de uma dada
molécula é blindado contra o campo magnético aplicado em uma amplitude que depende da
forca eletromagnética que foi aplicada. Ao observarmos a Figura 6, vemos que uma molécula
cada préton difere em seu ambiente quimico, resultando em uma frequéncia diferente, a qual

ird fornecer espectros levemente diferente.

::1\
I ¥
B, aplicado B induzido (oposto a By)

Figura 6: Anisotropia magnética de um nucleo pela circulacdo de elétrons de valéncia. Fonte:

(GONSALVES, 2007).
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Nesta perspectiva, as técnicas de RMN atuais possuem alta resolugdo e
consequentemente consegue-se diminuir estes efeitos de blindagem sobre os espectros. Para
tanto a amostra sofre uma rotacdo de 54,74°, conhecido como angulo méagico, em combinacgéo
como o intenso desacoplamento do hidrogénio minimiza esta interacdo dipolar, como
demonstrado na Equacéo 2 abaixo (PASSOS, 2007).

h
Heg = T—ﬁ IByo

Equacdo 2: Equacéo de efeito blindagem. Fonte: Passos, 2007.

O deslocamento quimico refere-se a quanto um préton se deslocou em relacdo ao TMS
(tetrametilsilano), substancia utilizada como padrao. Desta maneira temos o deslocamento (6)

representado na seguinte Equacéo 3:

(deslocamento em Hz)

"~ (frequencia do espectrometro em MHz)

Equacdo 3: Equacdo de deslocamento quimico. Fonte: Passos, 2007.

Para tanto, o espectro de RMN, inicia a varredura a partir dos valores mais elevados
do deslocamento, como vemos na Figura 5. (GONSALVES, 2007).

Direcio da varredura -
™S
= N ) ‘ - 5 = - 3 ; n
12 11 14) ) 8 ] 6 9 4 3 ? | 0 -l -2 escala O

(ppnt)

Figura 5: Direcdo da varredura da RMN. Fonte: (GONSALVES, 2007).

A RMN ¢ portanto uma técnica poderosissima para determinacao estrutural de uma

substancia quimica.
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MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL

Vitex gardneriana Schauer foi coletada em abril de 2014 na fazenda experimental da
Universidade Estadual do Vale do Acarad, localizada a 11 km da cidade de Sobral, Ceara,
Brasil. A autenticacdo da planta foi realizada pelo professor Elnatan Bezerra de Souza e um
exemplar de comprovante (N ° 17.703) foi depositado no herbario Francisco José de Abreu
Matos (Sobral, Brasil).

4.2. OBTENCAO DO COMPOSTO ISOLADO

O flavonoide 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona (daqui por diante denominado por
VG.EF.CLII) foi isolado da Vitex gardneriana Schauer pelo Dr. Hélcio Silva dos Santos da
Universidade Estadual VVale do Acarad-UVA.

4.3. DETERMINACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO ISOLADO

A determinacdo  estrutural por Ressondncia Magnética Nuclear do
flavonoide VG.EF.CLII isolado da Vitex gardneriana Schauer foi realizada no Laboratério
Multiusuéario do Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear
(CENAUREM) do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceard. A estrutura
molecular dessa substancia foi elucidada por Ressonéncia Nuclear Magnética (RMN) pelo Dr.
Raimundo Braz-Filho pertencente a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy

Ribeiro, Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

Os espectros de *H e *C RMN foram registrados em um Bruker Avance DRX-500
(500 MHz para *H e 125 MHz para *3C); os desvios quimicos foram dados em ppm (**C e
1
H).

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.4.1 Material utilizado

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

meios, foram preparados de acordo com a especificacdo do fabricante.
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4.4.2 Preparo da solucéo inicial e das solugdes de teste

O preparo da solucdo do flavonodide VG.EF.CLII, utilizou-se 10mg desta a qual sera
solubilizada em 1mL de DMSO (Dimetilsulfoxido), para obtermos a concentracgdo inicial de
10mg/mL. Posteriormente, esta solugdo sera diluida em agua destilada na proporc¢éo de 1: 2
para a obtencdo de uma concentragdo de 1024ug/mL. Por fim, serdo realizadas diluigdes

seriadas até obtermos a concentragao final de 512 a 0,5 pg/mL.

4.4.3 Cepas microbianas

As cepas bacterianas a serem utilizadas seréo de Escherichia coli (EC-ATCC10536 e
EC27) e Staphylococcus aureus (SA-ATCC25923 e SA358). As cepas bacterianas utilizadas,
foram preparadas 24 horas antes dos testes, a 35°C em meio Heart Infusion Agar — HIA. As
culturas bacterianas posteriormente foram armazenadas em meio HIA (Heart Infusion Agar) a
uma temperatura de 4°C. As linhagens bacterianas testadas, foram replicadas nas mesmas
condicBes das cepas anteriores, porém com inoculacdo em Caldo Brain Heart Infusion (BHI).
As suspensdes com crescimento bacteriano obtiveram diluic&o até a obtencdo de 10° céls/mL
(NCCLS, 2000b). As cepas bacterianas preparadas, sofreram sucessivas diluicGes na
proporcao de 1:10, em Caldo Brain Heart Infusion (BHI) até obtermos a concentracdo final de
de 10 céls/mL (NCCLS, 2000b).

4.4.4 Meios de Cultura Utilizados

Os meios de cultura utilizados foram manipulados de acordo com as instrugdes do
fabricante. Para tanto, utilizamos o Agar Heart Infusion - HIA (Difco Laboratories Itda.),
como também o Caldo Brain Heart Infusion — BHI (concentracdo padronizada - 10%)

(Acumedia Manufacturers Inc.).

4.4.5 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) é definida como a menor concentragdo na
qual o antibidtico consegue paralisar em sua totalidade o crescimento bacteriano. Para tanto, a
CIM ¢ subdividida em trés parametros de resultados, sendo estes: susceptivel, intermediario e
resistente. O primeiro, retrata um quadro em que 0 microrganismo € responsivo ao tratamento

com o antibiotico, em posologia e dosagem especifica. O resultado intermediario, demonstra
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que a bactéria pode responder ou ndo ao tratamento com o referido antibidtico. J&, quando a
bactéria € resistente, indica que esta ndo tera inibicdo de seu crescimento frente a um referido
antibiético (RAHMAN MM, 2018).

A verificacdo da Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) para o do flavonoide VG.EF.CLII foram determinadas a partir do Método de
Microdiluicdo em Caldo, o qual avaliara as tais concentracfes desde 1024 até 16pg/mL.

4.4.5.1 Preparo dos inoculos bacterianos

As cepas bacterianas sofreram sucessivas diluicdo na proporc¢ao de 1:10, em Caldo
Brain Heart Infusion (BHI) até obtermos a concentragdo final de de 10* céls/mL (NCCLS,
2000b).

4.4.5.2 Execucao e leitura dos ensaios

A microdiluicdo baseia-se em ensaios bacterianos, realizados em microplacas estéreis,
na qual pequenos volumes dos meios de cultura serdo acrescidos da amostra. As cepas
bacterianas preparadas na concentracdo de 1024 pg/mL (dobro da concentracdo definida),
com volume de 100 pL passardo por sucessivas diluicdes de 1:2 em caldo Brain Heart
Infusion (BHI). Cada cavidades da microplaca devera conter 100 uL do meio de cultura e
uma aliquota de suspencdo bacteriana, na proporcdo de 1:10. Neste contexto, os controles
positivos, constituidos por meio de cultura com in6culo bacteriano e os controles negativos
também deveram ser preparados e utilizados na mesma concentracao, de: 1024 a 0,5 pg/mL.

Tais placas devem ser incubadas por um periodo de 24 horas a 35°C.

As placas serdo reveladas em solucdo indicadora de resazurina sédica em concentracdo
de 0,01% (p/v). Posterior as 24 horas de incubacéo, 20 pL desta solucdo serdo acrescidos em
cada cavidade, a qual deve permanecer em contato com a amostra por 1 hora, para assim
realizarmos a analise do teste. A resazurina possui coloracao caracteristica azul, assim quando
temos o crescimento microbiano em sua solucéo, observamos a mudanca de coloragdo para
tonalidade rdsea, caracteristica da reacdo quimica reducional deste indicador. Assim,
posteriormente cada cavidade da placa, com coloracdo inalterada, serdo retiradas aliquotas e
inoculagdo em meio HIA, por 24 horas a temperatura de 37°C. Por fim, o local em que ndo
houve o crescimento bacteriano sera indicativo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM).
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4.5 MODULACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.5.1 EXECUCAO E LEITURA DOS ENSAIOS

A solucdo do composto flavonoide VG.EF.CLII foi diluida em Caldo BHI em
concentracdes sub-inibitorias. Para tanto a solucdo de antibidtico sera realizada a partir da
adicdo de agua destilada, concentracdo inicial de 2048 pg/mL, o qual passara por sucessivas
diluicbes em caldo BHI na proporcéo de 1:2. Cada cavidade da microplaca deveré conter o
meio de cultura e a suspencao bacteriana na proporg¢éo de 1:10 , com volume total de 100 pL.
Devem ser preparados 0s controles, positivo e negativos, assim como realizados no teste de

CIM. E as placas foram incubadas por 24 horas a 35°C e reveladas em resazurina.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios antibacterianos foram feitos em triplicata e os resultados expressos como
média geométrica para avaliacdo da atividade antibacteriana. Uma estatistica ANOVA
unidirecional anélise foi aplicada para a analise da atividade antimicrobiana e modulatoria de
flavonoide VG.EF.CLII, tendo como teste post-hoc o teste de Tukey para ambas as analises, 0
software GraphPadPrism 6.02.
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5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL POR RMN

O composto VG.EF.CLII obtido no processo de isolamento da Vitex gardneriana

Schauer foi um sélido verde. Os dados espectroscopicos de RMN que sdo reportados na

Tabela 1 confirmam que a estrutura molecular deste composto € o flavonoide 5-hidroxi-3,7,4'-

trimetoxiflavona. A representacdo da estrutura molecular do flavonoide VG.EF.CLII é

mostrado na Figura 8. Vale a pena mencionar que estd é a primeira vez que este composto

natural é obtido no género Vitex.

Tabela 1: Dados Espectroscopicos de RMN para flavonoide 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona

(VG.EF.CLII) (*H: 500 MHz; *C: 125 MHz; em CDCI3)?

HSQC HMBC
6C Ah 2JCH 3JCH
C
2 156.15 H-2’/H-6’
3 139.06 MeO-3
4 178.98
5 161.88 H-6
7 165.61 H-6; H-8 MeO-7
9 156.96 H-8
10 106.25 H-6; H-8
1 123.01 H-3’/H-5’
4 161.22 H-3’/H-5' H-2’/H-6"; MeO-4’
CH
6 98.01 | 6.39(s) H-8
8 92.35 | 6.48(s) H-6
2'/6’ 130.36 | 8.11(d, 8.6)
3'/5’ 114.26 | 7.05 (d, 8.6)
HO-5 - 12.69 (sl)
MeO-3 60.33 | 3.91(s)
MeO-7 55.99 | 3.90(s)
MeO-4’ 55.63 3.94 (s)

a

namero de hidrogénios ligados a cada atomo de carbono foi deduzido por analise

comparativa dos espectros de RMN {*H} e DEPT-*3C. Os desvios quimicos e as constantes
de acoplamento [J (Hz), entre parénteses)] foram obtidos a partir do espectro de *H-RMN de 1
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Figura 8: Estrutura molecular do flavonoide 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona (VG.EF.CLII).
Fonte: Proprio autor, 2018.

5.2. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
5.2.1 Avaliacao da Concentracéo Inibitéria Minima do flavonoide VG.EF.CLII

O flavonoide VG.EF.CLII apresentou concentracdo inibitéria minima (CIM) frente a
cepas bacterianas multirresistentes, menor ou igual a 512 pg / mL. O referido resultado,
demonstra que este valor é relevante do ponto de vista clinico, j& que serd& modulado a
antibidticos padrbes os quais possuem CIM congruentes com este resultado. De acordo com
Alencar (2015) substancias que apresentam atividade antimicrobiana efetiva o CIM deve ser

menor que 1mg/mL.
5.2.2 Modulacéo do flavonoide VG.EF.CLII frente a antibio6ticos

A Figura 9, mostra as diferentes condicbes de modulacbes de antibidticos do
flavonoide VG.EF.CLII frente a cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. O efeito sinérgico da Norfloxacina junto ao flavonoide VG.EF.CLII, fora
nitido para as duas linhagens de cepas multirresistentes, este fato € notorio, quando
observamos a concentragdo inibitéria minima (MIC), ser reduzido, quanto a jungdo do
antibiotico ao extrato vegetal. Resultado semelhante, pode-se observar na modula¢do da
gentamicina com o flavonoide VG.EF.CLII o qual também ocorrera diminuicdo significativa
do MIC. Porém, efeito antagonico ocorrera com a modulacdo da Penicilina junto ao extrato
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vegetal, como podemos observar no grafico a concentracdo inibitéria minima fora
severamente aumentada, mostrando que a cepa de Staphylococcus aureus poder-se-ia tornar-
se mais resistente ao antibiotico em questdo, caso este fosse administrado concomitantemente
com o flavonoide VG.EF.CLII.

VG.EF.CLII
O
£ 1400 ns
~ *kkk
2 12001 1 Il norfloxacin
1) norfloxacin + VG.EF.CLII
% Bl gentamicin
S gentamicin + VG.EF.CLII
§ Bl penicillin
= penicillin + VG.EF.CLII
o
=
>
€
o
[
0] N
S N
&o %oo
g N
N &
< (]
C)CJ O‘\
\00 Q/C)

Figura 9: Gréafico de resultados do flavonoide VG.EF.CLII frente a antibioticos. Fonte:

Proprio autor, 2018.

O flavonoide VG.EF.CLII demonstrou que isolado ja conseguira inibir o crescimento
bacteriano na concentragdo menor ou igual a 512 pg / mL. Tendo em vista este resultado
inicial, os testes posteriores vinheram a comprovar a eficiéncia deste, ja que na modulagdo de
duas classes distintas de antibidticos (fluoroquinilona—norfloxacino; aminoglicosideo-
gentamicina) este apresentou ac¢do sinérgica.

Segundo Sa-Barreto (2007), a V. gardneriana Schauer possui em sua constitui¢ao
fitoquimica: flavandides, iridoides, monoterpendides, sesquiterpendides, triterpendides,
diterpendides, esteroides, saponinas, fenilpropanoglicosideos e acucares redutores;
demostrando a congruéncia nos metabolitos secundarios do género Vitex sp. Cabe destacar, a

presenca dos triterpenoides e esteroides: -amirina e -sitosterol. Esta composigéo de distintos
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metabdlitos secundarios, congruem para a eficiéncia do flavonoide VG.EF.CLII frente a
atividade antibacteriana.

Dante da necessidade de novos praticas do uso racional dos antibidticos, elevado custo no
tratamento e dos altos indices de agravos a saude por infeccdes bacterianas, faz-se necessario
a busca de novos farmacos bactericidas e/ou bacteriostaticos que sejam eficientes nestas
patologias. Para tanto, o uso de plantas medicinais de forma empirica, pode nortear e isolar
novas moléculas, otimizar farmacos e/ou utiliza-los conjuntamente com outras drogas no
tratamento antibacteriano (PAIM, 2014).

A atividade antimicrobiana do norfloxacino e da gentamicina foram consideravelmente
aumentadas com a modulacdo do flavonoide VG.EF.CLII, o que demonstra um efeito
sinérgico promissor para a terapéutica de pacientes com infeccGes de cepas de distintas
linhagens (S. aureus, E. coli- gram-positiva e gram-negativa respectivamente). Porém, em
efeito antagonico, obtivemos a modulagdo do flavonoide VG.EF.CLII com a Penicilina, a
qual aumento a concentracdo inibitéria minima; um fator que possa ter favorecido para este
resultado negativo, possa ser a adaptacdo bacteriana a Penicilina a qual possui resposta
terapéutica baixa, por razdo da resisténcia bacteriana a esta.

Uma possivel explicagdo para esta atividade antibacteriana do flavonoide VG.EF.CLII
possa ser devido a interacdo deste composto com proteinas da matriz extracelular,
ocasionando interferéncias na expressdo de genes bacterianos. Sabe-se que os flavonoides
lipofilicos ocasionam a lise da membrana plasmatica bacteriana. Quando se trata de
metabolitos secundarios fendlicos, como os taninos, sua acao da-se pela elevada toxicidade as

enzimas e proteinas pertencentes a parede celular dos microrganismos (ALENCAR, 2015).

Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, o risco de infeccBes e a exposicao do
paciente a risco de saude é enormemente maior que nos paises desenvolvidos. O risco de
patologias associadas a infecces de paises em desenvolvimento chega a ser 20 vezes maior
gue em paises desenvolvidos. Em conseguinte, desde meados do século XX, a descoberta dos
antibidticos salvaram milhdes de pessoas destas infeccGes bacterianas. No entanto, a
disseminacéo de bactérias super-resistentes, os poucos antibioticos disponiveis no mercado e
a baixa eficiéncia na busca de novos farmacos nos trouxeram a este critico cenério atual.
Diante deste quadro, a utilizacdo de plantas medicinais tornou-se uma alternativa as pesquisas

e ao tratamento de patologias infecciosas (PAIM, 2014).
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6 CONCLUSAO

O flavonoide isolado de folhas de V. gardneriana foi estruturalmente caracterizado
usando RMN. Os dados de RMN indicaram que o composto isolado é a 5-hidroxi-3,7,4'-
trimetoxiflavona (VG.EF.CLII) possui férmula quimica CigH1606. NOSSOS testes
microbioldgicos demonstram que esta flavona, que foi obtida pela primeira vez no género
Vitex, apresenta atividade antimicrobiana e potencial antimicrobiano contra as cepas
multirresistentes Staphylococcus aureus 358 e Escherichia coli 27 quando associadas aos
antibiodticos norfloxacino e gentamicina. Portanto, este composto natural pode contribuir para

o controle da resisténcia bacteriana.
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7 ANEXOS

7.1 PUBLICACAO DO ARTIGO

Artigo publicado na revista Microbial Drug Resistance, Volume 25 (3), 2019.
Intitulado:  Structural and Microbiological Characterization of 5-Hydroxy-3,7,4¢-
Trimethoxyflavone: A Flavonoid Isolated from Vitex gardneriana Schauer Leaves. DOI.

10.1089/mdr.2018.0359. Disponivel em:
https://www.liebertpub.com/doi/pdf/10.1089/mdr.2018.0359.
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