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RESUMO

A utilizacdo de plantas para tratamentos de enfermidades é uma prética antiga, porém ainda presente no cotidiano de diversas
comunidades tradicionais. Cordia verbenacea DC, conhecida popularmente como “erva baleeira” é uma espécie vegetal bastante
utilizada na medicina popular como antiinflamatdrio e analgésico. Estudos experimentais demonstraram um efetivo potencial anti-
inflamatorio e antimicrobiano. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antibacteriano e modulador da resisténcia
bacteriana da Fracdo Hexanica do Extrato Hexanico de Cordia verbenacea DC (HFHECC) frente as linhagens padrdo e resistentes
de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. A prospeccéo fitoquimica revelou a presenca de diversos
metabdlitos secundarios da classe dos taninos, flavonideos e terpenos. Quanto a atividade antibacteiana o produto ndo apresentou
resultado clinicamente relevante (CIM > 1024 pg/mL), contudo quando combinado com antibi6ticos observou-se sinergismo,
potencializando o efeito antibacteriano de aminoglicosideos. Com os resultados obtidos, concluimos que HFHECC é uma possivel
fonte de produto de natural com potencial atividade moduladora de resisténcia bacteriana & aminoglicosideos e que as informac@es
sirvam como parametro para busca de novas alternativas de tratamento de doencas.
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ABSTRACT

The use of plants for treatment of ailments is an ancient practice, but still present in the daily lives of various communities. Cordia
verbenacea DC, popularly known as "erva baleeira" is a species of plant widely used in folk medicine as anti-inflammatory and
analgesic. Experimental studies have demonstrated an effective potential anti-inflammatory and antimicrobial. This study aimed to
evaluate the antibacterial potential modulator of bacterial resistance and the hexane fraction of the hexane extract of Cordia
verbenacea DC (HFHECC) against the standard and resistant strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa. The phytochemical screening revealed the presence of several secondary metabolites class of tannins, terpenes and
flavonideos. Antibacterial activity as the product showed no clinically significant results (MIC > 1024 g / mL), but when
combined with antibiotic synergism was observed, potentiating the antibacterial effect of aminoglycosides. With these results, we
conclude that HFHECC is a possible source of natural products with potential modulatory activity of bacterial resistance to
aminoglycosides and that the information may be used as a parameter to find new methods of treating diseases.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como recursos terapéuticos
no tratamento de enfermidades é uma pratica medicinal
antiga que existe desde o inicio das civilizagBes. E ainda
hoje, mesmo com a gigantesca evolucdo da medicina
alopatica existem grandes obstaculos béasicos de sua
utilizacdo pelas populagdes mais pobres, que vao desde a
obtencdo de determinados tipos de exames e medicamentos
especificos até ao acesso a centros de atendimento
hospitalares @

As observagdes populares sdo utilizadas de forma
significativa na divulgacdo dos possiveis usos terapéuticos
das plantas medicinais, apesar de que na maioria das vezes
ndo se sabe totalmente os seus constituintes quimicos. Dessa
forma, a pratica do consumo de fitoterdpicos ainda se
mantém por todo o mundo, através de usuarios de plantas
medicinais, tornando validas algumas especificacBes
terapéuticas que foram sendo observadas durante séculos, e
até hoje seguem sendo repassadas de geracéo a geragdo @

A familia Boraginaceae contém aproximadamente
100 géneros, com mais de 2000 espécies distribuidas em
todo planeta, dentre elas estd Cordia verbenacea DC que é
um arbusto existente ao longo de todo litoral Brasileiro,
sendo também uma planta comum na floresta tropical
Atlantica®.  Cordia  verbenacea DC,  conhecida
popularmente como “erva baleeira” ¢ uma das espécies
vegetais na qual se busca extrair produtos visando a
producdo de fitoterapicos a partir de suas folhas, tendo em
vista que ja& na medicina popular a Cordia verbenacea é
utilizada como antiinflamatdrio e analgésico, onde através
de estudos farmacolégicos realizados foram confirmados o
seu potencial antiinflamatério” e seu potencial
antimicrobiano ® © -

MATERIAIS E METODOS
Material bacteriano

As linhagens bacterianas utilizadas foram:
Staphylococcus aureus (ATCC25923 e SA358), Escherichia
coli (ATCC10536 e EC27) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC15442 e PAO03) e. Todas as linhagens foram mantidas
em meio de cultura Heart Infusion Agar (HIA) a 37°C.

Material vegetal

Folhas de Cordia verbenacea DC foram coletadas
no municipio de Crato, Ceard, Brasil. O material vegetal foi
identificado e uma exsicata foi depositada no Herbario
Prisco Bezerra da Universidade Federal do Cearda — UFC,
sob N° 044171.

Preparacdo do extrato, fracdo e solugdo de teste
antibacteriano

O interesse na pesquisa por plantas medicinais vem
crescendo bastante entre os diversos grupos de
pesquisadores por existir uma grande procura por novos
fitoterapicos partindo do conhecimento popular e aplicados
em experimentos financiados a empresas farmacéuticas na
busca do desenvolvimento de novos componentes que
tenham acBes farmacoldgicas. Espera-se que futuramente
elas podem ser a cura e/ou fazerem parte do tratamento para
diversas enfermidades © © @0 @D (12 Algm disso, com o
crescimento e disseminacdo de microrganismos resistentes,
varios extratos de vegetais foram e serdo testados com a
finalidade de busca por novos agentes antimicrobianos
capazes de participarem no combate ou controle desses tipos
de microrganismos ®3.

Bactérias Staphylococcus aureus é uma das causas
principais de infeccBes purulentas como: furtnculo,
carbinculo, além de outras infeccdes como miocardites,
pneumonia, meningites. Escherichia coli é uma espécie
bacteriana Gram negativa tipica do sistema gastrointestinal
humano, é umas das principais responsaveis por causar
infeccOes nas vias urindrias e de doengas diarreicas que
podem se constituir em fase aguda ou cronica ' (%
Pseudomonas aeruginosa causa principalmente infeccdes
hospitalares em individuos imunocompetentes, como:
peritonites, bacterimias, infecgdes do trato urindrio e de
cirurgias™®.

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de
identificar as principais classes de metabdlitos secundarios
por meio da prospeccdo fitoquimica e avaliar o efeito
antibacteriano de modulador da resisténcia bacteriana a
aminoglicosideo da Fragdo Hexanica do Extrato Hexanico
de Cordia verbenacea (HFHECV) frente & linhagens
bacterianas padrdes e multirresistentes.

Para preparacdo dos extratos, foram coletadas
folhas que passaram pelo processo de trituracdo tendo
aumentada sua superficie de contato e em seguida
acondicionada em recipiente com o solvente em volume
suficiente para submergir todo material vegetal,
permanecendo assim por 72h. Apos esse periodo, o eluente
foi filtrado em papel filtro para separacdo dos residuos
solidos e concentrado em condensador rotativo a véacuo
(model Q-344B — Quimis, Brazil) e banho maria (model Q-
214M2 — Quimis, Brazil). O extrato obtido foi misturado a
silica onde em seguida submetido ao processo de filtracdo a
vacuo para obtencdo da fragdo. Para os testes de
microdiluicdo foram utilizadas solugdes preparadas a partir
da fracdo sob uma concentracdo de 10 mg/mL, dissolvidos
em DMSO (dimetil sulféxido), em seguida diluidos com
agua destilada para uma concentragéo de 1024 pg/mL.

Prospeccao fitoquimica
Os testes fitoquimicos foram realizados para

detectar a presenca de heterosideos, saponinas, taninos,
flavondides, esterdides, triterpenos, cumarinas, quinonas,



acidos organicos e de alcaloides que foram realizados
seguindo o método descrito por . Os testes se baseiam na
observacdo visual da alteracdo de cor ou formacdo de
precipitado apds a adicdo de reagentes especificos.

Teste de atividade antibacteriana e moduladora da
resisténcia a aminoglicosideo

A CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) foi
determinada a partir de microdilui¢des em caldo, utilizando-
se um indculo de 100ul/mL de cada linhagem suspensas em
meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI liquido) obtendo
uma concentracdo final de 10° UFC/mL. Em placas de
microdiluicdo com 96 pocos foram distribuidos 100ul em
cada poco, promovendo diluicbes em séries 1:1 da solucédo
de teste, promovendo concentragcdes que variaram entre 512-
8uL. Para a obtencdo dos controles foram utilizados os
antibidticos: amicacina, neomicina e gentamicina. As placas
foram todas incubadas por 16-24h a 37°C. A CIM foi
determinada como a menor concentragio capaz de inibir o
crescimento bacteriano, que foi realizado em triplicata.

Na avaliacdo da acdo moduladora da resisténcia
bacteriana em relagdo aos antibioticos, foi utilizada a
metodologia de microdiluigdo descrita no paragrafo anterior
e adaptada, onde o0 a solucdo preparada com a HFHECV em
concentracdo sub-inibitéria combinado a aminoglicosideos.
A atividade moduladora por determinada pela CIM dos
aminoglicosideos, onde todas as placas foram incubadas por
16-24h a 37°C, que foi realizado em triplicata, e em seguida
realizada a andlise estatistica ANOVA em software
GraphPad Prism 6.0. ).

RESULTADOS

A prospeccdo fitoquimica foi realizada para
identificar as classes de metabolicos secundéarios e em
seguida foi elaborada a tabela 1 onde verificamos presenca
de diversos compostos bioativos na fracdo do extrato
avaliado, como: Tanino, Flavonas, Flavondis, Xantonas,
Flavonondis, Leucoantocianidina, Catequinas e Terpenos.

Tabela 1. Prospeccéo Fitoquimica da fracdo hexanica no extrato hexanico de Cordia Verbenacea DC.

Produto Natural

Fenois

Taninos Pirogalicos
Antocianinas
Antocianidinas

Chalconas
Auronas
Flavononas

+ | Tanino Condensados

HFHECV -

+ | Flavonas

+ | Flavonois

+| Leucoantocianidinas

+ | Xantonas

+ | Flavononois

+ | Catequinas
Alcal6ides

+ | Terpenos

(+) presenca; (-) auséncia. HFHECV (Fragdo Hexanica do Extrato Hexanico de Cordia verbenacea DC.

Para os testes da atividade antibacteriana do
HFHECYV foi determinado um valor de CIM >1024 pg/mL,
para todas as linhagens bacterianas testadas (ATCC e
multirresistentes, Gram positiva e negativa). Sendo o valor
considerado significante clinicamente para uma CIM de <
256 pg/mL.

O gréfico 1 mostra a interferéncia da HFHECV sobre
a atividade dos aminoglicosideos, demonstrando que houve

uma reducdo da concentracdo de antibidtico quando
combinado com HFHECV em concentragdo sub-inibitéria
frente as linhagens bacterianas testadas. Apenas frente a
linhagem de Escherichia coli (EC27) e combinado com
amicacina ndo houve modulagdo, mostrando indiferenca
onde a analise estatistica demonstrou diferenca ndo
significativa.



Grafico 1. Atividade moduladora da resisténcia bacteriana frente a aminoglicosideos pela fracdo hexanica do extrato hexanico de

Cordia verbenacea (HFHECV).
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Compostos  fendlicos, incluindo taninos e
flavonoides, demonstraram o seu potencial terapéutico como
anti-inflamatério, anti-fangico, antimicrobianos, agentes
antioxidantes e de cicatrizaco de feridas ™.

Pesquisadores  relataram  sinergismo  entre
flavonoides e agentes antibacterianos convencionais contra
linhagens bacterianas resistentes, e outros tém examinado se

a atividade de flavonodides é bacteriostatica ou bactericida
(20)

O uso de extratos como agentes antimicrobianos
apresenta um baixo risco de aumento da resisténcia
microbiana a sua acdo porque sdo misturas complexas,
fazendo com que haja maiores dificuldades para
adaptabilidade microbiana @Y.

As combinagbes de produtos naturais com
aminoglicosideos apresentam atividade relevante por ser
uma alternativa promissora para a diminuicdo das CIMs dos
antibiéticos por minimizarem seus efeitos secundarios e
promovendo uma acgéo sinérgica, diminuindo assim a dose
necessaria para que se tenha um efeito terapéutico 2.

Os resultados mais favoraveis foram frente a S.
aureus possivelmente por se tratar de linhagem Gram-
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