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APRESENTACAO

O Brasil possui a maior diversidade bioldgica terrestre, e a maior parte
das espécies vegetais presentes na Amazonia e na Mata Atlantica ndo sao
conhecidas do ponto-de-vista farmacoldgico, biolégico, toxicolégico e quimico.
Por esse motivo, programas de triagem em grande escala de extratos vegetais
obtidos de plantas brasileiras tém sido implementados, entre eles, o do Nucleo

de Pesquisas em Biodiversidade da UNIP.

As pesquisas ocorrem em funcdo da necessidade de se introduzir novos
agentes antibacterianos no mercado, em particular que possam ser utilizados
em medicamentos de uso veterinario. Dos diversos micro-organismos
constantemente estudados, encontra-se Escherichia coli, que se destaca por
se tratar de uma bactéria Gram negativa cotidianamente presente na maioria
dos animais de sangue quente, incluindo humanos, animais de companhia e de
produgéo, por fazer parte de sua microbiota intestinal. Por consequéncia,
algumas cepas patogénicas tém gerado preocupacdo na saude publica e na
producdo animal, gerando prejuizos econémicos na suinocultura, avicultura e
pecuaria. O primeiro manuscrito apresentado neste trabalho oferece uma visao
geral do impacto de E. coli em animais de producédo e trds a luz a iminente

importancia dos produtos naturais como alternativa terapéutica.

Considerando os fatos expostos nesse estudo, fica evidente a
importancia de se pesquisar novos antibioticos, por isso, 0 segundo manuscrito
apresentado, aprovado para ser publicado no jornal Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (Qualis A2) e financiado pela Fapesp
(2010/09694-7), relata a triagem de mais de 1.700 extratos vegetais organicos

e aquosos da Extratoteca UNIP contra uma cepa de E. coli.

O udltimo manuscrito deste trabalho relata o estudo quimico
biodirecionado de um dos quatro extratos selecionados, cujos resultados

encontram-se no segundo manuscrito.



Visdo geral do impacto causado por Escherichia coli na producdo de
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the role of natural products as alternative veterinarian medicines
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Resumo

O Brasil € um dos maiores exportadores de produtos de origem animal. Porém, sua
producdo sofre impacto causado pela bactéria Escherichia coli, que é capaz de acarretar
prejuizos econdmicos inestimaveis e gerar preocupacdo a saude publica, na
bovinocultura, avicultura e suinocultura. A utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos
tanto no tratamento como aditivos melhoradores de desempenho zootécnico gera o
aparecimento de resisténcia bacteriana. Por conta disso, ha a necessidade de se
introduzir novos medicamentos que sejam eficazes e estejam dentro dos limites
maximos de residuo estabelecidos nacional e internacionalmente pelo mercado
consumidor. Diante deste fato, é imprescindivel que haja a busca racional de novos
antimicrobianos que apresentem eficacia e um baixo indice residual. Os compostos de
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origem natural sdo apontados como alternativas para serem usados na préatica

veterindria.

Palavras-chave: agropecuéria, Escherichia coli, impacto econémico, produtos naturais.

Abstract

Brazil is one of the biggest exporters of animal products. However, its production is
constantly being threatened by the bacterium Escherichia coli which can cause
economic losses and generate invaluable public health concern in cattle, poultry, and
swine culture. The indiscriminate use of antimicrobials in the treatment of farm animals
and their use as growth promoters lead to the appearance of bacterial resistance, but the
presence of drug residues is still a concern related to meat exportation. For that reason,
it is essential to rationally seek new antimicrobials of natural origin to be used in

veterinary practice.

Keywords: livestock, Escherichia coli, economic impact, natural product

Em pleno o século XXI, problemas de infeccbes causadas por bactérias sdo
constantes no cotidiano das grandes cidades e da vida no campo. Escherichia coli, uma
bactéria pertencente & familia Enterobacteriaceae, encontra-se na forma de bastonetes
Gram negativos e apresenta membrana externa composta de lipopolissacarideos (LPS).
Ndo forma esporos, pode ser moével ou imdvel, com metabolismo respiratorio
facultativo. Tem como habitat natural o trato intestinal da maioria dos animais de
sangue quente, incluindo os humanos e, por esse motivo, € encontrada nos dejetos
fecais. Apresenta a funcdo de impedir a colonizagdo de outros micro-organismos

patogénicos. Durante um longo periodo, E. coli foi considerada uma bactéria néo-



patogénica, porém, com o aprofundamento do conhecimento de sua estrutura genética,
verificou-se mecanismos de aquisi¢do de genes de viruléncia e resisténcia, 0 que passou
a ser motivo de preocupagdo e foco de pesquisas no que diz respeito a infeccoes
diarreiogénicas e extraintestinais. As diarreiogénicas sdo sublocadas em grupos que se
formaram de acordo com os sinais clinicos, como as ETEC (enterotoxigenic E. coli), as
AEEC (attaching and effacing E. coli) e as STEC (Shiga toxin-producing E. coli). A
classificacdo das cepas que causam infecgdes extraintestinais (denominadas EXPEC, de
modo geral) pode ser feita, segundo alguns autores, como UPEC (causam infeccdo
urinéria), SEPEC (causam septicemia) e APEC (causam infeccbes em aves).
Informagbes mais detalhadas da classificagdo podem ser encontradas em outras
publicacbes (QUINN, et al., 2005, KAWAKAMI, et al., 2009; MARIETTO-
GONCALVES, et al., 2007).

Entdo, a necessidade de se identificar e diferenciar as cepas comensais das
patogénicas passou a ser uma condi¢do importante para o diagndstico e tratamento de
doencas causadas pela Enterobacteriaceae, com énfase em animais.

Este trabalho tem como objetivo abordar, de modo geral, o impacto causado por
E. coli em animais de producéo no Brasil e trazer a luz a necessidade de se introduzir
novos métodos terapéuticos, enfatizando os fitoterapicos e produtos naturais, visto que,
além de grande exportador de produtos animais, o Brasil é considerado um celeiro de

potenciais medicamentos de origem vegetal.

E. coli e animais de producéo
Nas criagOes de suinos, bovinos e aves, os antibidticos s&éo comumente utilizados
como aditivos melhoradores de desempenho zootécnico, por aumentarem a conversao

alimentar e o desempenho no ganho de peso do animal. Como consequéncia, o controle



dos residuos dos medicamentos nos produtos finais, como carne, leite e ovos deve ser
controlado, segundo as normas dos paises importadores. Na Unido Europeia, 0 uso de
antibidticos como promotores de crescimento foi banido em 2006 (CASTANON, 2007;
EUROPEAN UNION, 2005). Além disso, cepas de E.coli que apresentam resisténcia
adquirida a medicamentos tém sido isoladas e identificadas em porcos (Boerlin et al.,
2005), aves (Gyles, 2008) e no gado (Cristancho, 2008). No Brasil é possivel avaliar, de

modo geral, o impacto causado por E.coli nos diferentes animais de producao.

Avicultura

O setor da avicultura industrial brasileira considera E. coli um importante agente
infeccioso, capaz de provocar inestimaveis prejuizos econémicos. Atualmente, o Brasil
é 0 maior exportador mundial de carne de frango e o terceiro maior produtor, com 12,2
milhdes de toneladas produzidas em 2010, movimentando aproximadamente US$1.782
por tonelada. Diante destes dados, é evidente a importancia e preocupagdo em impedir
que a colibacilose afete as granjas e provoque queda na producdo de ovos, perda da
qualidade de aves de corte (menor ganho de peso e crescimento afetado) e aumento nos
custos do tratamento (OLIVEIRA, 2011). E. coli do grupo das APEC, subgrupos O2,
021, 036, O50, O78, 088, 0119 e 0152 sdo prevalentes no territorio brasileiro
(GUASTALLL, et al., 2010). A colibacilose aviaria é uma infeccdo extra intestinal que
acomete galinhas, perus e patos, mas eventualmente podem contaminar gansos, passaros
domeésticos e selvagens (OLIVEIRA, 2011). Aves jovens, entre 4 a 9 semanas, S80 mais
susceptiveis a desenvolver problemas respiratorios, enquanto as adultas geralmente
apresentam o quadro de salpingite e/ou septicemia (CARDOSO, et al., 2002). Os poros

da casca do ovo sdo outra via de transmissdo, por ocorrer a penetracdo do micro-organismo,
infectando os pintinhos. Caso o embrido sobreviva nos primeiros dias, pode apresentar

septicemia ou crescimento deficiente. Estudos recentes mostram que a letalidade embrionéria
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geralmente ocorre devido a contaminacdo por cepas gque possuem mais que dois fatores de
viruléncia (MACHADO, et al., 2013). Em aves de postura infectadas pode haver transmisséo
vertical, por conta da proximidade das membranas do saco aéreo com o oviduto, ou de forma

ascendente, na qual a bactéria migra a partir da cloaca (GUASTALLLI, et al., 2010).A bactéria
tem como principal porta de entrada as vias aéreas superiores, a qual pode colonizar e
disseminar-se primeiramente na traqueia, migrando para 0s sacos aéreos e 0s demais
tecidos ao redor (ZANATTA, et al.,, 2004). Aves acometidas por outros micro-
organismos destruidores do epitélio respiratorio, tais como virus da bronquite
infecciosa, Mycoplasmasp., Pasteurella sp., Haemopyhilus sp., Pneumoviirus sp.,
tornam-se as mais susceptiveis (CARDOSO, et al., 2002).

A colibacilose aviaria apresenta alta morbidade e a bactéria alastra-se
rapidamente pelo corpo, ocasionando frequentemente quadros de septicemia, levando as
aves a oObito (CARDOSO, et al., 2002). O fator ambiental facilita a disseminagédo
bacteriana quando encontra um habitat propicio ao seu desenvolvimento, como em
granjas que nao apresentam desinfeccdo adequada, alta densidade populacional de aves,
temperatura ambiental elevada, ventilacdo deficiente e alta concentracdo de amonia, que
leva a destruicdo do epitélio ciliar da traqueia permitindo a colonizacdo na mucosa do
trato respiratorio (OLIVEIRA, 2011).

O tratamento da colibacilose tradicionalmente é feito com antimicrobianos tais
como ampicilina/eritromicina, espectonomicina, quinolonas, cefalexina, piperacilina,
clorofenicol, neomicina, tetraciclina/furazolidona e trimetropima/sulfametoxazol. Além
da administracdo dos antibidticos, ha necessidade de se corrigir o manejo da granja
visando as boas préaticas de higiene e criagdo, com o intuito de reduzir o estresse e

prevenir novas infecgdes (MORAILLON, et al., 2013).



Suinocultura

No Brasil, estima-se que 15 a 20% dos leitdes vém a Obito antes do periodo de
desmame, por consequéncia da diarreia causada pela enterobactéria. O principal agente
causador dessa enfermidade é a E. coli do grupo ETEC (RIBEIRO, et al., 2005), que
apresenta alta capacidade de desenvolver resisténcia na espécie suina, geralmente
causando sua morte (BACCARO, et al., 2002). Os leitdes sdo mais susceptiveis, devido
a baixa imunidade e a auséncia de barreira gastrica, 0 que possibilita a transmissao
materna e ambiental (GRENDENE & ROSSATO, 2011). A colibacilose acomete o0s
leitdes no periodo neonatal e apds o desmame, causando evolucao rapida dos sintomas
caracterizados por diarreia severa que evolui para hemo-concentracdo, acidose
metabdlica e 6bito (BACCARO, et al., 2002). O animal pode falecer entre 4 a 24 horas
apos a contaminacdo. Ha diversos protocolos de tratamentos antimicrobianos, tais como
cefalosporinas, aminogliosideos, aminociclitdis, polimixina, quinolonas e sulfas
associadas a trimetropina (SATO, 2013), mas existem alguns trabalhos que relatam a
utilizacdo de produtos naturais como agentes imunoestimulantes naturais oferecidos a
mée lactante em sua alimentacdo, como algas (LEONARD, et al., 2011), que apresenta
a funcdo de transmitir para o leitdo os anticorpos maternos e diminuirem a

susceptibilidade a infecgdes no desmame.

Bovinocultura

O Brasil é um dos maiores produtores e exportadores de carne bovina, e sua
producdo de leite e derivados é significante. A mastite ocasionada por E. coli causa
eventuais impactos negativos na economia do gado leiteiro, decorrentes da reducdo na
producdo, perda da qualidade do leite, altos custos dos servigos veterinarios e

medicamentos, queda no rendimento industrial e descarte precoce ou morte dos animais



(LANGONI, et al., 2011). Pesquisas realizadas nos Estados de S& Paulo e Minas
Gerais, influentes na producdo leiteira, estimaram as perdas pela doenca em
aproximadamente US$ 317,93/vacal/ano e 0S prejuizos em
US$20.611,32/propriedade/ano  (MARTINS, et al., 2010). O investimento em
programas de controle e profilaxia da mastite, bem como de introdugdo de novos
medicamentos, sdo de fundamental importancia (MARTINS, et al., 2010), e novas
terapias sdo necessarias. Além disso, produtos de origem animal — em particular seus
restos, como carcacas - tém sido submetidos a andlise de controle de qualidade
microbiano, visando ao controle de qualidade dos processos iniciais de abate e,
recentemente, verificou-se a presenca de E. coli em meias carcacas de bovinos de

exportacdo (CASAGRANDE, et al., 2013).

A biodiversidade brasileira caminha ao encontro da producéo de animais de corte

Importantes grupos de pesquisa brasileiros estudam E. coli sob aspectos clinicos
(COGGAN, et al., 2008), microbioldgicos (KREWER, et al., 2012; VICENTE, et al.,
2005), e de alimentos (SILVA, et al., 2001; ALEIXO e AVER, 1996), mas poucos
estudam a utilizacdo de produtos naturais como alternativas a terapéutica veterinaria de
grande porte.

A partir do quadro exposto, a necessidade de se introduzir novos agentes
antimicrobianos e imunomoduladores na préatica veterinaria € uma realidade. O Brasil é
um pais Unico no mundo, por ser aquele que apresenta a maior diversidade terrestre,
além de ser o um dos maiores exportadores de produtos agropecuarios. A busca pelo
equilibrio entre manter a floresta em pé e aumentar a eficacia produtiva agropecuéria € o
desafio natural e atual. Medicamentos fitoterapicos e homeopaticos, além dos produtos

naturais incorporados em medicamentos alopaticos como seu principio ativo ja estdo



sendo usados para animais de companhia e selvagens, bem como pesquisas comegam a
ser feitas com animais de producdo (BORATTO, et al., 2004). A procura por
medicamentos de origem vegetal, tanto fitoterapicos, como produtos naturais isolados,
tem recebido atencdo de pesquisadores, recentemente. Em uma pesquisa prospectiva
com mais de 1.700 extratos vegetais, foram identificados quatro, destes obtidos de
plantas amazoénicas capazes de inibir o crescimento de E. coli, in vitro (CAMARGO, et
al., in press). Esses extratos estdo sendo estudados quanto a sua composi¢do quimica.
Em outro estudo, extratos vegetais de alho, cravo, canela, pimenta, tomilho e os
compostos cinamaldeido e eugenol incorporados na racdo na concentracdo de 500 ppm
foram submetidos a estudos sobre os mecanismos de acéo relacionados a estimulacao da
digestdo, as alteragBes da microbiota intestinal e a imunomodulagdo em leitBes
(UTIYAMA, et al., 2006). Embora os autores ndo tenham identificado melhora na
frequéncia de diarreia nos leitGes, ndo é possivel verificar no artigo como os extratos
vegetais foram obtidos, nem a proporc¢éo de cada extrato na formulagdo, nem determinar
quantidade dos produtos isolados cinamaldeido e eugenol presentes na formulacao,
além de terem escolhido uma maneira de administrar que interferiu no paladar dos
animais, visto que os produtos escolhidos sdo altamente ricos em compostos aromaticos
de origem terpenoides e fenilpropanoides.

Setenta e nove amostras de E. coli isoladas de fezes de aves e bovinos foram
analisadas frente a diversos antibacterianos e 6leos essenciais obtidos comercialmente.
Foram determinadas as concentra¢des inibitérias minimas em microdiluicdo em caldo e
verificou-se que o 6leo essencial de orégano foi o mais eficaz (831,4 pg ml™)
(SANTURIO, et al., 2011); futuras pesquisas incorporando os 6leos na alimentacdo dos
animais devem ser feitas, segundo os autores. Produtos naturais tém sido usados

promotores de crescimento de frangos e suinos. O extrato vegetal Citrus maxima



(pomelo), associado a racdo de frangos de corte, demonstrou melhora no desempenho
alimentar e na conversdao alimentar, maximizando o desempenho dos frangos de corte
(GABRIEL JUNIOR, et al., 2009). Uma férmula baseada em medicamentos vegetais
da medicina chinesa, denominada de Xiang-Qi-Tang foi usada no tratamento de aves
com colibacilose induzida por E. coli do grupo das APEC. Segundo os autores, houve 0
aparecimento de efeitos protetores relacionados a mecanismos anti-inflamatérios e anti-
trombdticos (He, et al., 2011). Em aves, um composto derivado de alho (Allium
sativum) denominado propil-propano-tiossulfonato foi administrado a frangos de corte
para avaliar a diminuicdo de enteropatdgenos em seu intestino, e observou-se que houve
a diminuicdo dos patdgenos (PEINADO, et al., 2012).

Embora haja esfor¢cos em se utilizar medicamentos a base de plantas como
alternativa aos antibidticos tradicionais em Veterinaria de grande porte, as pesquisas sao

ainda excipientes, tanto no Brasil como no exterior.

Concluséo

O presente trabalho teve como objetivo abordar, de modo geral, a importéncia de
Escherichia coli, bactéria cuja patogenia apresenta alto impacto na pecuéria, setor da
economia que suporta a balanca comercial do Brasil ha anos, e a0 mesmo tempo
ressaltar a importancia dos produtos naturais antibacterianos extraidos de plantas
brasileiras como celeiro de novas descobertas na Veterinaria de grande porte. O Brasil €
0 Unico pais no mundo onde é possivel que haja a formacdo de uma interface gerada por
dois potentes setores, 0 da pecuéria e o da biodiversidade, de onde pode resultar no
aprimoramento da criacdo de animais de corte, a0 mesmo tempo em que se busca

conhecer e contribuir para a preservacdo da biodiversidade brasileira.
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Situacao do artigo em relagéo a revista

O artigo “Visao geral do impacto causado por Escherichia coli na
producao de animais de corte no Brasil e o papel dos produtos naturais
como medicamentos veterinarios alternativos”, parte integrante desse
trabalho, foi submetido & apreciacdo da Revista Ciéncia Rural e de acordo com
as sugestbes dos autores da revista foi modificado e serd reenviado para

nova analise.
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Tipo de manuscrito: Comunicacao

Anti-Escherichia coli activity of Brazilian plant extracts. New trends in Veterinary
research

Atividade anti-Escherichia coli de extratos de plantas brasileiras. Novas tendéncias em
pesquisa veterinaria

Camargo, L.R.P.*; Suffredini, I.B."*

Graduation Program in Veterinary and Centre for Research in Biodiversity, Paulista
University-UNIP, Av. Paulista, 900, 1° andar, Bela Vista, S&o Paulo, SP, 01310-100.
Fone: (11) 3170-3776, FAX: (11) 3170-3978. Email: liviarpcam@uol.com.br

Resumo

Escherichia coli € uma bactéria presente no trato intestinal de animais de sangue
quente, entretanto, a perda do equilibrio em sua relacdo com o hospedeiro pode causar
doencas que levam a perdas econémicas, quando se trata de animais de producédo e
perdas incalculaveis, quando se trata de animais silvestres. O presente estudo testou
diversos extratos aquosos e organicos, obtidos de plantas da Amazonia brasileira, contra
Escherichia coli (ATCC 25922). Usando o ensaio de disco difusdo em agar Mueller-
Hinton (DDA), foram testados 1791 extratos quanto a sua atividade antibacteriana. Os
extratos que mostraram halo de inibicdo de crescimento bacteriano foram testados no
modelo da microdiluigdo em caldo (MDB) contra uma suspensao bacteriana preparada
na escala de 0,5 McFarland para determinacéo da concentracéo inibitéria minima (CIM)
e concentracdo bactericida minima (CBM). Dois extratos organicos (EB 127 e EB725) e
dois extratos aquosos (EB 272 e EB 934) testados inibiram o crescimento bacteriano no
modelo DDA. O extrato organico EB127, obtido de Microplumeria sp., apresentou CIM
e CBM>700mg/mL; o extrato aquoso EB272, obtido de Casearia sp., apresentou
CIM=CBM=600mg/mL; o extrato organico EB725, obtido de Buchenavia sp.,
apresentou CIM=CBM=<400mg/mL; e o extrato aquoso EB934, obtido de Caryocar sp.,
apresentou 400mg/mL<MIC<700mg/mL. Os extratos ativos apresentaram potencial

para serem utilizados como antibidticos de uso veterinario, em animais acometidos por

" Correspondiong author: I.B.S. Nucleo de Pesquisas em Biodiversidade, Laboratorio de Extracao,
Universidade Paulsita — UNIP, Av. Paulista, 900, 12 andar, Bela Vista, Sdo Paulo, SP, Brazil, 01310-100.
Phone; +55 11 3170-3776; FAX: +55 11 3170-3978. Email: ibsuffredini@yahoo.com.br
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infeccdes causadas por E. coli. Embora um passo importante tenha sido dado para o
desenvolvimento de novos farmacos de uso veterinario, € fundamental que estudos
referentes a atividade farmacologica, toxicoldgica e a composicdo quimica destas

espeécies sejam executados em um futuro préximo.

Palavras-chave: Escherichia coli, extratos vegetais, patogenicidade

Abstract

Escherichia coli is a bacteria present in the intestinal tract of warm-blooded
animals, however, loss of balance with the host, may lead to illnesses that can cause
economic losses, particularly in farm animals, and a inestimable loss when related to
wild animals. This study aims to test thousands of aqueous and organic plant extracts
obtained from Amazonian Brazilian plants against Escherichia coli (ATCC 25922).
Using the disk diffusion assay, in Mueller-Hinton Agar (DDA), more than 1700 extracts
were tested for their antibacterial activity. The extracts that showed a growth inhibition
zone, which indicated a selective anti-Escherichia activity, were tested in microdilution
broth assay (MDB) against bacterial suspension at 0.5 McFarland in order to determine
their minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal
concentrations (MBC). Two organic (EB 127 and EB725) and two aqueous (EB 272
and EB 934) out of 1791 plant extracts were inhibited bacteria growth in DDA. EB127,
obtained from Microplumeria sp., showed MIC and MBC>700mg/mL; EB272,
obtained from Casearia sp., showed MIC=MBC=600mg/mL; EB725, obtained from
Buchenavia sp., showed MIC=MBC<400mg/mL; and EB934, obtained from Caryocar
sp. presented 400mg/mL<MIC<700mg/mL. The active extracts showed potential to be
used as drugs against veterinarian diseases, especially those related to production
animals, wild animals or pets that are caused by E. coli. Although a large step has been
reached, it is fundamental that further analyses related to their toxicity, pharmacology

and chemistry is made in the near future.

Keywords: Escherichia coli, plant extracts, pathogenicity.

Escherichia coli is a widely known infective Gram negative bacteria found in

the intestine of hot blood animals. Most E. coli strains are low-virulent, however they
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may cause opportunistic infections in individuals, particularly in immunossuppressed,
malnourished, new-born and elderly ones, when they are exposed to a focus of infection
(Markey et al., 2005). Livestock, wild animals and pets are constantly exposed to E.
coli, causing emotional disorder and economic loss to the owners (Carlton and
McGavin, 1998). Moreover, E. coli strains showing resistance to commonly used
antibiotics were isolated from wild animals (Carvalho et al., 2012), and demonstrate the
impact of chemicals in the nature. An up-to-date issue highlights the use of plants in
substitution to wide-used antibiotics (Wiest et al., 2009; Avancini et al., 2000).

Research aiming the identification of new antibiotics from nature is traditionally
developed around the world and a wide range of chemicals have been isolated,
identified and approved by important organs as Food and Drug Administration-USA
(Newman and Cragg, 2012). Brazil is a rich country, in terms of its biodiversity
(Azevedo, 2003). For that reason, a program aiming the identification of plant extracts
that may provide new chemical compounds to be used as antibiotics to animals was
established. So, 1791 plant extracts were tested for their antibacterial activity against
Escherichia coli ATCC 25922, using classical antibacterial assays, as microdilution

broth and disk diffusion assays.

Plants were collected in the Amazon rain forest* and were dried in air-circulating
incubator, ground in a hammer-mill and 24h macerated with a mixture of
dichloromethane and methanol (1:1), followed by a 24h maceration with water.
Solvents were removed under vacuum and storage at -20°C until use, so, an organic
extract and a aqueous extract were obtained from each plant material. Dry extracts were
ressuspended in dimethylsulfoxide 50% and aqueous extracts, in distilled water, at a
concentration of 200 mg/mL (Suffredini et al., 2006a). Antibacterial assays were done
in sterile conditions, described as follows.

Disk diffusion assay (DDA) was performed to identify antibacterial extracts.
Mueller Hinton Agar (MHA) was prepared according to the manufacturer, and was used
to bacteria growth and maintenance. Escherichia coli ATCC 25922, obtained from fresh
colonies, were surface-inoculated to MHA Petri dishes at a concentration of 0.5
McFarland (Suffredini et al., 2004). Sterile paper discs measuring 6 mm diameter were

equally distributed on the agar surface, and 10 pL of each extract were added to a single

! Under license of Brazilian Government (12a/2008), IBAMA/MMA and CGEN/MMA.

20



paper disc. Chlorhexidine (CHX) 0.12%, 1% and 2% were used as standard drugs. Petri
dishes were taken to incubator at 36°C, for 24h. After that period, the presence of
growth inhibition zone was observed. The active extracts were re-tested in triplicate, in
order to confirm antibacterial activity, and growth inhibition zones were measured with
a caliper rule. One-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test were used to
analyze differences among means (p<0.05), in DDA (GraphPad Prism 5.0).

The selected active extracts were tested in microdilution assay (MDC), in order
to have their minimal inhibitory and minimal bactericidal concentrations (MIC’s and
MBC’s) determined. Mueller-Hinton broth (MHB) medium was prepared according to
the manufacturer, in sterile conditions. Fresh colonies of the same E. coli were used to
prepare a bacterial suspension having 0.5 McFarland. So, 190 pyL of the suspension
were distributed in the wells of a round-bottom 96 well-microplate. Ten uL of different
concentrations of extracts/standard drugs were added to the wells in duplicates, and the
microplates were incubated at 37 °C, for 24h. Chlorhexidine 0.12%, 1% and 2% were
used as standard drugs. After that period, the presence or absence of turbidity was
observed for each well. All wells were subcultured in order to have MIC’s (lowest
concentrations shown a lack of turbidity, but bacteria growth in subculture) and MBC’s
established (lowest concentrations shown a lack of turbidity, and no bacteria growth in
subculture) (Suffredini et al., 2006b).

Four out of 1791 plant extracts showed a significant anti-Escherichia coli
activity in DDA (Tab.1): EB 127 (obtained from Microplumeria anomala,
Apocynaceae), EB 272 (obtained from Casearia spruceana, Flacourtiaceae), EB 725
(obtained from Buchenavia sp., Combretaceae) and EB934 (obtained from Caryocar
var. microcarpum, Caryocaraceae). Differences among growth inhibition zones (Tab. 2)
originated from four extracts (EB 127, EB 272, EB 725, EB 934) and three standard
drugs (CHX 0.12%, CHX 1% and CHX 2%) are significant (F41)=330.1; X*=0.9826;
p<0.0001). EB 127, EB 272 and EB 725 showed to be less active than CHX 1% and
2%, but showed a significant activity when compared to CHX 0.12% (p<0.001). Extract
EB 934 showed an extremely significant activity in relation to CHX 0.12% and 1%
(p<0.001), and a similar activity if compared to CHX 2% (p>0.05).

Table 1. Botanical information relative to the plant extracts that showed significant
antibacterial activity against Escherichia coli ATCC 25922.
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Collection Extract
number Family Species number
PSC 136 Apocynaceae | Microplumeria andmala EB 127

AAO 3330 |Flacourtiaceae | Casearia spruceana EB 272

AAO 3379 |Combretaceae | Buchenavia sp. EB 725

AAO 3505 | Caryocaraceae | Caryocar cf. microcarpum EB 934

Table 2. Results obtained from the disk diffusion assay done with for extracts (EB 127,
EB 272, EB 725 and EB 934) and three standard drugs (CHX 0.12%, CHX 1% and
CHX 2%) against Escherichia coli ATCC 25922. One-way ANOVA and Tukey’s
multiple comparison test were used to analyze differences among means (p<0.05).

EB 127 | EB 272 EB 725 | EB 934 |CHX0.12% CHX1% CHX2%
Minimum 7.000 7.000 7.000 13.85 0.0 11.00 12.35
25% Percentile 7.263 7.225 7.300 13.85 0.0 11.30 12.61
Median 7.975 7.600 7.650 13.95 0.0 11.88 13.00
75% Percentile 8.750 8.000 8.438 14.08 0.0 12.25 14.96
Maximum 8.900 8.000 8.550 14.30 0.0 13.00 15.00
Mean 7.983 7.583 7.775 13.98 0.0 11.86 13.50
Std. Deviation 0.7380 0.4355 0.5973 0.1693 0.0 0.6785 1.167
Std. Error 0.3013 0.1778 0.2438[ 0.06912 0.0 0.2770| 0.4766
Lower 95% ClI 7.209 7.126 7.148 13.81 0.0 11.15 12.27
Upper 95% CI 8.758 8.040 8.402 14.16 0.0 12.57 14.73

MIC’s and MBC’s related to the four extracts were assessed. EB 127, obtained
from Microplumeria sp. showed MIC and MBC>700mg/mL; EB 272, obtained from
Casearia sp., showed MIC=MBC=600mg/mL; EB 725, obtained from Buchenavia sp.,
showed MIC=MBC<400mg/mL; and EB 934, obtained from Caryocar sp. presented
400mg/mL<MIC<700mg/mL.

In the present report, it was observed that most of our plants did not show
antibacterial activity, but only four out of 1791 plant extracts. According to our
experience, plants are more likely to be effective against Gram positive bacteria, such as
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis or Streptococcus spp, than against Gram
negative ones, such as E. coli. Results show that all four extracts are likely to be tested
in further antibacterial and toxicological assays, and are going to be chemically studied,
in order to track for major active compounds. Both DDA and MDBA results show that

EB 934 is the most promising extract, while the other three extracts showed a similar
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level of activity, barely compared to those observed for CHX1% and CHX2%. Further
work is being carried out in this direction.

The present study showed the first steps into the discovery of new chemicals to
fight animals’ infectious diseases, obtained from the Brazilian Amazon rain forest. The
four active extracts here identified as showing activity against E. coli were never studied
before, in terms of its biological or chemical profiles. The present results will support
our future work aiming the evaluation of the anti-E. coli activity of the four active plant

extracts against clinical isolate E. coli strains, obtained from wild animals.
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Resumo

Escherichia coli € um dos principais patdogenos envolvidos em doencas
animais. A necessidade de se introduzir novas ferramentas para enfrentar as
doencas — em particular aquelas causadas por patdégenos multirresistentes —
causadas por Escherichia coli em animais de producdo, de companhia e
selvagens é grande, em Medicina Veterinaria. O Brasil tem um papel
importante na busca por novos farmacos antimicrobianos de origem natural. O
extrato bruto obtido de Microplumeria anomala mostrou atividade contra
diferentes cepas de E. coli e foi fracionado com a finalidade de se identificar o
composto ativo. EB127 e suas fracfes e compostos isolados foram testados no
ensaio da disco difusdo em agar (DDA) e na microdiluicdo em caldo (MDA). .
EB127 se mostrou eficaz contra cepa 31/1A e 35A de E. coli no ensaio da
DDA, quanto comparado com a cepa ATCC25922, mas se mostrou menos
efetivo contra a cepa 51A. Além disso, as fracbes HexResCHCIl; e
10%ACNResH,O parecem estar diretamente envolvidas com a atividade
antibacteriana de EB127. A fracdo HexResCHCI; mostrou-se a Unica ativa
contra E. coli 35A, 10%ACNResH,O mostrou-se ativa contra E. coli 51A e
ambas as fracBes parecem estar envolvidas com a atividade antibacteriana
contra E. coli 31/1A. Trabalhos ainda devem ser feitos, de modo a se identificar
outros compostos presentes em EB127. O Lupeol, que foi isolado das fracdes
apolares de EB127, parece nao ter envolvimento na acdo antibacteriana de
EB127 contra a cepa de E. coli ATCC 25922.

Palavra chave: Escherichia coli, Microplumeria anomala, antimicrobianos
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Abstract

Escherichia coli is one of the main pathogens involved in animal diseases. The
introduction of new weapons to fight infections — in particularly those involving
resistance - caused by E. coli in livestock, as well as pets and wild animals is
urgent in Veterinary. Brazil is playing an important role in the search for new
natural antibacterial antibiotics. The crude extract obtained from Microplumeria
anomala showed activity against different strains of E. coli and was fractionated
in order to identify active compounds. EB127 and its fractions and isolated
compounds were tested in the disk diffusion assay (DDA) and in microdilution
broth assay (MDA). EB127 showed the same efficacy against E. coli strains
31/1A and 35A in DDA, when compared to ATCC25922, but to be less effective
against 51A. Also, fractions HexResCHCI3 and 10%ACNResH20 seem to be
involved in the antibacterial activity of EB127. Fraction. HexResCHCI3 was the
only one showing antibacterial activity against E. coli 35A, 10%ACNResH20
showed activity against E. coli 51A and both fractions seem to play a significant
role in the antibacterial activity related to E. coli 31/1A. Further work involving
the chemical profile of EB127 is needed so far. Lupeol, which has been isolated
from apolar fractions, did not show activity against E. coli ATCC 25922.

Key words; Escherichia coli, Microplumeria anomala , antimirobial
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1 Introducéo

A biodiversidade brasileira € mundialmente reconhecida por possuir um
vasto acervo bioldgico. De acordo com a Conservation International, no Brasil
encontra-se 20% da totalidade de espécies do mundo, sendo que apenas a
Floresta Tropical Amazonica detém 17% da biodiversidade do pais (Suffredini et
al., 2006; Azevedo, 2003). Diante desta riqueza biologica, pesquisadores se
empenham em descobrir e estudar novas espécies da fauna e flora.
Atualmente, os extratos vegetais vem sendo cobicados pela industria
farmacéutica, pois a procura de novos principios ativos torna-se cada vez mais
necesséria, em funcdo do aparecimento de resisténcia microbiana (Dolejska et
al., 2008). Escherichia coli € uma bactéria Gram negativa encontrada na
microbiota intestinal da maioria dos animais de sangue quente. Muitas
linhagens de E. coli sdo consideradas de baixa viruléncia, porém infeccdes
oportunistas podem se desenvolver em individuos imunossuprimidos,
desnutridos, neonatos e idosos, quando expostos a grande quantidade de
patdbgenos, o que acaba por provocar o seu desequilibrio no organismo,
podendo acarretar doencas entéricas ou extra intestinais irreversiveis (Quinn,
et al, 2005). Essa bactéria tem se destacado por ocasionar prejuizos
econdmicos inestimaveis na producao animal, provocando queda da producéo,
aumento dos gastos com tratamento, levando animais a Obito e até a
condenacdo do lote (Langoni et al., 2011). Os animais selvagens e de
companhia também podem ser acometidos por doencgas provocadas por E. coli,
que eventualmente causam rapidamente o 6bito do animal, sem apresentar

sinais clinicos (Carlton e McGavin 1998; Knobl, et al, 2008; Lara et al., 2008).
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Perante os fatos, estudos referentes a identificagdo de novos agentes
antimicrobianos de origem natural podem gerar a descoberta de novas
moléculas a serem usadas no tratamento de doencas infectocontagiosas que
tenham E. coli como agente patogénico. Sendo assim, 1791 extratos vegetais
foram testados contra E. coli. Desses, quatro extratos brutos ativos
apresentaram-se potencialmente ativos (Camargo e Suffredini 2013, in press),
porém, como pouco se conhece sobre a farmacologia e a quimica desses
extratos, pesquisas mais aprofundadas que identifiquem os compostos ativos ,
sdo necessarias. Dentre os extratos, destaca-se a espécie Microplumeria
anomala, também conhecida como Aspidosperma anomalum (Mdll. Arg.) e

Cylindrosperma__anomalum (Mull. _Arg.) Ducke, pertencente a familia

Apocynaceae. Diversas espécies sao conhecidas popularmente por
“‘guatambu” ou “peroba”, entre Aspidosperma, (Goncalves, 2006). Em algumas
regidbes da Amazonia os nativos utilizam a casca de uma determinada espécie
de Aspidosperma para tratar malaria (Azevedo et al., 2012). Ainda ha poucos
estudos referentes a M. anomala, mas jA se sabe que ha a presenca de
glicosideos, triterpenos e alcaloides (Pinto e Ferreira, 2012; Suffredini et al.,
2002; Cordell, 1998). Pesquisas realizadas por Cordell (1998) mostram a
presenca de alcaloides inddlicos, extraidos da casca de M. anomala coletada
as margens do Rio Negro, identificados como anomalina, 12-O-
methylanomalina e demethoxylanomalina.

O presente estudo teve como objetivo o aprofundamento das analises
guimicas do extrato bruto de M. anomala, bem como avaliar a atividade

antibacteriana do extrato e suas fragbes contra quatro cepas de E. coli.
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2 Materiais e Métodos

2.1. Coleta de material botanico, producéo e estocagem de extratos.

A coleta de material botanico foi feita na regido Amazonica, sob licenca
do IBAMA/CGen/MMA. Uma exsicata do material encontra-se depositada no
Herbério UNIP [PSC, 136, (UNIP)]. O extrato foi obtido por maceracdo de 24
horas, utilizado primeiramente a mistura de solventes compostos por metanol e
diclorometano (1:1) (Merck) e &gua estéril (Milli-Q, Millipore). Por se tratar de
um extrato organico, foi evaporado a pressao reduzida (Buchii) (Younes et al,
2007).

2.1.1. Preparo das amostras e substancias de referéncia.

Para ser empregados nos experimentos, o extrato, suas fracdoes e o
composto isolado foram diluidos em dimetilsulfoxido 50% (DMSO50) em varias
concentragbes, a fim de se obter as concentragdes inibitdrias minimas e
concentragfes bactericidas minimas. Para a andlise de disco difusdo em &gar,
as amostras foram testadas na concentracdo que foram preparadas, e para o
ensaio da microdiluicdo em caldo, as amostras foram diluidas 20 vezes durante
0 experimento, por conta dos procedimentos. Foram usados doxiciclina,
ampicilina, tetraciclina e enrofloxacina, obtidos de medicamentos veterinérios
encontrados no mercado, como compostos padrdo. O gradiente de diluicdo
empregado para todas as amostras foi de Y.

2.2. Preparacao dos meios de cultura

Meio Mueller—Hinton agar (MHA) e Miueller-Hinton caldo (MHC) foram
preparados conforme instru¢des do fabricante, em condi¢des estéreis.

2.2.3. Cepas bacterianas
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Foram utilizadas bactérias pertencentes a espécie Escherichia coli
ATCC 25922, obtidas de culturas frescas de 24 horas, cepas de Escherichia
coli 31/1A, 35A e 51A obtidas da cloaca de aves marinhas (gentilmente cedidas
pela Profa. Dra. Vania Maria de Carvalho), as quais apresentavam os genes de

viruléncia e resisténcia bacteriana, demonstrados na tabela 1.

Tabelal: Caracteristicas genéticas relevantes das trés cepas de Escherichia

coli, coletadas de cloaca de aves marinhas.

Genes de N° Cepa
Viruléncia 31/1A 35A 51A

papC +

fyuA

+ |+ |+
1

iucD

ibeA

malX

traT

colv

iroN

Ompt

hlyF

ISS

||+ |+ |+ ]+ ]+

4+ [+ |+ [+ [+ ]+

iutA

Resisténcia
a Amp., Amo., X Amp., Amo., Tet.,
antibioticos Cef. Fluorq., Sulfa. + Trim

Legenda: Amo. = amoxicilina; Cef = cefalexina; Amp.= Ampicilina; Tet.= tetracilina; Fluor.
Fluorquinolona; Sulfa.=sulfametoxazol; Trim.= trimetoprim; ATBC =antibibtico; + =h& a presenca do gene

de viruléncia; - = ndo ha a presenga do gene de viruléncia; X= sensivel a antibiéticos.

2.2.4 Ensaio da disco difusdo em agar

Culturas frescas de cada uma das cepas de E. coli foram cultivadas em
meio MHA. Para cada cepa foram preparadas suspensfes bacterianas a 0,5
Mc Farland em soro fisiolégico, que foram usadas para a analise de disco

difusdo, empregando-se swabs estéreis para se fazer a semeadura em
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superficie de placas de Petri de 120 mm de didmetro (Suffredini et al., 2004).
Discos estéreis de papel filtro de 6 mm de diametro (Cefar) foram distribuidos
sobre a placa de Petri. As amostras foram analisadas em triplicata. Para isso,
foram colocados 10 pL sobre cada um dos trés discos. As placas foram
colocadas em uma estufa a uma temperatura 36°C, por 18-24 horas. Apos este
periodo, foi avaliada a atividade antibacteriana pela formacédo de um halo de
inibicdo ao redor do disco, que foram medidos com auxilio de um paquimetro
(Caliper Rule).

2.3. Ensaio da microdiluicdo em caldo

As amostras que apresentaram atividade no ensaio da disco difusao em
agar foram submetidas ao teste da microdiluicio em Mdueller-Hinton caldo
(MDC). Colénias frescas de E. coli foram obtidas e utilizadas para o preparo da
suspensao bacteriana a 0,5 Mac Farland, preparadas em MHC. Foram
adicionados 190 pL da suspenséo feita em soro fisiol6gico em cada poco da
microplaca de 96 pocos e adicionados 10 pL de diferentes concentracdes das
amostras em cada poc¢o, em duplicata. Por medida de controle experimental,
alguns pocgos foram reservados para controle positivo (meio inoculado sem
tratamento) e controle negativo (meio sem inoculo e sem tratamento).

Para 0s ensaios, as amostras foram diluidas em dimetilsulféxido 50%.
ApOs este procedimento, as placas foram identificadas, tampadas e colocadas
em estufa a 36 °C, por 24 horas. Como amostra padrao, foram utilizados
antimicrobianos frequentemente utilizados no mercado pet, tendo sido testados
em MDC para determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) e a
concentracéo bactericida minima (CBM). Cada antibiotico foi diluido de acordo

com sua concentragao descrito na bula, usando o diluente do fabricante, como
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segue: a doxiciclina foi diluida a partir de 46mg/mL, ampicilina a partir de
20mg/mL, tetraciclina a partir de 50mg/mL e enrofloxacina a partir de
100mg/mL. Nos ensaios de MDC, os antibi6ticos foram diluidos 20 vezes.

Os resultados foram avaliados através da realizacdo de sub-cultura em
placas de Petri preparadas com meio Mieller-Hinton agar, de modo que
quadrados delimitantes foram desenhados no lado de fora da placa e
identificados. Em cada quadrado identificado foi feito o espalhamento do caldo
contido nos pocos em analise. Apds este procedimento, as placas foram
tampadas e colocadas em uma estufa a 36°C, por 24h. Por meio deste método,
foi possivel confirmar a eficicia da atividade antibacteriana das amostras e se
determinar as concentracdes inibitérias minimas (CIM) e as concentracdes
bactericidas minimas (CBM) para cada uma.

2.4. Analises estatisticas

As andlises estatisticas para o ensaio da disco difusdo em agar foram
realizadas por andlise de varidncia Anova de uma entrada, com teste posterior
de Tukey (GraphPadPrism). Os resultados foram considerados significativos se
p<0.05.

2.5. Fracionamento do extrato.

O extrato organico EB127 foi submetido a parti¢cdo liquido-liquido (figura
2) para obter os residuos cloroférmico (CHCI3), butandlico (BuOH) e aquoso
(H20). O extrato foi ressuspendido em metanol (MeOH) 90%, para ser
submetidos a extracdo sucessiva com CHCI; e BUOH. As fases cloroformica e
butanolica resultantes foram evaporadas a temperatura ambiente na capela e a
fase aquosa foi congelada e posteriormente liofilizada para remocao da agua,

obtendo-se o0s respectivos residuos. O residuo cloroférmio do extrato foi
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submetido a cromatografia em coluna (CC) usando como fase estacionaria
Sephadex LH-20 e como fase mdvel os solventes hexano (Hex), diclorometano
(DCM) e metanol (MeOH), visando a obtencéo de 3 novas frages de diferente
polaridade como esta representado na figura 2. Os residuos BUuOH e aquoso
foram submetidos a cromatografia em coluna usando como fase estacionaria
silica de fase reversa C-18 e como fase movel a mistura de solvente
acetonitrila  (ACN):agua (H.O) 0.1% de &cido trifluoroacético (TFA), na
proporcdo de 10%, 50% e finalmente MeOH100%, obtendo-se trés novas
fracbes para cada residuo (BuOH e aquoso); no final foram obtidas nove
fracOes do extrato, para serem avaliadas biologicamente (Castilho et al., 2013).

O fracionamento das fragdes Hex e DCM foi feito por cromatografia em
coluna (CC) usando como fase estacionaria silica gel fase normal e como fase
moével a mistura de Hex, acetato de etila (AcOEt) e MeOH de polaridade
crescente, apols esse fracionamento. As fracfes obtidas serdo cromatografadas
em camada delgada analitica (CCD) e reveladas com acido sulfarico (H2SO,)
20% seguido de aquecimento, com o intuito de reunir as fracbes similares. As
fracOes reunidas que apresentarem uma mancha so6 serdo consideradas como
isoladas e as fragbes que apresentarem duas ou mais manchas serao
submetidos a CCD preparativa, para o isolamento de cada mancha presente na
fracdo, uma vez obtidos estes resultados as amostras que por CCD
apresentem uma mancha s6 serdo enviadas para analises por ressonancia
magnética nuclear (RMN) para a elucidacdo ou identificacdo da molécula

correspondente (Castilho et al., 2013).
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2.6. Obtencédo do perfil cromatografico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) da fracdo MeOH de CHClIs3, das fracdes do residuo BUOH e
aguoso (anexos la 14).

As fracbes mais polares foram analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), ja que amostras muito polares s6 podem ser trabalhadas
em silica de fase reversa, do contrario perderiamos amostra, por essa razao foi
realizado o perfil cromatografico em CLAE. As amostras foram pesadas (1mg),
solubilizadas em MeOH (2 mL) (com poucas mudancas ) e filtradas com filtros
Millex™ JBR13LCR1 da Millipore (0,45 pM). O sistema de eluentes foi A: 4gua
0,1% de TFA, B: acetronitrila de grau HPLC, filtrado com filtro Phenex Filter
Membranes (AFO-0504) de Nylon (0,45 puM) de 47 mm de diametro, a corrida
cromatografica foi em sistema gradiente: To_5= 5% de B, Ts_35= 5% de B até
100% B, T35-.40= 100% de B, T40_50= 100% de B até 5% de B, Tso_.55= 5% de
B, no cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da Agilent, com detector
UV (254 nm) e detector DAD, volumem de injecao foi de 20 pL.

2.7 Ressonancia magnética nuclear

Lupeol (figura 2) foi isolado como um sélido esbranquigado, amorfo das
fracdes hexano e diclorometano, e levado a andlise em ressonancia magnética
nuclear (Bruker) de hidrogénio (500 MHz) e de C'? (125 MHz), diluido em
cloroférmio deuterado (Tedia Brasil) (anexo 15).

Lupeol - White powder (210.4 mg). *H NMR (CDCls): & 0.77 (Me-24, s),
0.79 (Me-28, s), 0.84 (Me-25, s), 0.96 (Me-27, s), 0.98 (Me-23, s), 1.04 (Me-26,
s), 1.69 (Me-30, s), 2.39 ( H-19, ddd J=11.16, 11.16, 5.71), 3.20 (H-3a, dd
J=11.42, 4.67), 4.58 (H-29a, m), 4.70 (H-29b, m). 3C NMR (CDCls): & 14.55 (C-

27), 15.36 (C-24), 15.98 (C-26), 16.11 (C-25), 18.01 (C-28), 18.32 (C-6), 19.31
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(C-30), 20.94 (C-11), 25.16 (C-12), 27.43 (C-2, 15), 27.99 (C-23), 29.86 (C-21),
34.29 (C-7), 35.59 (C-16), 37.18 (C-10), 38.07 (C-13), 38.72 (C-1), 38.86 (C-4),
40.01 (C-22), 40.85 (C-8), 42.84 (C-14), 43.00 (C-17), 47.99 (C-19), 48.32 (C-
18), 50.46 (C-9), 55.31 (C-5), 79.02 (C-3), 109.31 (C-29), 150.98 (C-20)

(Mahato et al., 1994).

36



Resultados

Na figura 1 estdo representados os resultados referentes a atividade
antimicrobiana de EB127 contra as quatro cepas de E. coli estudadas. EB127
mostrou-se tao eficaz contra as cepas 31/1A e 51A quanto para a cepa

ATCC25922 (p>0.05), mas mostrou-se menos eficaz contra a cepa 35A

(p<0.01).

zona de inibicdo de crescimento [mm]

Figura 1. Resultados obtidos do ensaio da disco difusdo em agar, no
qual o extrato bruto EB127 obtido de Microplumeria anomala foi testado contra
quatro cepas de Escherichia coli. Diferencas estatisticas foram obtidas a partir
de analise de variancia do tipo ANOVA de uma entrada, com andlise posterior

de Tukey. Significancia p<0.05.
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A figura 2 representa o fluxograma usado para obtencéo das fragbes do

extrato bruto EB127.

Extrato

bruto
10,4123g

Particdo Liquido-liquido

Residuo Residuo Residuo
CHCI3 BuOH HZO
4,0379g 2,26899 4,1055¢

e
Fragcao Fracéo Fracéo Fracdo Fracdo
MeOH 10%ACN MeOH 10%ACN MeOH

0,48449 1,3656g 0,2665g 4,3469g 0,01369

.

Fracdo

Fracdo

Fracéo
50%ACN

DCM
0,6569g

50%ACN
0,0590g

0,0834g

Figura 2. Esquema representativo do fracionamento do extrato bruto EB127 usando
técnicas de cromatografia e de particdo liquido-liquido. CHCl;= Cloroférmio; BUOH =
Butanol; Sepha = Sephadex LH-20; CC = Cromatografia em coluna; Hex = Hexano;
DCM = Diclorometano; MeOH = Metanol; ACN = Acetonitrila; H,O = Agua
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A figura 3 mostra os resultados obtidos da analise antibacteriana das
fracOes de EB127.

Disco difusdo em agar
Escherichia coli 31/1A

zona de inibicdo de crescimento [mm]

tratamentos

Disco difusdo em agar
Escherichia coli 35A

zona de inibicdo de crescimento [mm]

tratamentos

Disco difusdo em agar
Escherichia coli 51A

zona de inibicéo de crescimento [mm]

tratamentos

Figura 3. Resultados obtidos da andlise antibacteriana de EB127 e suas
fracOes frente a cepas de Escherichia coli, no modelo da disco difusdo em
agar. Resultados obtidos por analise de variancia do tipo ANOVA de uma
entrada, com analise posterior de Tukey. Significancia p<0.05.
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A tabela 2 apresenta os resultados obtidos da andlise de antibi6ticos
disponiveis no mercado pet. Doxiciclina, ampicilina, tetraciclina e enrofloxacina
foram usados na forma injetavel, no ensaio da microdiluicdo em caldo, para se

obter a CIM e a CBM, como substancias de referéncia.

Tabela 2: Resultados referentes a concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) do extrato bruto EB127, frente as quatro
cepas de Escherichia coli testadas em microdiluicdo em caldo preparadas em
diferentes concentragdes usando o ensaio da microdiluicdo em caldo e resultados dos
antibiéticos usados como substancias de referéncia no ensaio.

Concentracédo

Cepas 1.5x10° UFC/mL 1.5x10° UFC/mL 1.5x10* UFC/mL

E. coli ATCC25922 | CIM=CBM=300mg/mL | c|M=CBM=300mg/mL | CIM=CBM=300mg/mL

E. coli 31/1A CIM=CBM=200mg/mL | CIM=CBM=200mg/mL | CIM=CBM=500mg/mL
E.coli 35A CIM=CBM=300mg/mL | CIM=CBM=300mg/mL | CIM=CBM>1000mg/mL
E. coli 51A CIM=CBM=500mg/mL | CIM=CBM>1000mg/mL | CIM=CBM>1000mg/mL

1.5x10° UFC/mL
CIM CBM
Doxiciclina 0,36 mg/mL 0,72 mg/mL
Ampicilina 1,25 mg/mL 2,5 mg/mL
Tetraciclina 0,20 mg/mL 0,20 mg/mL
Enrofloxacina <3,125 pg/mL <3,125 pg/mL

Legenda: CIM=concentracdo inibitéria minima; CBM=concentragéo bactericida
minima; UFC/mL= unidades formadoras de colbnia por militros.
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A figura 4 representa o fracionamento dos residuos hexanico e
diclorometano originados do residuo cloroférmico, para o isolamento dos

compostos majoritarios, com vistas a identificacdo dos compostos ativos.

Extrato
bruto
10,4123g

Particdo liguido-liquido

Res. CHCI3
4,0379g

"
CC Sephadex
Fracéo
DCM
. 0,6569¢
Fracéo
Hex CC C-18
3,0304g
CCC-18
1 72174 75/79 85
| | 0,0077g 0,0625¢ 0,0372g 0,037¢

\ r
1 107/109 110 117 . u
0,0114g 0,0407g 0,0044g 0,0523¢g

Presenca de

11 CH, alcaloides revelados
com o reagente
34/44 HoC Dragendorff
1,15939 Presenca de alcaloides

revelados com o reagent

Dragendorff CH, Presenca de

alcaloides
CCDA, RMN revelados com o

reagente

Dragendorff

CCDA, RMN

Figura 4. Esquema representativo do fracionamento do residuo CHCI;, para
obtencdo de novas fracBes a partir das fragbes Hex e DCM, usando técnicas de
cromatografia. CCDA = cromatografia em camada delgada analitica; RMN =
resson6ancia magnética nuclear; CHCI; = cloroférmio; Sephadex = Sephadex LH-20;

CC = cromatografia em coluna; Hex = hexano; DCM = diclorometano; MeOH =
metanol; A = lupeol.
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A figura 5 representa a atividade de EB127, suas fracbes e o composto

isolado, lupeol, frente a E. coli ATCC25922.

Disco difusdo em agar
Escherichia coli ATCC25922

zona de inibicdo de crescimento [mm]

tratamentos

Figura 5. Resultados obtidos da andlise antibacteriana de EB127 e suas
fracbes e composto isolado, lupeol, frente a cepas de Escherichia coli
ATCC25922, no modelo da disco difusdo em agar. Resultados obtidos por
andlise de variancia do tipo ANOVA de uma entrada, com analise posterior de
Tukey. Significancia p<0.05.

Alcaloides foram identificados na fracdo metandlica originada do residuo
cloroférmico, mediante a revelacdo com reagente de Dragendorff (figura 4).
Esses alcaloides se encontram em fase de analise por cromatografia gasosa

acoplada a espectro de massas.
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Discussao

E. coli € um patégeno, que frequentemente apresenta cepas com
multirresisténcia a antibioticos (Dolejska et al., 2008), cujas doengcas causam
grande impacto na economia voltada a Veterinaria. A partir da utilizacdo do
ensaio da disco difusdo em agar, foi realizado uma triagem em grande escala
com o intuito de se encontrar novos extratos vegetais capazes de provocar
inibicdo total ou parcial do crescimento bacteriano, para futuramente
desenvolver novos medicamentos a serem usados em animais domeésticos,
selvagens e de producao (Camargo e Suffredini, 2014, in press).

Do programa de triagem, foi identificado o extrato bruto EB127 como
ativo contra E. coli ATCC25922. Esse extrato foi testado em isolados de E. coli
obtidos de cloaca de aves que apresentavam diferencas em relacdo a
resisténcia a antibiéticos e ao grau de viruléncia. EB127 apresentou atividade
contra as trés cepas, além da cepa ATCC, sendo que a ordem decrescente de
atividade observada foi ATCC=31/1A>51A>35A. A cepa 35A, a que apresenta
nenhuma resisténcia a antibiéticos, foi a menos sensivel a acao do extrato, ao
passo que a cepa 31/1A apresentou o0 mesmo grau de sensibilidade que a cepa
ATCC. Em seguida, EB127 foi fracionado, para que 0S compostos ativos
fossem identificados. Para tanto, o fracionamento biodirecionado foi realizado,
ou seja, as fragcbes prioritariamente selecionadas para serem estudadas do
ponto de vista quimico sao as que apresentam atividade antibacteriana. A partir
de EB127, nove fracbes foram obtidas, em quantidades diferentes. Algumas
nao foram testadas por ndo terem massa suficiente e, portanto, ndo constam

nos resultados. As fracOes obtidas foram testadas contra as quatro bactérias, e
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observou-se que a fracdo apolar HEXResCHCI; apresentou-se ativa tanto
contra a cepa 31/1A (viruléncia e resisténcia) quanto contra a cepa 51A (sem
viruléncia e com muita resisténcia). Ja a fracdo polar 10%ACNResH,0
apresentou atividade contra a cepa 31/1A e contra a cepa 35A (viruléncia e
sem resisténcia). Sugere-se que pode haver a possibilidade de os genes de
viruléncia e de resisténcia terem gerado sitios alvo para os compostos
presentes em EB127, ao se comparar os resultados obtidos com as fragbes
ativas. Porém, ainda é necessario avaliar quais 0s compostos quimicos
presentes nas duas fracdes que podem ser os responsaveis pela atividade
antibacteriana observada.

Frente & necessidade de se identificar os compostos ativos, as fracdes
hexanica e diclorometano do residuo cloroférmico foram selecionadas para
serem estudadas, visto que eram as de maior massa e de facil manipulacao
pois, por se tratarem de fracoes apolares, podem ser trabalhadas na bancada.

Dessas fracoes, foi isolado o lupeol, que ndo apresentou atividade
contra nenhuma cepa estudada. O lupeol é um triterpenoide, pertencente a
classe dos terpenos, que sdo considerados metabdlitos secundarios de origem
vegetal. Os processos metabdlitos podem se dividir em priméarios e
secundarios. Os metabdlitos priméarios estdo envolvidos com as funcbes
essenciais, tais como transporte de solutos (lipideos, clorofila, aminoacidos,
dentre outros), respiracdo e fotossintese. J& os metabdlitos secundérios
geralmente estdo relacionados com a sobrevivéncia da planta (defesa contra
patégenos, herbivoros e radiagdo solar e atraem polinizadores, micro-
organismos simbiontes e dispersores de sementes) (DUARTE, 2012). O lupeol

geralmente é encontrado em algumas plantas de uso medicinal e em frutas
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como uvas, morangos, manga, figo e azeitonas. Estudos recentes mostram que
o lupeol vem sendo estudado e possui acdo antioxidante, anti-inflamatoria e
antitumoral principalmente contra tumores de cabeca, pesco¢co e melanomas
(NITTA, et al., 2013). No presente estudo, outras moléculas estdo sendo
isoladas e serdo testadas, caso haja massa suficiente, nos modelos biol6gicos

propostos.

Conclusao

Diante dos estudos realizados, verificou-se que EB127 apresentou
atividade contra as quatro cepas de E. coli testadas, mas tanto EB127 quanto
sua fragao apolar apresentaram atividade contra a cepa 51A, e tanto EB127
quanto sua fracéo polar apresentaram atividade contra a cepa 35A, e ambas as
fracOes apresentaram atividade contra 31/1A. O lupeol, composto isolado da
fracdo apolar, ndo apresentou atividade contra nenhumas das cepas

estudadas.
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Situacao do artigo em relagéo a revista

O artigo “Avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato vegetal
de Microplumeria anomala (Mull. Arg.) Ducke contra cepas de Escherichia
coli ”, parte integrante desse trabalho, ainda se encontra em fase de concluséo
de obtencao de resultados. Posteriormente, sera estudado o tipo de revista que

se enquadra o assunto abordado.
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ANEXOS

Dados referentes ao perfil cromatogréafico das fracées de EB127 e dados
da ressonancia magnética nuclear.

DADLA SgrZ44 RE=380 10D (LMALIMATIO0IZD)
DADLB 902104 Re=380 100 (LMALIMATI0I30)
\IDLA Wadegh-254rm(LIMALIMACIO0IZ0)

Anexo 1.- Cromatograma da fragdo MeOH do residuo CHCI; esta amostra nao
é totalmente solivel em MeOH. Legenda:vermelho; cromatograma obtido a 210
nm do detector DAD, azul: cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e

verde: cromatograma obtido a 254 nm do detector UV.
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O cromatograma da fracdo obtida com 10% de ACN do residuo BuOH (anexo
2) apresenta picos de absorcdo nos primeiros 20 minutos de corrida
cromatografica, e esta de acordo com o esperado, porque se trata de uma
amostra polar. A coluna é de fase reversa e a corrida cromatografica inicia-se
com maior proporcao de agua (mais polar), que diminui a medida que o tempo
passa 9diminuindo também a polaridade da fase mével). A partir dessa analise,
pode-se inferir que a fracAo € composta primordialmente de compostos

polares.

DADLA SrZA4 RE=330 100 (LMALMACIDI4D)
DAD1B 92104 Re=330.100 (LMALMACDI4 D)
WW\DLA Wadegh-24rm(LIMALIMACDIIAD)
RVPL RAVPID Shvat RetioA

RVPL RAVPIE Shvat ReioB

RAWPL, AVPIA Ressure

Anexo 2.- Cromatograma da fracéo obtida com 10% ACN do residuo BuOH.

Legenda: vermelho; cromatograma obtido a 210 nm do detector DAD, azul:
cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e verde: cromatograma
obtido a 254 nm do detector UV.

O cromatograma da amostra obtida com 50% de ACN do residuo BuOH
apresenta picos a partir dos 14 minutos e se estende até os 24 minutos, 0 que
estd condizente com a amostra, por que foi extraida com 50% de ACN,

significando que € menos polar que a de 10% ACN.
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DADLA Sgr2544 Re=330.100 (LIMALIMACXODIS D)
DADILB Sgr2104 Reé=330 100 (LMALIMACIS.D)
DLA Wadegr24m(LMALIMAXDISD)
RVPL AVPID Shvat RetioA

RVPL RVPIE Shat RetioB

AVPL AVPIA Ressure

Anexo 3.- Cromatograma da fracéo obtida com 50% ACN do residuo BuOH. A
amostra ndo é totalmente soltvel em MeOH. Legenda: vermelho;
cromatograma obtido a 210 nm do detector DAD, azul: cromatograma obtidos a
254 nm do detector DAD e verde: cromatograma obtido a 254 nm do detector
uVv.

A partir da andlise do cromatograma obtido da fragdo 100% MeOH do residuo
BuOH (anexo 4), conclui-se que se trata de uma amostra simples, cuja

confirmacdo do grau de pureza é necesséaria, a ser realizada através da

submissé@o da amostra a outro método de corrida cromatogréfica.

DADLA Sgr2544 RE=330.100 (IMALMACXDIE D)
DADLB Sgr2104 Ref=330,100 (LIMALIMACXODIE D)
WADLA Wadenghe254 rm(UMALMAODOIE D)
RAVPL AVPID Sthat RetioA

RWPL RVWPIE Shat ReioB

RAVPL RVPIA Ressure
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Anexo 4.- Cromatograma da fracdo obtida com 100% MeOH do residuo BuOH.
Legenda: vermelho; cromatograma obtido a 210 nm do detector DAD, azul:
cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e verde: cromatograma obtido a 254
nm do detector UV.

O cromatograma da amostra obtida com 10% ACN do residuo aquoso (anexo
5) € muito parecido com o cromatograma da anexo 3 (cromatograma da fracéo
obtida com 10% ACN do residuo BuOH) e ao mesmo tempo também &

parecido com o cromatograma da anexo 7.

DADLA Sgr2544 Re=330,100 (IMALIMACXDL7.0)
DADILB Sgr2104 Re=330 100 (LMALIMAC0I7.D)
WADLA WadengheZ54 rm(UMALIMAQDL7.D)
RAVPL AVPID Sthart RetioA

RWPL RVWPIE Shat ReioB

RAVPL RAVPIA Ressure

Anexo 5.- Cromatograma da fragdo obtida com 10% ACN do residuo H,O (n&o
€ totalmente solivel em MeOH). Legenda: vermelho; cromatograma obtido a
210 nm do detector DAD, azul: cromatograma obtidos a 254 nm do detector
DAD e verde: cromatograma obtido a 254 nm do detector UV.
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DADLA Sgr2544 Re=330.100 (LIMALIMACXODIBD)
DADILB Sgr2104 Re=330 100 (LMALIMACIDIRD)
DLA Wadeg w254 m(LMALIMATDIRD)
RVPL AVPID Shvat RetioA

RVPL RVPIE Shat RetioB

AVPL AVPIA Ressure

Anexo 6.-Cromatograma da fracao obtida com 50% ACN do residuo H,O.
Legenda: vermelho; cromatograma obtido a 210 nm do detector DAD, azul:
cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e verde: cromatograma obtido a 254
nm do detector UV.

O cromatograma obtido com 100% MeOH do residuo aquoso (anexo 7),
apresenta picos bem definidos e bem separados a partir dos 28 minutos da

corrida cromatografica.

DADLA Sgr2544 RE=330100 (LIMALIMACIDIO D)
DADLB Sgr2104R6=330 100 (UMALMACINIOD)
WDLA WadegheZArm(UMALIMAODOIOD)
AVPL AVPID Sthat RetioA

RVPL RVWPIE Shvat ReioB

RAVPL RVPIA Ressure

Anexo 7.-Cromatograma da fracéo obtida com 100% MeOH do residuo HO0.
Legenda: vermelho; cromatograma obtido a 210 nm do detector DAD, azul:
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cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e verde: cromatograma obtido a 254
nm do detector UV.

Para o extrato 272, sdo apresentados cromatogramas obtidos de cada fracao.
No cromatograma da fracdo de MeOH do residuo CHCI3; (anexo 8) observa-se
um pico majoritario por volta de 14 minutos, o que também pode ser visto no
cromatograma da fragdo obtida com 10% ACN do residuo BuOH (anexo 19) e
na amostra obtida com 50% ACN do residuo BuOH (anexo 10), com a
diferenca de que apresenta mais picos em tempo apds os 14 minutos (até 25
minutos).

DDA Sg-2544 R30I (IMALMAOTID)
DADLB Sig=2104 Re=30100(LMALMACIID0D)
IADLA Waderge2Armi(LMALMACOIAD)
AVPL AVPID Shert RiioA

AVPL, AVPIE, Shart RiioB

FVPL AVPIA Ressre
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Anexo 8.- Cromatograma da fracdo obtida com MeOH do residuo CHCI3 (nédo é
completamente sollavel). Legenda: vermelho; cromatograma obtido a 210 nm do

detector DAD, azul: cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e verde:
cromatograma obtido a 254 nm do detector UV.
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DADLA Sgr2544 ReE=330.100 (LIMALIMACXORLD)
DADILB Sgr2104 Reé=330 100 (LMALIMACIZLD)
WADLA Wadenghe254 rm(UMALMAOOORLD)
RVPL AVPID Shvat RetioA

RVPL RVPIE Shat RetioB

AVPL AVPIA Ressure
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Anexo 9.- Cromatograma da fracéo obtida com 10% ACN do residuo BuOH
(amostra solubilizada em 50% MeOH H;0). Legenda: vermelho; cromatograma
obtido a 210 nm do detector DAD, azul: cromatograma obtidos a 254 nm do
detector DAD e verde: cromatograma obtido a 254 nm do detector UV.

DDA Sg-2544 R30I (IMALMAOTZ2D)
DADLB Sg=2104 Re=30100 (LMALMACIIR20)
IADLA Waderge2ArmiLMALMACOZ20)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 D L D nir

Anexo 10.-Cromatograma da fracdo obtida com 50% ACN do residuo BuOH.
Legenda: vermelho; cromatograma obtido a 210 nm do detector DAD, azul:
cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e verde: cromatograma obtido a 254
nm do detector UV.
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O cromatograma da fracdo obtida com 100%MeOH do residuo BuOH (anexo

11) apresenta um pico muito intenso aos 42 minutos.

DADLA Sg-ZA4 =380 1D (IMALIVATOORD)
DAD1LB 02104 Re=380 10D (LMALIMACIDOZRD)
\IADLA Wadegh-254rm(LIMALIMACIORAD)
AVPL AVPID Shart RitioA

RWPL RWPIE Shvat ReioB
RWPL AVPIA Ressure

Anexo 11.-Cromatograma da fracdo obtida com 100% MeOH do residuo
BUOH. Legenda: vermelho; cromatograma obtido a 210 nm do detector DAD, azul:

cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e verde: cromatograma obtido a 254
nm do detector UV.

Os cromatogramas das fragdes obtidas como 10% ACN (anexo 12), 50% ACN
(anexo 13) e 100% MeOH (anexo 14) do residuo aquoso apresentaram pico de

absorcao.
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DADLA Sgr2544 Re=330,100 (LIMALIMACXRAD)
DADILB Sgr2104 Reé=330 100 (LMALIMACIIRAD)
DLA Wadeg w254 m(LMALIMATIDR4D)
RVPL AVPID Shvat RetioA

RVPL RVPIE Shat RetioB

AVPL AVPIA Ressure

Anexo 12.-Cromatograma da fracdo obtida com 10% ACN do residuo H0.
Legenda: vermelho; cromatograma obtido a 210 nm do detector DAD, azul:

cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e verde: cromatograma obtido a 254
nm do detector UV.

DADLA Sgr2A4 RE=380100 (LMALMACDIS D)
DADILB Sgr2104 Re=330 100 (LMALMACIS D)
WADLA Wadeoe254rm(UMALIMACIISD)
AVPL AVPID, Shat RetioA

RVPL RVPIE Shat ReioB

RAVPL AVPIA Ressre

Anexo 13-Cromatograma da fracéo obtida com 50% ACN do residuo H»0 (n&o
€ totalmente soluvel). Legenda: vermelho; cromatograma obtido a 210 nm do
detector DAD, azul: cromatograma obtidos a 254 nm do detector DAD e verde:
cromatograma obtido a 254 nm do detector UV.
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DAOLA 2544 Ré=GE0 100(LMALIMAODCIZE )

DADI R Sg2104 Réf=360.100 (UIMALIMACOOE D)

WADLA Waderghe25Arm(UMALIMATIXRED)

FVPL AVPID Shert RetioA

RVPL AVPIE Shert ReioB

AVPL AVPIA Rressre
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Anexo 14-Cromatograma da fracéo obtida com 100% MeOH do residuo H,0
(ndo é totalmente solavel .em MeOH, nem em 4gua) Legenda: vermelho;
cromatograma obtido a 210 nm do detector DAD, azul: cromatograma obtidos a 254
nm do detector DAD e verde: cromatograma obtido a 254 nm do detector UV.
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ancia magnética nuclear

Resson
Anexo 15
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