FACULDADE DE ENFERMAGEM NOVA ESPERANCA DE MOSSORO/ FACENE/RN

BEATRIZ HELEN JALES DANTAS

AVALIACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO DO OLEO ESSENCIAL DA VITEX
GARDNERIANA SCHAUER FRENTE AS DOENCAS GENITO URINARIAS:
TRIAGEM DE COMPOSTOS, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
ANTIOXIDANTE

MOSSORO/RN
2018



BEATRIZ HELEN JALES DANTAS

AVALIACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO DO OLEO ESSENCIAL DA VITEX
GARDNERIANA SCHAUER FRENTE AS DOENCAS GENITO URINARIAS:
TRIAGEM DE COMPOSTOS, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
ANTIOXIDANTE

Monografia apresentada a Faculdade de Enfermagem
Nova Esperan¢a de Mossoré como exigéncia parcial

para obtencio do titulo de Bacharel em Biomedicina.

Orientadora: Dr®. Sc. Andreza Rochelle do Vale Morais

MOSSORO/RN
2018



D192a

Dantas, Beatriz Helen Jales.

Avaliacao do potencial biolégico do 6leo essencial
da Vitex gardneriana Schauer frente as doencas genito
urinarias: triagem de  compostos, atividade
antimicrobiana e antioxidante / Beatriz Helen Jales
Dantas. — Mossoro, 2018.

77 .l

Orientador: Prof. Dra. Andreza Rochele do Valle
Morais

Monografia (Graduacdo em Biomedicina) -
Faculdade de Enfermagem Nova Esperanca de
Mossoro.

1.Potencial biolégico. 2. Vitex gardneriana
Schauer. 3. Antioxidante. I. Titulo. II. Morais, Andreza
Rochele do Valle.

CDU 615.32




BEATRIZ HELEN JALES DANTAS

AVALIACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO DO OLEO ESSENCIAL DA VITEX
GARDNERIANA SCHAUER FRENTE AS DOENCAS GENITO URINARIAS:
TRIAGEM DE COMPOSTOS, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
ANTIOXIDANTE

Monografia apresentada a Faculdade de Enfermagem
Nova Esperanga de Mossoré como exigéncia parcial

para obtencio do titulo de Bacharel em Biomedicina.

Projeto de monografia apresentado pela aluna BEATRIZ HELEN JALES DANTAS do curso
de Bacharelado em Biomedicina, tendo obtido o conceito de conforme a apreciacdo

da Banca Examinadora constituida pelos professores:

Aprovadaem:___/___/

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dr*. Andreza Rochelle do Vale Morais

Orientadora

Prof. Me. Francisco Vicente de Andrade Neto

Membro

Profa. Dr®. Karoline Rachel Teodésio de Melo
Membro



Dedico essa monografia a Deus, aos meus pais
(Carlos e Neuma), ao meu namorado e a minha
orientadora. Pessoas fundamentais para que esse
trabalho fosse desenvolvido e concluido com

SucCesso.



AGRADECIMENTOS

Desenvolver uma pesquisa experimental foi, desde os primeiros periodos, algo que
me chamou a atencdo. Esse tipo de pesquisa demanda, além de esfor¢os pessoais do
pesquisador, incentivos de pessoas externas, instituicdes e Orgdos que acreditem na
importancia de pequenas descobertas para o avanco da ciéncia. Gragas a Deus, essa pesquisa
teve muitos colaboradores e aqui, agradeco a cada um pela contribuicio:

Primeiramente gostaria de agradecer ao meu Deus pelo dom da vida e por ter me
concedido satide, paciéncia e sabedoria para desenvolver esse trabalho; gostaria também de
agradecer a minha mae (Neuma Jales) por toda paciéncia, amor e incentivos dados a mim em
todos os momentos, a0 meu pai (Carlos Dantas- em memoria) por ter sido 0 meu maior
exemplo profissional e também o meu maior incentivador, a0 meu namorado (Kawendeson
Cardoso) por todo apoio, e aos meus familiares de maneira geral.

Além desses, gostaria de agradecer a minha orientadora Dra. Andreza Rochelle do
Vale Morais por ndo medir esfor¢os para que essa pesquisa fosse realizada, pela dedicagdo,
por responder todos os meus e-mails e todas as mensagens por mais que elas fossem enviadas
depois da meia noite, por conseguir outros colaboradores, por amar pesquisa, por me
incentivar e também por me sobrecarregar de tarefas (que me trouxeram grandes
aprendizados). Dra, obrigada por ter sido uma orientadora tdo presente, por todas as ajudas e
por todos os ensinamentos. A pesquisa precisa de mais Andrezas!!!

A minha banca composta pela professora e Dr*. Karoline Rachel Teodésio de Melo e
pelo Prof. Me. Francisco Vicente de Andrade Neto, por ndo sé aceitarem o convite para
compor a banca, como também por terem contribuido com essa pesquisa € com 0 meu
crescimento profissional;

A professora Mayara Freire de Alencar por auxiliar em algumas andlises;

A Faculdade de enfermagem Nova Esperanca de Mossord, no nome da vice diretora
Sr* Maria da Conceigdo por ter disponibilizado o laboratério de quimica da institui¢do, bem
como os equipamentos e reagentes disponiveis para a realizacao dessa pesquisa;

Aos técnicos do laboratério de quimica da Facene/RN: Alex lima, Evelane e Hiago
por toda a ajuda durante a pesquisa e também por toda preocupacio e incentivos. Vocés sao
excelentes profissionais. Saibam que essa monografia também tem a contribui¢ao de voces;

A UFERSA, no nome da professora Elika, pela disponibilidade do laboratério de
Nutricdo animal da instituicdo; Ao CNPQ pela bolsa disponibilizada durante parte dessa

pesquisa; e Aos demais colaboradores dessa pesquisa, Obrigada.



“Nunca foi sobre nés, nem sobre o que podemos
fazer, ¢ tudo sobre vocé, tudo para vocé, Jesus”

Ministério Zoe.



RESUMO

Nos ultimos anos tém crescido os indices de doencas que acometem o trato geniturindrio.
Destarte, os pesquisadores tém desenvolvido pesquisas que visam investigar propriedades
medicinais em plantas com a finalidade de aprimorar as terapias ja existentes e desenvolverem
novos principios ativos que sejam eficazes contra as doencgas geniturindrias. Entre as plantas
utilizadas para fins medicinais surge a Vitex gardneriana, erva utilizada pelo senso comum
pela possibilidade de possuir propriedades terapéuticas aplicdveis a diversas patologias.
Assim sendo, esse trabalho teve como objetivo desenvolver estudos com o 6leo essencial
extraido da Vitex gardneriana Schauer buscando oferecer maiores subsidios ao seu
conhecimento cientifico através da triagem de compostos e caracterizagcdes bioldgicas. Para
isso, foi desenvolvido um planejamento fatorial completo 23 em duplicata com a finalidade de
encontrar caracteristicas Otimas de extracdo do 6leo essencial da Vitex, utilizando como
varidveis independentes o tipo de solvente (éter etilico e acetato de etila), parte da planta
(folha e caule), método de extracdo (soxhlet e extracdo por solvente) e como varidvel
dependente o rendimento do processo de extracdo. Para a triagem de compostos, como
flavondides e terpenos e para as caracterizacdes microbioldgicas (inibicdo da formacao de
biomassa pelas cepas S. aureus 700698, P. aeruginosa 9027 e E. coli 11303 e do nimero de
células vidveis) e antioxidantes (capacidade de antioxidante total), a amostra do 6leo essencial
da Vitex foi obtida através da triplicata do método de extracdo que apresentou melhor
rendimento. Mediante as andlises desenvolvidas constatou-se que todas as varidveis utilizadas
para o processo de extracdo bem como a interacdo entre elas apresentaram diferencas
significativas quanto ao rendimento do 6leo essencial, sobre isso, os resultados do ANOVA
mostraram que o valor de F calculado foi maior do que o valor de F tabelado no nivel de 5%
(p/p), indicando que as combinacdes de tratamento admitidas sdo significativas. Além disso,
através dos gréficos de superficie de resposta, foi observado que a metodologia mais eficaz
para a maximizacdo do rendimento do 6leo essencial da Vitex utilizou o éter etilico, a folha e
a extracdo por solvente como procedimento. Ademais, algumas concentracdes do dleo
essencial obtido apresentaram potencial inibitério da formacdo de biomassa das cepas
avaliadas, sendo ainda eficaz para reduzir o nimero de células vidveis da cepa MRSA de S.
aureus. No que diz respeito a atividade antioxidante, o referente 6leo, quando comparado com
o padrio positivo, dcido ascdrbico, apresentou valores de 82,26 mg de equivalente de acido
ascorbico por grama de amostra para a capacidade de reduzir Mo*® a Mo™, Apesar disso,
sugere-se a repeticdo dos resultados da atividade antioxidante para confirmagdo dos valores
em triplicata. Os resultados encontrados através dessas andlises bioldgicas correlacionados
com a presenca de flavondides e terpenos no 6leo de V. gardneriana e com a literatura
sugerem que esse composto apresenta-se com bom potencial biotecnoldgico contra agentes
infecciosos, além da possibilidade de possuir capacidade terapéutica contra estresse oxidativo,
o que faz desse 6leo um objeto de estudo promissor para a ciéncia e, quem sabe, para a
evolucdo terapéutica das doencas geniturindrias.

Palavras-chave: Vitex . Oleo. Extracdo. Antioxidante. Otimizag#o.



ABSTRACT

In recent years the rates of diseases affecting the genitourinary tract have increased. Thus,
researchers have developed research that seeks to investigate medicinal properties in plants in
order to enhance existing therapies and develop new active principles that are effective
against genitourinary diseases. Among the plants used for medicinal purposes is Vitex
gardneriana, an herb used by common sense for the possibility of possessing therapeutic
properties applicable to several pathologies. Thus, this work aimed to develop studies with the
essential oil extracted from Vitex gardneriana Schauer, seeking to offer greater subsidies to
its scientific knowledge through the screening of compounds and biological characterization.
For this purpose, a complete 23 factorial design in duplicate was developed in order to find
optimal Vitex essential oil extraction characteristics, using as solvent independent variables
the type of solvent (ethyl ether and ethyl acetate), part of the plant (leaf and stem), method of
extraction (soxhlet and extraction by solvent) and as a dependent variable the yield of the
extraction process. For the screening of compounds such as flavonoids and terpenes and for
microbiological characterizations (inhibition of biomass formation by strains S. aureus
700698, P. aeruginosa 9027 and E. coli 11303 and number of viable cells) and antioxidants
(antioxidant capacity total), the Vitex essential oil sample was obtained through the triplicate
of the extraction method that presented the best yield. The analysis showed that all the
variables used for the extraction process as well as the interaction between them showed
significant differences in the yield of the essential oil, on that, the ANOVA results showed
that the calculated F value was higher than that the value of F tabulated at the level of 5% (w /
w), indicating that the treatment combinations allowed are significant. In addition, through
surface response graphs, it was observed that the most effective methodology for maximizing
Vitex's essential oil yield utilized ethyl ether, sheet and solvent extraction as a procedure.
In addition, some concentrations of the essential oil obtained showed an inhibitory potential
of the biomass formation of the strains evaluated, being still effective to reduce the number of
viable cells of the S. aureus MRSA strain. With regard to the antioxidant activity, the oil
reference, when compared with the positive standard, ascorbic acid, presented values of 82.26
mg of ascorbic acid equivalent per gram of sample for the ability to reduce Mo + 6 to Mo + 5
In spite of this, it is suggested to repeat the results of the antioxidant activity to confirm the
values in triplicate. The results obtained through these biological analyzes correlated with the
presence of flavonoids and terpenes in the oil of V. gardneriana and with the literature
suggest that this compound presents with good biotechnological potential against infectious
agents, besides the possibility of possessing therapeutic capacity against oxidative stress,
which makes this oil a promising study object for science and, perhaps, for the therapeutic
evolution of genitourinary diseases.

Keywords: Vitex. Oil. Extraction. Antioxidant. Optimization.
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1 INTRODUCAO

Nos tltimos anos tém crescido no Brasil os indices de doengas que acometem o trato
geniturindrio tanto de homens, como de mulheres. Dessas patologias, as mais recorrentes
estdo relacionadas com infec¢des do trato urindrio por bactérias, doengas renais e patologias
nos oOrgdos genitais que vdo desde o aparecimento de ulceras, até o desenvolvimento de
neoplasias malignas, como o cancer (GAZZANEO et al., 2016).

Essas disfuncdes geniturindrias fazem parte de um conjunto ampliado de anomalias
do sistema urindrio e reprodutivo que tém relagdo direta com sua origem embrioldgica e
genética, representando 35 a 45% dos fatores congénitos (CONNELL; OWEN; SEGARS,
2013; STEVENSON; HALL, 2006). Apesar disso, algumas doengas que abordam esse trato,
como infecgdes bacterianas e fungicas, podem estar relacionadas ndo somente com fatores
intrinsecos desde o nascimento, mas também com questdes extrinsecas como higiene
deficiente, gestacdo, ato sexual e uso de produtos espermicidas (BAUMGARTEN et al., 2011;
ZUGAIB, 2013).

O diagndstico e tratamento dessas patologias correspondem a um grande desafio
epidemioldgico e clinico, pois os pacientes acometidos necessitam de um acompanhamento
multidisciplinar envolvendo processos cirtrgicos, hormonais, genéticos, sociais, psicoldgicos,
éticos e laboratoriais (GAZZANEO et al., 2016). Algumas doencas que atingem essa drea do
corpo humano sdo muito complexas e, apesar do desenvolvimento da ciéncia, ainda ha vérios
estudos que precisam ser feitos para o aprimoramento dos tratamentos ja existentes ou para a
criacdo de novas formas terapéuticas (MOLIN; CAVINATTO; COLET, 2015).

Devido a isso, os pesquisadores brasileiros t€ém investido no desenvolvimento de
novas pesquisas utilizando plantas medicinais e demais terapias alternativas com a finalidade
de fortalecé-las cientificamente e torna-las seguras para o tratamento, da mesma forma como
sdo vistas em diversos paises (MOLIN; CAVINATTO; COLET, 2015).

O uso de plantas medicinais j4 é uma pratica bastante comum como recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. No inicio da década de 90, a
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) divulgou que 60-85% da populagcdo dos paises em
desenvolvimento j4 utilizavam dessas praticas como forma de acesso aos cuidados da satude
(KEMPES; ALVES; CAMARGO, 2014).

Esse consumo de ervas e plantas para fins medicinais, cosméticos e alimenticios, além
de ser uma cultura que tem tradicdo milenar, faz parte de atividades humanas que tem se

aprofundado a cada dia devido, tanto a onda de comportamento que se adequa a chamada
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“consciéncia verde”, quanto pelo fato de se adotar cada vez mais costumes voltados para o
prazer de reunir grupos a fim de aprofundar relagdes. A cultura do ché € antiga e apreciada
por muitos pela diversidade em que pode ser servido. Além disso, algumas plantas usadas
para fazer chds, além de terem sabor agraddvel, possuem propriedades terapéuticas (BRASIL,
2006; WHO, 2015).

Segundo Valeriano et al (2017), esse uso pode ser explicado por se tratar de um
tratamento mais acessivel e que, de maneira geral, proporciona menores efeitos adversos
quando comparados com a quimioterapia e antibioticoterapia, tratamentos usuais em pacientes
com cancer e infec¢do do trato urindrio, respectivamente.

No que diz respeito a patologias geniturindrias como o cancer de prdstata e cancer de
colo de utero, Mendes et al (2010) e Goey et al (2014) relatam que quando os pacientes sao
diagnosticados com essas neoplasias, na maioria das vezes, procuram explorar vérias terapias
possiveis que variam desde radioterapia até o uso de fitoterdpicos. Além dessas, outras
patologias geniturindrias, como infec¢des do trato urindrio e calculose renal também sdao
tratadas pela populagdo com plantas medicinais, como a Phyllanthuns niruri L (quebra pedra)
(TEIXEIRA, 2012).

Entre essas plantas que sdo consumidas, ndo somente como matéria-prima de chd, mas
com valor fitoterdpico surge a Vitex gardneriana Schauer, bastante encontrada na vegetacao
da regido Nordeste do Brasil. Esta planta tem se propagado entre o senso comum pela
possibilidade dela possuir propriedades terapéuticas aplicaveis em diversas patologias, entre
elas estd alguns infec¢des geniturindrias e até mesmo o cancer (ANDRADE et al., 2012).

Ainda existem poucos estudos sobre a Vitex. Algumas pesquisas mais antigas, como a
de Barros (1970) demostrou que o extrato oriundo da casca do caule dessa planta,
principalmente o etandlico, possui uma ac¢io estimulante na musculatura uterina de ratos e
também na regido abdominal de sapos. Além desse, estudos mais recentes j4 mostram os
principais constituintes do 6leo essencial dessa planta, como o descrito por Barreto et al
(2005), também descrevem as propriedades anti-edematogénica, antinociceptiva (BARRETO
et al., 2004) e antimicrobiana em alguns fungos e bactérias (RIBEIRO, 2016).

Oleos essenciais sdo compostos que podem ser extraidos de diversas partes das plantas
medicinais, como raiz, caule, folhas e até de flores. Essa extragdo pode ser feita utilizando
diversas metodologias e aparelhos (PIRES et al., 2012).

Os o6leos obtidos de plantas possuem, na maioria das vezes, uma grande importancia
tanto para os setores alimenticios e cosméticos como para a indudstria farmacéutica, de

maneira que possuem substancias com grande potencial terapéutico (GASPARIN et al.,
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2014). O oleo da planta supracitada ja possui alguns estudos que o caracterizam, porém, €
importante o desenvolvimento de novos estudos para fortalecer a utilizacdo desse 6leo e para
o conhecimento de novos principios ativos € o de novas perspectivas sobre sua utilizagao
(ANDRADE et al., 2012).

Diante dos poucos estudos realizados com a Vitex e mediante a possibilidade de uso
dessa planta como medicinal, entende-se que pode haver uma diversidade de possibilidades a
seu respeito. Destaca-se, portanto a relevancia de compreendé-la em seus aspectos naturais,
cientificos, suas defini¢des e indicacdes para o uso humano. Vale entdo questionar: quais sao
as propriedades e as caracteristicas da Vitex gardneriana e as possibilidades de uso desta
planta para fins medicinais principalmente em doencgas do trato geniturinario?

Nesse sentido, entende-se a necessidade de investir em pesquisas que possam realizar
novas determinacdes a fim de chegar a uma utilidade mais adequada, especifica e esclarecida

dos 6leos extraidos da Vitex gardneriana.
1.1 PROBLEMATIZACAO E JUSTIFICATIVA

As patologias geniturindrias, de maneira geral, t€m acometido muitas pessoas nos
ultimos anos. Ha um grande desafio quanto ao diagnéstico e tratamento dessas doencas, com
isso os pacientes acometidos tém buscado diversas formas terapéuticas, entre elas o uso de
plantas medicinais que, de acordo com o senso comum, podem trazer melhorias para essas
patologias e/ou auxiliar nos tratamentos convencionais.

Dessa forma, as plantas medicinais t€ém sido um objeto de estudo bastante recrutado
para as pesquisas, visando uma comprovacdo cientifica acerca de suas propriedades
terapéuticas.

Ademais, viu-se a necessidade de trabalhar sobre esse tema e verificar se o dleo
essencial obtido da Vitex gardneriana Schauer, planta bastante utilizada como finalidade
medicinal na regido Oeste do Rio Grande do Norte, possui alguma propriedade farmacéutica
associada com doencas geniturindrias, seja com atividade antimicrobiana para as infec¢des ou
antioxidantes para as neoplasias. Para isso, faz-se necessario a identificagcdo de metodologias
que sejam apropriadas para a extracdo do 6leo essencial, bem como para a sua caracterizacao
fisico-quimica, microbioldgica e antioxidante.

A partir desse entendimento e tomando como fundamento os resultados de pesquisas
ja desenvolvidas nessa drea, os resultados obtidos através desse estudo serdo de extrema

importancia, pois além de contribuir para uma compreensao mais esclarecida acerca do 6leo
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essencial extraido da Vitex gardneriana, também contribuird com o aprimoramento do acervo

de pesquisas do nosso pais.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial bioldgico do 6leo essencial extraido da Vitex gardneriana Schauer
frente as doengas genito urindrias, através da triagem de compostos e da avaliagdo

antimicrobiana e antioxidante.
1.2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver um planejamento experimental a fim de encontrar as caracteristicas
6timas de extracdo do 6leo essencial da Vitex gardneriana Schauer;

e Avaliar a atividade antimicrobiana/antibiofilme frente a algumas cepas de bactérias;

e Avaliar a capacidade antioxidante total em mg de dcido ascorbico/ grama de amostra

e Realizar a triagem de compostos: Flavonéides e Terpenos
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS GENITURINARIAS: INDICES EPIDEMIOLOGICOS E ALTERNATIVAS
DE TRATAMENTO

As doencas geniturindrias correspondem a um leque de patologias que estdo
relacionadas tanto com o sistema genital, seja masculino ou feminino, como com o sistema
urinario (GAZZANEO et al., 2016).

No que diz respeito as enfermidades que afetam a via urindria, pode-se relatar que
essas comprometem tanto o trato urindrio superior, quanto o inferior, interferindo
principalmente na producdo, armazenamento e elimina¢do da urina. Dentre essas doengas, as
mais prevalentes sdo as infec¢des do trato urindrio por bactérias ou fungos, doencgas
glomerulares, insuficiéncia renal, cdlculos nos rins e outras (ALBINI et al., 2012; SAUDE;
SAUDE, 2007).

Além dessas, alteracdes na regido genital também sdo classificadas como doencas
geniturindrias. As mais recorrentes variam desde processos inflamatérios até neoplasias
malignas, como o cancer de prdstata e o de colo uterino (GOEY et al., 2014).

O diagnoéstico e tratamento das doengas que acometem o sistema geniturindrio,
principalmente das neoplésicas, sdo muito complexos, pois demanda conhecimentos
epidemioldgicos, clinicos e também os laboratoriais. Apesar do desenvolvimento da ciéncia,
ainda ha algumas patologias geniturindrias que precisam ser estudadas com maior
aprofundamento, de maneira que esses estudos fornecam subsidios para um melhor
conhecimento acerca dessas doengas, trazendo melhorias no diagnéstico e também nos

tratamentos (MOLIN; CAVINATTO; COLET, 2015).
2.1.1 Infeccao do trato urinario

A Infec¢do do Trato Urindrio (ITU) é uma patologia caracterizada pela invasdao de
microrganismos ao sistema urindrio, seja inferior (cistite) ou superior (pielonefrite). Essa
doenca € uma das mais prevalentes dentre as Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Sadde
(IRAS), bem como no 4mbito comunitdrio, afetando desde criancas até idosos (ARAUJO,
2012).

Existem alguns fatores que sdo considerados de risco e que contribuem para o

desenvolvimento dessa enfermidade, como por exemplo, uso de cateter vesical, pacientes
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gravidas, idosos, diabéticos, mulheres em idade menopdusica, sexualmente ativos e outros
(HSIAO et al.,2015).

Apesar disso, o acometimento e a gravidade de infec¢des urindrias iram depender de
alguns fatores: anatOomicos, agente etiologico responsdvel e sua viruléncia, se hd ou nado
mecanismos de resisténcia bacteriana e o desenvolvimento de um tratamento adequado
(MORELLO et al., 2015).

Aproximadamente 90% dessas infec¢des estdo associadas a bactérias Gram negativas,
principalmente as da familia Enterobacteriaceae (CRUZ; ROMAO, 2009). Um estudo
realizado com 4.745 doentes, que receberam assisténcia em 18 centros europeus, concluiu que
o agente etioldgico mais isolado em ITUs é a Escherichia coli. Além desse, outros agentes
Gram negativos podem ser isolados, como por exemplo, Klebsiella spp, Proteus mirabilis,
Pseudomonas Sp e alguns Gram positivos como Staphylococcus aureus (ALBERICI et al.,
2015).

O diagnéstico de infecgdes urindrias pode ser feito através do sumadrio de urina (EAS)
e principalmente através do exame de urocultura, que permite um isolamento mais preciso dos
agentes etioldgicos responsdveis pela patologia e ainda possibilita o desenvolvimento do
antibiograma. E considerada infec¢do urindria, as uroculturas que apresentarem crescimento
bacteriano igual ou superior que 105 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por ml de
urina (100.000 ufc/ml) colhida em jato médio e de maneira asséptica (FIHN, 2003).

ApOs o isolamento do microrganismo € feito o antibiograma para verificar quais os
antibiodticos que a bactéria é sensivel e as possibilidades de tratamento. Porém, nos ultimos
anos, os microrganismos tém desenvolvido resisténcia a alguns antimicrobianos, o que tem
preocupado os setores de satide (CARNEIRO et al., 2011; ROGRIGUES; BERTOLDI, 2010).

Resisténcia trata-se da capacidade que os microrganismos possuem em desenvolver
mecanismos para ndo serem mais inibidos por determinadas concentracdes de um farmaco
(MOTA et al., 2005). A resisténcia bacteriana pode acarretar prejuizos econdmicos e clinicos,
de maneira que t€ém desencadeado um aumento da morbidade e mortalidade nos ambientes
hospitalares, devido principalmente ao atraso em um tratamento pela busca inconstante de
medicacdes que tenha eficacia sobre aquele microrganismo (WHO, 2005).

Com isso, os pacientes ficam internados por um periodo mais prolongado, havendo
mais gastos com insumos e consequentemente aumentando os custos com os cuidados de
saude, o que é um fator preocupante tendo em vista a atual conjuntura econdmica e financeira

enfrentada pelo Brasil nos tltimos anos (CARNEIRO et al., 2011).
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Pensando nesse assunto, hd o desenvolvimento de pesquisas com a finalidade de
desenvolver novas alternativas de tratamentos que sejam eficazes contra infecgdes urindrias e
consequentemente bactérias e fungos responsaveis por elas. Sobre isso, Teixeira (2012) relata
que existem alguns estudos de extratos e 6leos essenciais oriundos de plantas medicinais que
comprovam a acao dessas ervas, ja utilizadas popularmente, em infeccdes urindrias.

O artigo desenvolvido por Pereira et al. (2004), por exemplo, relata que os Oleos
essenciais obtidos das plantas Ocimum gratissimum L., Salvia officinalis L. e Cymbopogon
citratus (DC) possuem atividade antimicrobiana contra uma série de microrganismos, como

vemos na tabela 1:

TABELA 1. SENSIBILIDADE DE CEPAS DE MICRORGANISMOS AOS OLEOS ESSENCIAIS DE
OCIMUM GRATISSIMUM L., SALVIA OFFICINALIS L. E CYMBOPOGON CITRATUS (DC).

Microrganismos Cepas inibidas - N (%)
Ocimum Salvia Cymbapogon
gratissimum L. officinalis L. citratus (DC) Stapf

Escherichia coli (N=79) 55 (69,6) 16 (96,2) 71899
Klebsiella pneumuniae (N=7) 1(100) 7(100) 6 (85,7)
Proteus mirabilis (N=6) 2(333) 5(833) 1(16,6)
Morganella morganii (N=4) 2(500 3(750) 2(50,0)
Enterobacter aerogenes (N=2) 1(50,0 2 (100,0) 1(500)
Klebsiella oxytoca (N=1) 0(0,0) 1(100,0) 00,0
Pseudomonas aeruginosa (N=1) 0(0,0 0(0,0) 0(0,0)

Fonte: (PEREIRA et al., 2004).

Além desse estudo, outros como o de Silva et al (2010), confirmou a agdo de trés
espécies de plantas medicinais do género Phyllanthus sobre bactérias Gram positivas, Gram
negativas e leveduras.

Como o Brasil possui uma série de plantas que fazem parte do seu acervo botanico, o
desenvolvimento de pesquisas como essas sdo de extrema importancia, pois visam constituir
uma fundamentagdo tedrica e cientifica a fim de validar o uso de plantas, principalmente as ja
utilizadas empiricamente, no tratamento de ITUs e também utiliza-las para o desenvolvimento

de novos principios ativos em medicamentos (SILVA et al., 2010).
2.1.2 Doencas glomerulares

Os rins sdo orgdos duplos de extrema importancia para o corpo humano. Esse 6rgao
tem como unidade funcional o néfron, que € composto por vdrias partes, entre elas o
corpusculo renal (glomérulo e cdpsula de Bowman), estruturas que auxiliam na filtragdo do

sangue e formacao da urina (BRENNER; RECTOR, 2004).
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As alteracdes em alguma regido da estrutura renal, de maneira que ocasionem alguma
patologia, podem desencadear uma série de problemas, pois os rins atuam tanto na
manutencdo da homeostase hidroelétrica, quanto na depuracdo de drogas, equilibrio
acidobadsico, participa do controle da pressao arterial e ainda do processo de eritropoiese. Por
essa razdo, as doencas renais podem apresentar diferentes manifestagdes clinicas, dependendo
da regido do néfron que é acometida e da intensidade da lesio (BRENNER; RECTOR, 2004).

Dentre as patologias mais frequentes que acometem os rins, estdo as glomerulopatias.
Segundo Badr (2005), as doencas glomerulares, como o préprio nome ji explica, s@o
patologias que afetam a regido glomerular do néfron. Essa alteracdo no funcionamento normal
do glomérulo € classificada quando quase nenhuma reagdo inflamatéria € detectada durante a
biopsia renal e diagnosticada através de alteracdes na andlise do sedimento urindrio,
acompanhadas ou néo pela perda da funcao renal.

As glomerulopatias podem apresentar algumas manifestacdes clinicas e laboratoriais.
Dentre essas, pode-se citar hematiiria e/ou proteindria isoladas e o desenvolvimento de
sindrome nefrética. Nessa sindrome hd uma perda acentuada de proteina na urina, o
aparecimento de edema e dislipidemias (POLITO; MOURA; KIRSZTAIJN, 2010). Segundo
Kodner (2016), alteragcdes na membrana basal do glomérulo e do epitélio parietal, como por
exemplo, a glomerulonefrite membranosa, podem auxiliar no acometimento de sindrome
nefrética pelo paciente.

Existe uma série de exames que avaliam a fun¢do renal. Dentre estes, pode-se citar a
Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) como um dos parametros mais importantes, pois realiza
a medida de substancias que sdo filtradas pelos rins em um determinado periodo de tempo por
meio da dosagem de creatinina sérica (SODRE; COSTA; LIMA, 2007).

Quando ha alteracOes discrepantes tanto no parametro de TFG, quanto nos demais
marcadores da funcao renal, sejam bioquimicos ou em uroandlises, os pacientes acometidos
iniciam o tratamento visando recuperar o funcionamento normal dos rins e de suas unidades
funcionais. Esse tratamento pode ser através de hemodidlise e em alguns casos,
principalmente de sindromes nefréticas, € realizado com anticoagulacdo, o que pode acarretar
risco de sangramentos (KAYALI et al., 2008).

Além desses tratamentos, algumas literaturas trazem a importancia do
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para pacientes com lesdes renais. A
literatura chinesa, por exemplo, descreve uma lista de ervas que podem ser utilizadas para
enfermidades renais, porém nao existe muito respaldo cientifico para tal uso. Dessa forma, ha

o desenvolvimento de algumas pesquisas que visam comprovar cientificamente a eficicia de



24

compostos oriundos de 6leos essenciais, obtidos de determinadas plantas, na patologia recém-
discutida, seus efeitos, doses apropriadas e mecanismos de acdo (LI et al., 2010; LAM E
SUN, 2013).

O quadro 1, adaptado de Kuba; Vattimo (2015), resume algumas pesquisas que

avaliaram a utilizacdo de plantas medicinais no tratamento de lesdes renais, principalmente de

nefropatias:

QUADRO 1 - ESTUDOS QUE AVALIARAM A UTILIZACAO DE PLANTAS MEDICINAIS NO
TRATAMENTO DE LESOES RENAIS.

Autor e | Fitoterapico/droga Lesdo renal Parametros Resultados
ano Relevantes
Erwei et al Casca de Nefrotoxicidade | ATPase; Na+, K+, | Efeito protetor
(2012) Eucommia GSH, creatinina, contra o dano
ulmoides Cddmio uréia sérica, oxidativo.
1,0 mg/kg histopatologia renal.
Wu et al Macrothelypteris Nefrotoxici Ureia; Creatinina Significante
(2012) oligophlebia dade por sérica; MDA; NO; efeito
(EMO) Gentamicina SOD; CAT; (GSH — | nefroprotetor.
100 mg/kg px) Histopatologia.
Gao et al Ruibarbo Nefropatia Albumina urindria; Efeito
(2010) Sinvastatina Diabética ApoE; TGF-B; nefroprotetor
(Ratos Fibronectina na nefropatia
C57BL/K e diabética.
db/db) Meio de
atuacao
distinto ao da
sinvastatina.
Chih et al Hibiscus Hiper-uricemia Acido trico e HSE
sabdariffa & por écido creatinina sérica; conseguiu
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(2012) Alopurinol oxdnico Xantina oxidase diminuir 4cido
280mg/kg Atividade de uricase trico
aumentando a
atividade da
enzima
uricase.
Meng et al Astragalus Obstrucao Histopatologia renal, O efeito
(2007) membranaceus unilateral do Angiotensina II, antifibrético
mongholicus e ureter (UUO) ET1;(NOS);(NO); pela maior
Angelica sinensis (ROS). producdo de
NO pela
ativacao de
NOS
diminui¢do de
ROS
Ding et al | Sanqi Oral Liquid: | Nefrectomia Ureia e creatinina Sanqi tem
(2013) & CAO: coated rim direito e sérica; Contagem efeito
aldehyde ablacdo de %5 do | plaquetdria, CD4+, significativo
oxygenstarch rim esquerdo CD8+, CD68+ ¢ na regulacdo

Histopatologia renal

dos

subprodutos
dos linfocitos
T reduzindo a
infiltracdo de
macréfagos
nos tecidos

renais e
diminuindo a
fibrose

tubulointerstic
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1al

Zuo et al

(2013

Liriope spicarta
var. polifera
(LSP) Cloridrato

de Metformina

Nefropatia
diabética: dieta

modificada

Glicemia de jejum,
hemoglobina
glicosada; Creatinina
e ureia sérica;
(SOD);(MDA),
(CAT)e (GSH -px).
Proteina, creatinina
urindria e clearance
de creatinina.
Histopatologia renal
e Determinagdo de

AGE;

LSP: melhora
pela
Hipolipidemia
, antioxidacao
e supressao do

sistema

AGE/RAGE

Fonte: Adaptado (KUBA; VATTIMO, 2015).

2.1.3 Insuficiéncia renal

A insuficiéncia renal (IR) € caracterizada pela diminui¢do da funcdo dos rins. Essa

patologia pode se estender de aguda a cronica e caracteriza-se, de acordo com a destrui¢ao

dos néfrons, em lenta, progressiva ou irreversivel (NOGUEIRA et al., 2011).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) € caracterizada pela perda da fungdo renal em

decorréncia da diminuic¢ao do ritmo de filtracdo glomerular, o que gera alteragdes nas funcdes

desempenhadas pelos rins, como, por exemplo, na homeostase de liquidos e eletrdlitos. Essa

patologia tem afetado cerca de 20 a 40% dos pacientes que ja estdo admitidos em hospitais,
sendo mais evidente no setor de unidade de terapia intensiva (UTI) (SANTOS; MARINHO,
2013; SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2015).
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Ja a insuficiéncia renal cronica (IRC) é uma patologia decorrente da incapacidade dos
rins em desenvolverem suas funcdes ou retornarem ao normal apés uma IRA ou alteragcdo
renal devido a alguma outra doenca. Essa enfermidade tem afetado muitas pessoas em todas
as regides do Brasil, principalmente os pacientes que ja possuem alguma patologia de base,
como diabetes mellitus (30%) e a Hipertensao Arterial Sistémica (35%) (ROSO et al., 2013).

O diagnéstico de insuficiéncia renal, assim como o de outras patologias que afetam os
rins, pode ser através da avaliacdo da taxa de filtracio glomerular (TFG), por meio dos
exames de clearance ou da dosagem de creatinina sérica (SODRE; OLIVEIRA, 2014).

Alguns autores, como Cleto (2011, p. 489), que segue os critérios diagndsticos
recomendados pela Acute Kidney Injury Network (AKIN), relata que alteracdes agudas nos
niveis séricos de creatinina e no debito urindrio sdo importantes fatores relacionados a IR.

Acerca do tratamento dessa patologia, a Sociedade Brasileira de Nefrologia (2015)
relata que ird depender muito do caso de cada paciente, pois serd focado nos fatores que estao
provocando a insuficiéncia renal. Esse tratamento pode ser tanto por modificacdes na dieta,
para reduzir o acumulo de toxinas que s3o eliminadas constantemente pelos rins, quanto
através de medicamentos, que podem ser antibidticos, para tratar alguma infec¢do que esteja
agravando a IR, ou diuréticos, para ajudar na eliminacdo de liquidos. Além desses, os

pacientes acometidos com essa patologia também passam pelo tratamento através da didlise.
2.1.4 Calculose renal

A calculose renal, conhecida também como litiase renal e/ou urolitiase, é uma
patologia considerada um grande problema de saude publica enfrentado pelo Brasil. Essa
enfermidade € resultante de alteracdes tanto nutricionais quanto fisiolégicas, que geram o
acumulo de cdlculos no interior dos 6érgaos ou dos canais que constituem o sistema urindrio,
isso pela sobrecarga de ions (CRUCES et al., 2013).

Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia (2014), essa doenca € a terceira mais
frequente entre as patologias que acometem o trato urindrio, afetando mais homens do que
mulheres, principalmente a faixa etdria entre 30 a 50 anos. Além disso, é um diagndstico
frequente em mulheres gravidas e em diabéticos (KORKES, 2014).

Pacientes com litiase renal podem sentir alguns sintomas bem caracteristicos da
doenca, como intensa dor lombar na regido onde se encontra o cdlculo formado e, em
decorréncia disso, vomitos e nauseas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA, 2002).

O estudo da formacdo desses cdlculos é um dos fatores mais importantes para o

desenvolvimento de medidas preventivas. As causas podem variar em cada paciente,
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relacionadas com fatores genéticos, metabdlicos, anatdmicos, infecciosos e principalmente
nutricionais, como a diminui¢do da ingestdo de &4gua. Esses fatores podem provocar a
saturacao da urina e a precipitagcdo de cristais, como os de oxalatos de célcio, cistina, uratos de
amoOnia, acido urico e outros (GIORDANO et al., 2014).

O diagnéstico e tratamento de calculose nos rins tiveram um grande avango nos
dltimos 30 anos, principalmente com o advento dos exames de imagem, como
ultrassonografia e tomografia computadorizada (MAZZUCCHI, 2009). Além disso, o
tratamento com base no principio “primum non nocere” (primeiro ndo causar danos) tem
desencadeado resultados positivos, de maneira que sdao minimamente invasivos e geram
baixos indices de complica¢des graves (KORKES, 2014).

O diagnostico de litiase foi feito, por muitos anos, através do exame de urografia
excretora. Porém, estudos mais recentes mostram que a tomografia computadorizada (TC) e a
ultrassonografia (US) possuem maior sensibilidade e especificidade nas identificagdes de
calculos renais (FREITAS, 2004).

Segundo Arrabalpolo et al (2013), além desses dois exames de imagem, a ressonancia
magnética entra como alternativa para diagndstico de litiase em gravidas. Porém, essa técnica
possui uma baixa sensibilidade na deteccao dos célculos, apesar de conseguir mostrar uretrite,
edema periuretral e periuretrite. Ademais, andlises laboratoriais, como dos niveis séricos de
creatinina, que permite avaliar a funcdo renal e, o hemograma, que permite verificar os niveis
de infeccdes, também sdo parametros que podem auxiliar no diagndstico da patologia em
questao (KORKES, 2014).

O tratamento dessa enfermidade € constituido por mudanga na dieta, com correta
ingestdo de 4gua, proteinas e sédio; e também através do uso de medicamentos visando a
eliminacdo dos cdlculos, como nifedipina (TIZATTO; MACHADO, 2016). Além disso,
alguns pacientes fazem o uso de terapias alternativas com plantas medicinais, jugando serem
até mais eficazes no tratamento e na cura de calculose renal (LEITE; MARINHO, 2014).

Um estudo realizado com 312 usudrios de fitoterdpicos da cidade de Santa Cruz no
Rio de Janeiro coletou 50 nomes de espécies de plantas que sdo comercializadas com
finalidades medicinais. Entre essas ervas, os nomes mais citados estdo os populares chapéu-
de-couro e o quebra-pedra, usados em ITUs e para eliminacdo de cdlculos renais (LOPES;
PANTOJA, 2013). A saber, a planta Phyllanthusniruriherbae, popularmente conhecida como
“quebra pedra”, ¢ composta por aproximadamente 6,5% de taninos, além de acido gélico,
compostos fenodlicos, flavonoides e alcaloides, o que tornam essa erva com caracteristicas

anticicatrizantes, anti-inflamatoria, bactericida e outras (NASCIMENTO, 2008).
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Além dessa, outras plantas como Persea americana Mill (abacateiro),
Vernoniabeyrichiiless (asa de peixe) e Echinodorusgrandiflorus micheli (chapéu-de-couro)
também foram estudadas para avaliacdo em combate aos cdlculos renais (SANTOS, 2015). O

levantamento bibliogrifico acerca das principais plantas usadas para combater a litfase renal,

gerou o seguinte quadro 2:

QUADRO 2 - PRINCIPAIS PLANTAS UTILIZADAS PARA LITIASE RENAL.

Planta Medicinal Resultados (estudos in vitro/in Referéncias
Vivo)
Ammi visnaga L Alteragdo dos cristais de CaOx Abdel-Aal et al.
para forma dihidratada e reducdo (2009)

desses cristais em ratos portadores

de calculos renais.

Bergenia ligulata (rizoma) Antioxidante, diurético e inibi¢do | Bashir e Gilani (2009)

de cristais (Ratos Wistar)

Boerhavia diffusa terrestris Inibi¢do da nucleacao e do Joshi et al. (2005)
(raiz) crescimento de cristais de fosfato
de célcio dihidratado
(experimentag¢do in vitro utilizando

urina artificial e humana)

Boerhavia diffusa e Reducido de cristais com promocdo | Yasir e Waqar (2011)
Bryophyllum pinnatum da forma de CaOx dihidratado em
(raiz) relacdo ao monohidratado
(Experimentag¢do in vitro: urina

humana)

Cynodon dactylon (rizoma) Reducao de deposi¢ao de CaOx e Atmani et al. (2009)
cristaldria caracterizadas por cristal

de menor tamanho.
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Orthosiphon grandiflorus, Hibiscus sabdariffa e Phyllanthus Woottisin et al.
Hibiscus sabdariffa e amarus diminuiram a deposicao de (2011)
Phyllanthus amarus (planta cristais nos rins. A redugdo da
toda) retencao de oxalato no rim e maior

excrecdo na urina foram
relacionadas a Hibiscus sabdariffa.
Phyllanthus amarus influenciou o
aumento de citrato urindrio, que
diminui ions célcio livre (ratos com

hiperoxaluria induzida).

Fonte: Adaptado de CRUCES et al., 2013.

2.1.5 Cancer de prostata

A prostata € uma glandula que constitui o sistema reprodutor masculino, cuja principal
funcdo é produzir parte do sémen. Existem algumas patologias que acometem essa regido
anatdmica, como os processos inflamatérios e neoplasias malignas. No Brasil, o cancer de
prostata € o segundo mais prevalente entre homens e o sexto tipo mais comum em todo
mundo, tem afetado, principalmente, individuos com mais de 50 anos, podendo ser
assintomdtico na fase inicial e acometer com mais prevaléncia a zona periférica da prdstata
(CASTRO et al., 2011; INCA, 2014).

Pacientes com esse tipo de neoplasia possuem, na maioria das vezes, dificuldades para
urinar, aumento do numero de micgdes, jato urindrio fraco e presenca de sangue na urina
(GONCALVES, 2008). Segundo a Sociedade Brasileira de Urologia (2011),
aproximadamente 80% dos tumores encontram-se na zona periférica da glandula, com isso,
cerca de 18% dos pacientes sdo diagnosticados ja no exame clinico conhecido como toque
retal. Além desse exame, € realizada também a dosagem sérica do antigeno prostatico
especifico (PSA), que € uma glicoproteina produzida através do epitélio da prdstata com
funcdo de liquefazer o sémen apds a ejaculagdo, ndo sendo assim um marcador cancer
especifico (MOTTET et al., 2015).

Quando esses exames apresentam alguma alteracdo, o médico pode solicitar anélises
como uma ultrassonografia pélvica ou prostética, ressonancia magnética (RM) e uma biopsia
para o estudo histopatolégico do tecido. As técnicas inovadoras da RM, como a
espectroscopia de prétons e o contraste dindmico contribuem de maneira significativa para a

identificacdo e localizacdo do cincer de proéstata, porém a ultrassonografia prostitica e a
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bidpsia sdo consideradas padrdo ouro para o diagndstico dessa patologia (BOURDOUMIS et
al., 2010).

Depois de diagnosticado € preciso que o paciente inicie o tratamento que ird variar de
acordo com o estdgio do tumor, tamanho da prdstata, expectativa de vida, comorbidades e
outros fatores. Em casos de pacientes com doenca localizada € indicado processos cirirgicos
ou radioterapia, ja naqueles que possuem a doenga em seu estdgio mais avancado, é indicado
a combinacdo do bloqueio hormonal com a cirurgia e radioterapia (BRASIL, 2002).

Apesar de existir uma série de tratamentos eficientes, a populagdo diagnosticada com
algum tipo de cancer também procura terapias alternativas, como os produtos naturais. Para
essa finalidade, esses produtos precisam possuir atividades antioxidantes (BATISTA;
ARCANIJO, 2017).

Os antioxidantes atuam sobre os radicais livres, diminuindo as consequéncias que o
seu excesso pode causar e, por essa razdo, ¢ importante avaliar a capacidade antioxidante de
determinados compostos para verificar se hd ou ndo alguma propriedade contra neoplasias
cancerigenas (HALLIWELL, 2000).

Existem alguns estudos, como o de Liu et al (2012), que comprovam a ag¢do cientifica
de determinados compostos naturais, sobre células cancerigenas. Dentre esses compostos €
destacado o componente Aloe-emodin, encontrado na babosa, € capaz de inibir a atividade
quinase das células, levando a supressd@o do desenvolvimento do cancer de prostata (LIU et
al., 2012).

Estudos como esse, mostram que a fitoterapia ja € uma pratica bastante consolidada no
Brasil. Isso porque alguns produtos naturais, além de serem aceitos pela populagcdo, possuem
efeitos comprovados sobre a saide e sdo de baixo custo, o que torna essa alternativa
terapéutica acessivel a todos e um importante campo de estudo para os pesquisadores

(CAETANQO, 2016).
2.1.6 Cancer de colo de utero

O cancer de colo uterino (CCU) € caracterizado pelo crescimento anormal e
descontrolado de células nessa regido. Essa neoplasia tem acometido mulheres em todo o
mundo e segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (2009) é responsavel pelo 6bito de
aproximadamente 230 mil mulheres por ano. Estima-se para o ano de 2018 aproximadamente
16. 370 novos casos (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2018).

No Brasil, esse € o terceiro tipo de cancer mais comum nas mulheres. A incidéncia vai

variar de acordo com as regides do pais, de maneira que a regido Nordeste ocupa a segunda
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posicdo, perdendo apenas para a regiio Norte (CORREA et al., 2017). O cancer de colo
uterino possui um crescimento lento e isso permite uma deteccdo precoce, que pode ser
realizada através do exame de rastreamento conhecido como Papanicolaou (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2016).

Esse exame é muito importante para a populacdo e também para a satde publica de
maneira geral, pois além de ser de baixo custo é bastante efetivo e seguro no rastreamento do
cancer de colo de utero. De acordo com o ministério da satude, o preventivo deve ser realizado
em mulheres sexualmente ativas, com idade entre 25 e 64 anos a cada trés anos, caso tenha
dado dois resultados negativos com intervalo anual (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2011).

O diagndstico e tratamento aliados e feitos precocemente podem melhorar o
progndstico de casos desse tipo de cancer. O grande desafio € atingir o publico alvo e seguir
os protocolos padrdes, pois, ainda existe uma resisténcia de muitas mulheres em fazer esse
tipo de exame, e muitas s6 procuram fazer quando hd o aparecimento de sintomas, que
geralmente sO acontece quando a patologia ja estd em um estdgio avancado (RIBEIRO et al.,
2016).

Acerca do tratamento do CCU, pode-se dizer que € feito basicamente através de
cirurgia, quimioterapia ou radioterapia, sendo a cirurgia o método de primeira escolha. Os
métodos terapéuticos vao variar de acordo com cada paciente, tamanho do tumor, idade e

também com o desejo de ter filhos INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2018).

2.2 FORMACAO DE BIOFILMES ASSOCIADOS A DOENCAS DO TRATO GENITO
URINARIO

Os Biofilmes sao classificados por vérios autores como sendo um consércio de
estruturas de microorganismos aderidos em uma matriz polimérica, ou a uma superficie. Esse
tipo de associacdo pode ser desenvolvido tanto em superficies bidticas, como abidticas,
incluindo dispositivos médicos como o cateter urindrio e até em aparelhos intrauterinos
(H@IBY et al., 2010; VALE, 2015; DONLAN; COSTERTON, 2002).

Assim como os microorganismos em suas formas planctonicas podem desencadear
doencas, a forma associada também pode contribuir para o desenvolvimento de patologias
como infec¢des do trato urindrio e prostatite bacteriana, através da formacao de biofilmes em
superficies bidticas ou contaminacao indireta através de superficies abidticas (BATONI et al.,

2011). As principais doengas geniturinarias associadas a biofilmes estdo expressas no quadro

3.
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QUADRO 3 - DOENCAS ASSOCIADAS A BIOFILMES / PRINCIPAIS MICROORGANISMOS
ENVOLVIDOS/ APARELHOS MEDICOS COLONIZADOS POR BIOFILMES/ PRINCIPAIS
MICROORGANISMOS ASSOCIADOS

DOENCAS Microorganismos Aparelhos Microorganismos
médicos
Infec¢do do trato S. saprophyticus Cateter Staphylococcus spp,
urindrio urindario Enterococcus spp., K.

pneumoniae, P. aeruginosa

Doencas que

afetam a regido

genital, por P. aeruginosa,

exemplo, Staphylococcus Aparelhos S. aureus, Enterococcus spp., C.
Prostatite coagulase-negativo | intra-uterinos albicans

bacteriana.

Fonte: Adaptado de BATONI et al., 2011

Muitos desses microorganismos tém apresentado resisténcia frente aos antibidticos
tanto de primeira linha, quanto aos de ultima geracdo, podendo desencadear sérios problemas
na saiude mundial. Dessa forma, € importante a investigacdo de atividades antimicrobianas e
antibiofilmes em novos compostos, como, por exemplo, nos 6leos essenciais obtidos de

plantas (SILVA et al., 2012).

2.3 IMPORTANCIA DO USO DE PLANTAS NO TRATAMENTO DE DOENCAS E
PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVAS FORMULACOES FARMACEUTICAS.

O homem tem explorado os recursos naturais desde tempos mais antigos, nio somente
como alimento, mas também por suas propriedades terapéuticas (SILVA et al., 2012).

As plantas medicinais, em muitos casos, € o recurso mais acessivel e vidvel
financeiramente para muitas comunidades e grupos €tnicos. Assim, com 0 uso continuo,
foram-se descobrindo tanto as propriedades que essas ervas possuem e que sao importantes
para o tratamento de doencas quanto as propriedades nocivas capazes de desencadear a morte

e/ou produzir alucinagdes (VALERIANO et al., 2017).
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Aproximadamente 85% da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam
produtos a base de plantas medicinais em cuidados de satide seja pelo conhecimento
tradicional ou através dos sistemas oficiais (ROSA et al., 2011). O Brasil possui uma flora
com muita diversidade e apresenta cerca de 40 mil espécies de plantas, muitas delas com
propriedades terap€uticas e também medicinais (OLIVEIRA et al., 2012). De acordo com o
Ministério da saide, o consumo dessas plantas como fitoterdpicos tem aumentado muito no
nosso pais, registrando um crescimento de 161% entre os anos de 2013 a 2015 (BRASIL,
2016).

A criagdo da Politica Nacional de Fitoterdpicos, ja presente em cerca de 3.250
unidades de farmécias de 930 municipios, contribuiu bastante para esse aumento, de maneira
que prover um acesso mais seguro € um uso racional da fitoterapia. Esse programa elaborou
uma lista com 71 plantas de interesse para o sistema unico de saude (RENISUS) e além de
subsidiar o desenvolvimento de uma cadeia produtiva também terd a fungdo de orientar
estudos e pesquisas com plantas para finalidades medicinais (BRASIL, 2016).

Observando o interesse da populacdo por fitoterdpicos e o uso frequente dessas para o
tratamento das mais variadas doencas, os pesquisadores passaram a desenvolver pesquisas
visando analisar as propriedades farmacoldgicas e organolépticas dessas plantas bem como
outros fatores a fim de expressar uma confirmacao cientifica de sua eficicia no tratamento de
patologias (OLIVEIRA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2010).

Sobre isso, algumas pesquisas destacam o uso dos metabdlitos secundarios das plantas
para o desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas, tendo em vista a possibilidade
desses metabdlitos atuarem de forma direta ou indireta no organismo, inibindo ou ativando
alvos celulares (CALIXTO, 2005).

Com isso, as pesquisas precisam desenvolver metodologias mais adequadas tanto para
a otimizacdo do processo de extragdo, quanto para o desenvolvimento de estudos da atividade
bioldgica de extratos vegetais, que visem um melhor rendimento, a deteccdo de efeitos
especificos e controlem os efeitos sinérgicos que venham a ser causados pelos numerosos

constituintes contidos nos extratos (ATARES et al., 2012).
2.4 VITEX GARDNERIANA: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E ESTRUTURAIS

O termo Vitex, em sua derivacao farmaco-etimoldgica € uma palavra derivada do latim
vitilium, ou do grego vieo, dos quais se designa o significado de trancado, entrelacado, unido,
ou que se faz alusdo aos ramos duros, no entanto flexiveis. Estes ramos sdo utilizados na

construcdo de cercas, vergas e ripas (BARRETO, 2004).
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Quando se junta o nome gardneriana, faz-se alusdo a uma homenagem feita pelo
botanico alemdo Johan Konrad Schauer, descritor original da espécie que foi descrita ao
pesquisador inglés George Gardner, que em meados do século XVII, em uma excursdo feita
no Vale do Jaguaribe no Estado do Ceard conheceu a planta. Na regido nordestina do Brasil,
esta espécie ¢ popularmente conhecida como ‘jaramataia’, sendo possivel encontra-la em
leitos de rios situados nos estados da Paraiba, Recife, Ceara e também no Rio Grande do
Norte. Trata-se de arbusto que pode alcancar o crescimento de 6 a 7 metros de altura. As suas
folhas sdo simples e inflorescentes de cor roxa claro. Seu fruto € tipo drupa carnosa, de
formato ovéide e coloracdo verde oliva (RIBEIRO, 2016).

Segundo Barreto (2008) existem estudos que indicam outras espécies da Vitex

gardneriana, porém, da qual se fala € a apresentada na figura 1:

FIGURA 1 - PARTES DA VITEX GARDNERIANA (A: PARTE AEREA DA PLANTA; B: FLORESCENCIA
E FOLHA; C: FRUTO)

Fonte: VALE (2015).

Observa-se que ¢ uma darvore de pequeno porte, tem folhas simples, opostas,
decussadas, obovado-lanceoladas com limbo coridceo e face dorsal pubescente (BARRETO,

Suas inflorescéncias sdo axilar-terminais, densamente pubérulas, cilice sinsépalo,
subcampanulado, piloso, 5-lanciniado, sua corola apresenta coloracdo roxa clara

com tubo torcido para cima e comprimido lateralmente na por¢do superior, com o
lacinio superior mais desenvolvido. Possui drupa (BARRETO, 2004, p. 51).

Pode-se perceber que, de uma forma geral, a Vitex gardneriana é uma planta muito

presente no contexto da vegetacdo do semidrido nordestino, sendo uma espécie também
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encontrada no Rio Grande do Norte, conhecida popularmente pelo nome de Jaramataia
(ARAUIJO, 2009).
Em se tratando da sua caracteriza¢do taxondmica mais sintética, pode-se acrescentar

algumas caracteristicas, segundo descri¢do de Aradjo (2009), observando-se a Figura 2:

FIGURA 2 - IMAGEM TAXONOMICA DA VITEX GARDNERIANA

Fonte: Aratjo (2009).

A espécie Vitex gardneriana Schauer, além de Jaramataia, possui outros nomes
populares, como azeitona do mato, taruma do Brejo, entre outros (ARA(JJ 0, 2009).

Na descri¢do da planta tém-se os seguintes atributos informados por Aradjo (2009): é
uma drvore com 6-7 m de altura, suas inflorescéncias sdo axilares terminais, cdlice sinsépalo,
subcampanulado, piloso, sua corola apresenta colora¢do roxo clara com tubo torcido voltado
para cima, sendo que comprido lateralmente na por¢ao superior. O seu lacinio superior é bem
mais desenvolvido. E ainda uma planta oleaginosa e que se destaca como ornamental. Sua

florescéncia geralmente se d4 no més de novembro.
2.4.1 Propriedades farmacéuticas conhecidas da Vitex gardneriana

No que diz respeito as propriedades farmacéuticas, Barreto (2004) menciona em seu
estudo que ndo havia ainda informacdes provenientes de estudos experimentais sobre
propriedades farmacéuticas na Vitex gardneriana, mas, se sabe que algumas pessoas
comentam o seu uso como uma planta medicinal.

Segundo Monteiro et al (2015), a Jaramataia € uma espécie de vegetal muito utilizada
para fins de cura em diversos processos patoldgicos, entre os quais estdo: verminose, gripe,

rinites, gases, dor de barriga, sinusite, inflamacdo na prostata. Ha ainda quem a utilize para
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dor nos ossos, problemas nos rins, problema na coluna, calmante, dentre outros (ANDRADE
etal., 2012).

Aradjo (2009) situa o uso da Vitex gardneriana como sendo importante no tratamento
de alguns problemas de saide, definindo que a mesma, nesse sentido, é usada dentro do
contexto da etnomedicina. Trata-se de um vegetal usado no tratamento de problemas renais, a
partir do ché das folhas e cascas do caule. Diz-se que é também um bom calmante, anti-
inflamatdério, serve para cicatrizar ossos da coluna e alivio de dores estomacais. Além de tudo
isso, pode ser usado como abortivo € que o seu “xarope feito com as folhas, raspas do caule e
fruto, é usado para combater tosse, bronquite, gripe, inflamagdes, gastrite, mau halito e

verme” (ARAUJO, 2009, p. 92).
2.4.2 Caracterizacao fisico-quimica da Viftex gardneriana

Um dos pesquisadores que estudou a caracterizacdo fisico-quimica da Vitex
gardneriana foi Barreto (2004). Este pesquisador identificou, a partir de sua andlise quimica,
que o material extraido da referida planta guarda diferentes compostos. Ainda segundo o autor
a identificacdo foi feita de forma espectroscopica através da qual foi percebido:

20-hidroxi-ecdisonae o iridéide glicosilado, aucubina, respectivamente. Os espectros
obtidos de VA evidenciam tratar-se de uma estrutura esteréide, pela presenca de 27
atomos de carbono. Na andlise do APT observa-se a presenca de 7 carbonos

quaterndrios, 5 grupos metilas, 8 metilenos ¢ 7 metinos. O espectro IHRMN
permitiu verificar a presencga de 38 prétons (BARRETO, 2005, 53).

Barreto (2005) descreve ainda que encontrou nos extratos da casca do caule da
Jaramataia, a presenca de monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides, triterpendides,
esterdides, iridoides, saponinas, agucares, flavondides e fenilpropanoglicosideos.

Para realizar esta caracterizacdo, Barreto (2004), desenvolveu para seu estudo de
mestrado os seguintes procedimentos: coletou a Vitex gardneriana na caatinga do Nordeste
brasileiro, mais especificamente em as margens do Rio Espinharas no municipio de
Espinharas na Paraiba. Para a caracterizacdo foram usadas amostras de caule jovem e folhas
maduras com o peciolo. O material foi fixado FAA 50, segundo o método de Johansen (1940)
até a confeccdo de laminas semipermanentes. A epiderme foi examinada por dissociagdo em
solugdo de hipoclorito de s6dio. A concentracdo varidvel foi de 10 e 30% por periodo, de
acordo com a amostra. Os fragmentos da epiderme foram isolados e lavados em dagua
destilada, neutralizados com &4gua acética 1%, corados com Safranina e Azul de Astra,

montados em glicerina 50%.
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Barreto (2004) descreve ainda que da estrutura interna do caule foi feita em secc¢des
transversais, por meio de corte a mao livre com lamina comum. As seccOes transversais
também foram usadas para examinar a regido mediana da lamina foliar, neutralizadas em dgua
acética 1% e também coradas Safranina e Azul de Astra e montadas em glicerina 50%.

Com referéncia aos 6leos encontrados na referida planta, o 6leo essencial das folhas de
Vitex gardneriana foi estudado por Nascimento et al (2016). Foram encontrados 12
compostos dentre os quais hd predominancia de sesquiterpenos, sendo identificados como
constituintes majoritarios Cis-Calameneno, Isoledeno, a-copaeno e E-Cariofileno
(NASCIMENTO et al., 2016).

Para chegar a essa composi¢cdo quimica, Nascimento et al. (2016) obteve o 6leo
essencial das folhas de Vitex gardneriana, por meio de hidrodestilacdo, feita em aparelho
Clevenger, tendo permanecido no mesmo durante 2 horas e em seguida analisados por

CG/MS.
2.5 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sdo compostos voldteis e metabélitos secunddrios produzidos pelas
plantas, podendo ser encontrado desde a folha até a raiz; atuam principalmente como
mecanismo de defesa desses organismos e, quando extraidos, podem possuir grande
importancia para os setores alimenticios, cosméticos e até industriais (GASPARIN et al.,
2014).

Sobre isso, Bakkali et al (2008), relata que sdo conhecidos aproximadamente 3000
Oleos essenciais € 300 deles ja sdo utilizados para fins farmacéuticos e cosméticos. A
obtencdo desses 6leos pode ser feita através de varias metodologias, desde que essas garantam
uma extracdo eficiente. A hidrodestilacdo, destilacio a vapor e extracdo por fluido
supercritico estdo entre os métodos mais utilizados, porém devem ser escolhidos de acordo
com a composicdo do 6leo que se deseja obter (PIRES et al., 2012; CASSEL et al., 2009;
YUSOFF et al., 2011).

Segundo Fernandes Junior et al (2014), esses compostos € 0s seus componentes
predominantes podem possuir diversas propriedades como antiftingica, antimicrobiana,
antiparasitéria e até antioxidante. Existem algumas pesquisas feitas com 6leos essenciais para
avaliar essas propriedades e os principais componentes dos 6leos. Acerca dos componentes,
alguns estudos mostram que os mais encontrados sdo flavonoides, alcaloides, triterpenos,
sesquiterpenos, glicosinolatos e taninos (RODRIGUES et al., 2015; TAJKARIMI, IBRAHIM,
e CLIVER, 2010).
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Os flavonoides ¢ um dos maiores grupos encontrados em 6leos essenciais oriundos de
plantas utilizadas para fins medicinais. Esse composto tem como principal funcio proteger a
planta contra agentes oxidantes e, segundo algumas pesquisas, tem eficdcia na prevengdo de
doengas cardiovasculares, cancerigenas, imunoldgicas e outras (YAN et al. 2014; YANG et
al. 2013). Esse composto € utilizado com algumas aplicagcdes terapéuticas, como se observa

no quadro 4:

QUADRO 4 - COMPOSTOS FLAVONOIDES E SUAS RESPECTIVAS APLICACOES TERAPEUTICAS

ATIVIDADE FLAVONOIDE REFERENCIA
Antitumoral Quercetina Formica e Regelson, 1995
Antiespasmoddica Quercetina-3-glicosideo; Mata et al., 1997

rutina; pinostrobina

Antimicrobiana 7’,4’-diidréxi-Smetoxi- Gutkind et al., 1984
flavona
Antioxidante Quercetina; diidroquercetina; Larson, 1988
rutina

Fonte: Adaptado (SIMOES et al., 2010).

Além desse, estudos mostram que os sequiterpenos também podem apresentar alguns
efeitos farmacoldgicos, entre esses estdo os antiinflamatérios, antiparasitarios e até efeitos no
Sistema Nervoso Central (SILVA et al., 2012; SIMOES, 2002).

Apesar das indmeras vantagens dos Oleos essenciais, hd um grande desafio nas
pesquisas e estudos com essa matéria prima, pois envolve uma série de etapas que vai desde
as investigacdes do conhecimento e uso popular até a caracterizagdo da amostra, investigacao
farmacoldgica do extrato e dos seus constituintes isolados, avaliagdo dos mecanismos de acao
e formulacdo dos principios ativos, tudo isso para que se descubra um novo composto
biologicamente ativo com ag¢do em patologias que afetam a saide humana

(MANSANOSARTO; ERSONZANUSSO JUNIOR, 2014).
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3. METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS

Para o desenvolvimento desse estudo foram necessarios os seguintes materiais: folhas
e cascas do caule de Vitex Gardeneriana Schauer, estufa, moinho de facas (TE-650 Willye),
peneira 20 Mesh, recipientes de plastico, bandeja, cdpsula de porcelana, tubos de ensaio,
Becker, balanga analitica, soxhlet, funil de separacdo, baldao de decantacdo, baldo volumétrico,
bico de Bunsen, rota-evaporador, papel filtro (Diametro 18; gramatura 80g/cm3), placas de
Petri, placas de microdilui¢dio, meio de cultura estéril, pipetas, ponteiras, estufa
bacterioldgica, espectrofotometro, banho ultrassénico, eppendorfes e spectra max.

Dentre os solventes e reagentes, foram utilizados: 4gua purificada, cloroférmio, etanol
(70%), HCI concentrado, magnésio em po, éter etilico, acetato de etila, Na,SO4 anidro,

anidrido acético, fosfato de sddio, acido sulftirico, molibdato de amoénia e acido ascorbico.
3.1.1 Cepas

Para a avalia¢do da atividade antimicrobiana foram utilizadas trés cepas de bactérias,
escolhidas por possuirem importancia clinica significativa e por serem classificadas de formas
distintas frente as provas bioquimicas e com diferentes comportamentos frente aos
antimicrobianos: Staphylococcus aureus ATCC 700698, Pseudomonas aeruginosa ATCC

9027 e Escherichia coli ATCC 11303.
3.2 METODOS

O material vegetal a ser utilizado nessa pesquisa (folhas e cascas do caule de Vitex
gardneriana Schauer) foi coletado no municipio de Apodi, Rio Grande do Norte/Brasil,
propriamente as margens do rio Apodi. As amostras coletadas foram submetidas a dois
processos de secagem: em um primeiro momento foram secas através da radiagdo solar por
um periodo de 24 horas e posteriormente foram colocadas em estufa a 45°C durante 10 horas
para uma segunda secagem, assim como o descrito por Barreto et al (2007).

Apbs esse procedimento, as amostras passaram por um processo de trituracio
utilizando um moinho de facas (TE-650 tipo Willye) e peneira de 20 Mesh, pertencentes ao
laboratério de nutrigio animal da Universidade Federal do Semi-Arido (UFERSA). Depois
de trituradas, foram acondicionadas em recipientes de plastico previamente identificados com

tipo da amostra (folha ou caule) e data de trituragao.
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O material triturado foi utilizado durante o processo de extracdo do 6leo essencial e

consequentemente nas outras etapas desse estudo.
3.2.1 Planejamento experimental

Diante dos diversos fatores que influenciam no processo de extracao, foi desenvolvido
um planejamento fatorial completo 2% com duas repeticoes. O processo de extracdo do 6leo
essencial da Vitex gardneriana schauer foi otimizado utilizando como varidveis
independentes o tipo de solvente (T-S), parte da planta (PP) e procedimento de extracdo. As
variaveis foram codificados em -1 e +1 para facilitar o entendimento da matriz experimental,

como descritos no quadro 5 e na tabela 2:

QUADRO 5 - DESCRICAO DOS NIVEIS INFERIOR E SUPERIOR DO PLANEJAMENTO

EXPERIMENTAL
-1 +1
TIPO DO SOLVENTE | ACETATO DEETILA | ETER ETIILICO
PROCEDIMENTO DE SOXHLET EXTRACAO POR
EXTRACAO SOLVENTE
PARTE DA PLANTA FOLHA CAULE

Fonte: Do autor (2018)

TABELA 2 - MATRIZ EXPERIMENTAL

T-S PROCEDIMENTO PP
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
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6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

Fonte: Do autor (2018)

*Onde, tipo de solvente (T-S), parte da planta (PP) e procedimento de extracdo; -1 (T-S Acetato de etila,
procedimento Soxhlet, PP folha) +1 (T-S Eter etilico, procedimento extragio por solvente, PP caule).

A varidvel dependente utilizada para este estudo foi o rendimento do processo de
extracdo, de maneira que a metodologia que apresentou melhor rendimento foi utilizada para
a realizacdo da triplicata e obtencdo do 6leo essencial a ser utilizado para a identificacdo de

compostos e atividades antimicrobiana e antioxidante.
3.2.1.1 Extragao

A extracao foi desenvolvida em duplicata obedecendo ao planejamento experimental
23 e a ordem de randomizacdo (8, 4, 1,7, 3, 5, 2, 6). As partes da planta (folha e caule) foram
assim escolhidas por possuirem caracteristicas distintas, havendo, dessa forma, a
possibilidade da identificagdo de tipos e concentracdes de compostos diferentes em cada uma;
os solventes foram selecionados com base em algumas literaturas e principalmente na
polaridade dessas substancias, o que pode possibilitar uma maior seletividade de compostos
durante o processo de extragio (SIMOES et al., 2010).

As metodologias de extracdo desenvolvidas foram adaptadas de alguns autores como
Vale (2015), no caso de extracdo por solvente; jA4 o Soxhlet foi uma forma alternativa
inovadora de metodologia a ser testada, quando comparado com outras pesquisas ja feitas
com a Vitex.

A extracdo do 6leo essencial obtido das folhas ou do caule da Vitex, por arraste de
solvente, foi realizada de acordo com uma adaptacdo do que foi descrito por Vale (2015).
Inicialmente foram pesadas 5 gramas da amostra e colocadas em 1 litro e meio de agua
purificada, em seguida esse material passou por um processo de ebuli¢cdo durante 2 horas no
bico de Bunsen. Ap6s esse procedimento, a mistura dgua/6leo foi filtrada utilizando funil de
separacdo, Becker e papel filtro (Diametro 18; gramatura 80g/cm3) para que posteriormente
fosse colocada no baldo de decantac@o, onde foram acrescidos 200 ml de solvente para a

parti¢do durante 30 min.
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Ja a extracdo utilizando Soxhlet foi desenvolvida no sistema apropriado, ilustrado na

figura 3:

FIGURA 3 - EQUIPAMENTO EXTRATOR SOXHLET

Fonte: Do autor (2018)

Esse sistema permite que determinada quantidade de solvente passe vdrias vezes pela
amostra formando um ciclo. Dessa forma, pode possibilitar uma extragdo altamente eficiente
utilizando pouco solvente quando comparado com outras metodologias de extracio (SIMOES
et al., 2010). Para realizar essa metodologia, inicialmente o baldo volumétrico previamente
dessecado foi pesado em uma balanga analitica, seguindo da pesagem de 5g da amostra, que
posteriormente foi colocada no extrator. Apds essas etapas, foi colocada dgua gelada para
resfriar o sistema e também 200 ml de solvente organico especifico de acordo com o
planejamento experimental. Essa extracdo foi feita durante 8 horas (TOCCHETTO;
MATTOS, 2004).

A fase orgénica oriunda das duas metodologias foi concentrada utilizando o rota-
evaporador, onde a amostra foi submetida a temperatura correspondente ao ponto de ebulicdo
dos solventes, com 2 rota¢des do baldao por minuto e um vicuo de -100, como ilustrado na

figura 4 e descrita por Oliveira (2010).
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FIGURA 4 - ROTA EVAPORADOR

Fonte: Do autor (2018)
3.2.1.2 Rendimento do processo

A varidvel dependente utilizada foi o rendimento do processo de extracdo, cuja
férmula estd descrita na equagdo 1:
EQUACAO 1 - FORMULA PARA AVALIAR O RENDIMENTO DE OLEOS ESSENCIAIS

Oleo extraido x 100 _ Oleo
Massa alimentada 100

Oleo extraido (g) =

Fonte: BIMAKR, M. et al., 2009

Avaliar o rendimento do processo de extracdo € de extrema importancia para verificar
qual das metodologias utilizadas foi mais eficiente quando a maximizacdo do rendimento do
6leo essencial da Vitex gardneriana e, mediante isso, utilizar o 6leo essencial obtido para
realizar as identificacdes de compostos e as atividades antioxidantes e microbioldgicas

propostas (JANTAN et al., 2003).
3.2.2 Triagem de compostos

Através de metodologias simples e de cardter qualitativos, foi feita a pesquisa de
flavonoides e terpenos verificando a presenga ou auséncia desses compostos no 6leo essencial
de Vitex gardneriana Schauer. Para esses testes, bem como para as caracterizagdes
microbioldgicas e antioxidantes, a amostra do 6leo essencial da Vitex foi obtida através da

triplicata das varidveis de extracao que apresentaram melhor rendimento.
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3.2.2.1 Flavonoides

A pesquisa de flavonoides foi realizada através do teste de Cianidina (Acido cloridrico
(HCI) concentrado e magnésio), como sugerido por Langassner; Vargas (2010).

Inicialmente foram transferidos 0,5 mL do extrato filtrado para uma capsula de
porcelana, que foi aquecida até secura em banho maria (50°C). Em seguida foram adicionados
0,2 mL de cloroférmio para que ocorresse a eliminacdo da clorofila, ainda no banho maria.
Ap6s esse procedimento, o residuo foi desprezado e o que ficou foi redissolvido com 0,5 mL
de etanol 70% e transferido para um tubo de ensaio, onde foram colocados cerca de 0,5 mL de
HCI concentrado e pequena quantidade de magnésio em pé. A reacdo € considerada positiva

quando apresenta uma colora¢do vermelha.
3.2.2.2 Terpenos

A 1dentificacdo de terpenos foi feita através da adaptacdo do que foi descrito por Silva;
Miranda; Concei¢dao (2010). O teste para identificacdo de terpenos como os esteroides foi
realizado de acordo com a reacdo de Lieberman Burchard. Inicialmente foram misturados 0,5
mL do extrato com 0,5 mL de cloroférmio, em seguida essa solucao foi filtrada gota a gota
em um funil com algodao coberto de sulfato de sddio anidro (Na,SQOy) e transferida para um
tubo de ensaio, onde foi adicionado 0,25 mL de anidrido acético e trés gotas de &4cido
sulfirico (H,SO4) concentrado, observando se hd mudanga de cores. A coloragdo azul

evanescente seguida de verde indica a presenca de esterdides/triterpendides respectivamente.
3.2.3 Caracterizacao microbioldgica

As caracterizacdes microbioldgicas também foram realizadas utilizando a triplicata de
6leo essencial obtida através da metodologia de extragdo que gerou maior rendimento do 6leo.
As metodologias utilizadas seguiram protocolos desenvolvidos pela Universidade Federal do

Ceard (UFC) e a metodologia descrita por Vale (2015).
3.2.3.1 Cepas bacterianas

As cepas bacterianas utilizadas fazem parte do estoque do laboratério da UFC. Por
essa razdo, esses microorganismos foram, inicialmente, ativados e colocados na estufa por um
periodo de 24 horas. Posteriormente, as estirpes incubadas na estufa foram transferidas para

tubos falcon de 50 ml e centrifugadas durante 5 minutos, sob 4°C na velocidade de 9000 rpm.
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O sobrenadante foi descartado e foram acrescidos 5 ml de meio de cultura estéril aos tubos
para ressuspender o pellet bacteriano.
A concentracdo de células foi avaliada através da turbidimetria (620 nm) e curvas de

calibragao para cada bactéria até que a concentracao fosse ajustada para 2 x 10° células/ mL.
3.2.3.2 Montagem das placas

Foram utilizadas placas de 96 pocos para a realizacdo dos procedimentos. Onde, em
todos os pocos experimentais € no controle negativo foram colocados 100 uL de meio de
cultura estéril.

Em seguida, 200 uL. do 6leo essencial da planta em estudo, previamente diluido a 10%
em meio TSB (contendo 10% de tween), foi distribuido nos pocos da linha A, para que,
posteriormente, fosse feita uma diluicdo seriada com 100 uL da substincia presente na linha A
nas demais linhas, exceto na H, e descartando os ultimos 100 uL excedentes da linha G.
Enquanto que nos pogos da Linha H (controle negativo) foram acrescidos mais 100 uL. de
meio de cultura estéril.

ApOs esses procedimentos e, por ultimo, foram colocados 100 uL da dilui¢do inicial
dos in6cuos bacterianos nos pogos testes € no controle negativo. Seguido da incubacio das
placas a 37 °C durante 24 horas em agitacdo constante.

Depois desse periodo, apds o crescimento dos biofilmes, os conteidos dos pogos
foram retirados e o biofilme que ficou aderido a placa foi lavado trés vezes usando 200 uL de
agua estéril por poco. Foi desenvolvida a quantificagdo da biomassa dos biofilmes e a

enumeracao do numero de células vidveis.
3.2.3.3 Quantificagdo da biomassa

Para a determinacdo da biomassa através da coloragdo com cristal violeta, apds a
lavagem dos pocos, a placa passou por uma secagem a temperatura ambiente, e, depois de
seca, foram adicionados alguns reagentes em todos os pocos testes para que, depois de 5
minutos esses fossem retirados, seguindo a ordem: 200 uL de dlcool metilico P.A. e 200uL de
cristal violeta 1% (totalizando 5 min de espera em cada).

Em seguida, todos os pocos testes foram lavados 3 vezes com agua destilada e,
posteriormente, foram colocados 200 uL. de acido acético 33% para a realizacdo da leitura da
placa no SpectraMax, utilizando um comprimento de onda de 590 nandmetros e o shaker,

durante 10 segundos, em intensidade média e modo orbital.
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Todos os dados foram transferidos para o programa estatistico Graphpad com todas as
informacdes pertinentes a interpretacdo dos resultados, como substancias testadas, as

respectivas concentragdes e as estirpes bacterianas utilizadas.
3.2.3.4 Viabilidade celular e contagem das unidades formadoras de colonia

Para a realizacdo da viabilidade celular e contagem das unidades formadoras de
colonia, primeiramente 200 pL de dgua estéril foi adicionado a cada poco e, em seguida, a
placa foi colocada em banho ultrassoénico durante 480 segundos.

Ap6s esse tempo, o contetido dos pocos foi retirado e foram realizadas dilui¢cdes
seriadas de cada suspenc¢do. As diluicdes geradas foram plaqueadas utilizando placas de Petri
com o meio dgar dividido em 6 fatias.

Cada uma dessas fatias foi identificada com o nimero correspondente a dilui¢io
decimal (-1 a -6); em seguida, em cada fatia foram colocadas 3 gotas de 10 uL do mesmo
poco e correspondentes a dilui¢do anotada naquela fatia; na tampa da placa foram colocadas
as informacgdes pertinentes a intepretacdo dos resultados, como substancia testada,
concentracdo da substancia e estirpe bacteriana.

As placas foram incubadas na estufa durante 24 horas sob condi¢des especificas para
as estirpes bacteriana analisadas e, apds esse tempo, foi feita a contagem do ndmero de
colonias formadas em cada uma das 3 gotas de cada dilui¢do decimal (log UFC/mL), como

observado na figura 5:

FIGURA 5 - FLUXOGRAMA
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Fonte: Do autor (2018)
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3.2.4 Avaliacao antioxidante
3.2.4.1 Capacidade de antioxidante total

A capacidade de antioxidante total foi realizada em triplicata com base no que foi
descrito por Prieto; Pineda; Aguilar (1999). Sua realizagdo € importante para avaliar a
capacidade de acdo antioxidante do Oleo em situacdes de estresse oxidativo e
consequentemente alteracoes teciduais, o que acontece em patologias como o cancer
(DROGE, 2002).

Inicialmente, foram preparados os reagentes contendo fosfato de sédio monobdsico,
molibdato de amonia e solucdo padrao (dcido ascorbico): O fosfato de sédio foi preparado
diluindo 33,3 mg do fosfato monobédsico em 10 mL de 4gua destilada, gerando uma
concentracdo molar de 28mM; para a solucdo de molibdato foi dissolvido 1,232mg de
molibdato em 12,5 mL de dgua (4mM), depois foram acrescidos 3,3 mL de acido sulfdrico
(0,6 mols) puro e dgua até completar o volume final de 10 mL.

Para preparar a solucdo de &4cido ascérbico (padrdo) foi desenvolvida uma curva
utilizando diferentes concentracoes (0,01; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 mg acido ascérbico/mL).
Em seguida foram pipetados 100 puL dessas concentragdes em eppendorfes e neles ainda
foram adicionados 100 uL da solucao de molibdato, 100 puL da solu¢do de fosfato de sédio e
ImL de dgua destilada.

Além disso, foi preparado o Branco contendo 100 pL da solu¢do de molibdato, 100 uL.
da solucdo de fosfato de sédio e 100 uLL de dgua destilada e acrescidos mais 1 mL de 4gua.

As amostras testes, foram preparadas colocando 100 puL das dilui¢des preparadas em
Img/ml (10 mg de amostra em 10ml de dgua destilada) em eppendorfes e acrescidos 100 uL
das solucdes preparadas de molibdato, fosfato de sédio e 1 mL de dgua destilada.

Em seguida, as amostras, o branco e a curva padrao foram levados a estufa em 100°C
durante 90 minutos e posteriormente foram resfriados. Em seguida foi feito a leitura do teste a
695 nm no espectrofotdmetro (KASUKI) e o 4cido ascérbico foi utilizado como padrdao do

resultado (mg de dcido ascérbico/ g de amostra).
3.2.5 Analise estatistica

A andlise dos rendimentos gerados foi realizada com o auxilio do software Statistica
2.0; essa avaliacdo estatistica foi combinada pela andlise de variancia (ANOVA) para

multiplas comparagdes. Para os ensaios antibacterianos e antioxidantes, os resultados foram
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expressos como média dos valores + S.D para n experimentos e aplicados no programa de

estatistica Graphpad para a gerag¢do dos graficos.
4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO

Para a realizagcdo da otimizacdo do processo de extracdo do 6leo essencial da Vitex, foi
desenvolvido um planejamento experimental completo 23 em duplicata, utilizando uma matriz
experimental com diferentes varidveis independentes, avaliando rendimento do dleo essencial
de cada procedimento.

Tais extragdes seguiram uma ordem randomizada (8,4,1, 7, 3, 5, 2, 6) gerando

rendimentos que podem ser visto na tabela 3:

TABELA 3 - MATRIZ EXPERIMENTAL E RENDIMENTOS DO OLEO ESSENCIAL DA VITEX

GARDNERIANA.
T-S PROCEDIMENTO PP Rendimentos Rendimentos
(D) (2)
1 -1 -1 -1 7% 6,0%
2 +1 -1 -1 7.1% 7,0%
3 -1 +1 -1 1,89% 1,90%
4 +1 +1 -1 11,84% 15,23%
5 -1 -1 +1 5,95% 6,01%
6 +1 -1 +1 6,50% 6,40%
7 -1 +1 +1 1,40% 1,30%
8 +1 +1 +1 3,40% 2,80%

Fonte: Do autor (2018)
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*Onde, tipo de solvente (T-S), parte da planta (PP) e procedimento de extracdo; -1 (T-S Acetato de etila,
procedimento Soxhlet, PP folha) +1 (T-S Eter etilico, procedimento extragio por solvente, PP caule).

Os resultados dos rendimentos mostrados na tabela 3 foram aplicados em programas
estatisticos com o intuito de verificar a metodologia mais eficaz para a maximizacdo da
extracdo do Oleo essencial e a interferéncia das varidveis utilizadas na geracdo desses
rendimentos. O programa Statistica gerou o grifico de Pareto, visto em figura 6, para
expressar a avaliacdo das varidveis independentes quanto a sua significancia.

FIGURA 6 - AVALIACAO ESTATfS:FICA DAS \{ARIAVEIS INDEPENDENTES QUANTO SUA
SIGNIFICANCIA (GRAFICO DE PARETO)

(1)Tipo de solvente | 18,46604
1by2 i?.SOSST
(3)Parte da planta | % E-7.16221
1by3 : -5,25071 1
2by3 -5,18582
{2)Procedimento | -3,6342

.p=.05
Fonte: Do autor (2018)

De acordo com o gréfico de Pareto, todas as varidveis utilizadas (parte da planta, tipo
de solvente e metodologias de extracdo), bem como a interacdo entre elas apresentaram
diferengas significativas quanto ao rendimento do 6leo essencial. Ainda de acordo com esse
grafico, o tipo de solvente foi a varidvel que mais influenciou no rendimento. Sobre isso,
Simdes et al. (2010) ressalta que, de maneira geral, os solventes podem influenciar na
extracdo de 6leos essenciais, devido as suas diferentes polaridades, o que pode possibilitar
uma maior seletividade de compostos durante o processo de extragdo ou alguma interacdo
entre compostos quimicos que dificultem o procedimento. Ainda de acordo com esse mesmo
autor, a estrutura das partes da planta, tempo de extracdes e outros fatores extrinsecos também
podem afetar as extragdes de 6leos essenciais.

Uma equacdo linear (equagdo 2) foi desenvolvida em funcdo da varidvel resposta,

rendimento da extracdo, em termos das trés varidveis independentes, em que y representa a
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varidvel dependente. Os valores codificados das varidveis sdo representados por X

(procedimento), x, (tipo de solvente) e x3 (parte da planta), respectivamente.

EQUACAO 2 - EQUACAO LINEAR PARA A AVALIAS;AO DA YARIAVEL RESPOSTA, RENDIMENTO
DA EXTRACAO EM TERMOS DAS TRES VARIAVEIS INDEPENDENTES.

y= 586 + 1,79X1 — 0,77 X2 — 1,52X3 + 1,68X1X2 — 1,11 X1X3 — 1,10 X2X3
Fonte: Anova (2018)

As varidveis independentes utilizadas foram avaliadas na andlise de variancia Anova,
vista na tabela 4. Essa andlise permite comparar trés ou mais tratamentos para verificar a sua

significancia (SILVA, 2012).

TABELA 4 - ANALISE DE VARIANCIA ANOVA

SS N MS Fcal Ftab R,
Regressao 181,820 6 30,3034
Residuo 30,002 9 3,33353 9,0905 3,374 0,8536
Falta de 24,256 1 24,2556
ajuste
Erro puro 5,746 8 0,71826
Total 211,822 15 14,1215

Fonte: Do autor (2018)

*SS: Soma quadrética; n: niimero de grau de liberdade; MS: Média quadritica; R,: coeficiente de variagao.

De acordo com os dados mostrados por essa andlise, pode-se compreender que valor
de F calculado foi maior do que o valor de F tabelado no nivel de 5% (p / p), indicando que as
combinacdes de tratamento admitidas pela equagdo foram significativas. Além disso, o valor
de R; indica que 85,36% da varidvel resposta pode ser explicada pelo modelo apresentado na
equacdo. Diante disso, Silva (2012) destaca a utilizagdo do Anova como metodologia eficaz
para verificar se ha correlacio entre os valores preditos pelo modelo com os valores
observados no experimento.

Além dessas andlises, a andlise das médias marginais (figura 7) mostrou que, em “A”,
quando foi utilizada a parte da planta -1 (folha), o procedimento -1 (soxhlet), o rendimento
apresentou-se no mesmo nivel na utilizagdo dos dois tipos de solvente. J4 quando foi utilizada

a parte da planta -1, o procedimento 1 (extracdo por solvente), o rendimento do dleo
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aumentou com a utilizagcdo do solvente 1 (éter etilico) e diminuiu com a utilizagcdo do solvente

-1 (Acetato de etila).

FIGURA 7 - GRAFICO AVALIATIVO RENDIMENTO/VARIAVEIS.
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Fonte: Do autor (2018)

*Onde, -1 (T-S Acetato de etila, procedimento Soxhlet, PP folha) +1 (T-S Eter etilico, procedimento extragdo
por solvente, PP caule).

J4 na figura “B” pode-se constatar que na utilizacdo do procedimento -1, da parte da
planta 1, os rendimentos apresentaram-se aproximados na utilizacdo dos dois tipos de
solvente, sendo que na utilizagdo do solvente 1 houve rendimento um pouco maior. Enquanto
que na utilizagdo da parte da planta 1, do procedimento 1, o rendimento do 6leo essencial
apresentou declinio na utilizacdo dos dois tipos de solventes quando comparado com os
valores gerados na utilizacdo do procedimento -1. Apesar disso, na utilizacdo das duas
metodologias de extracdo e do caule, o éter etilico foi mais eficiente quanto a maximizacado do
rendimento.

As metodologias de extragcdes utilizadas possuem algumas diferengas, como, por
exemplo, o tempo de contato da amostra com o solvente. Na metodologia utilizando Soxhlet o
tempo de contato entre a varidvel parte da planta com solvente é bem maior do que na
metodologia “extragdo por solvente”. De acordo com alguns autores, como Prins; Lemos;
Freitas (2006) esse tempo de contato pode interferir no rendimento de 6leos essenciais, assim
como influenciou na extragdo dos dleos essenciais do alecrim (Rosmarinus officinalis L). De
maneira geral, o aumento do tempo de extragdo é diretamente proporcional ao rendimento do
6leo essencial, porém, de acordo com Waterman (1993); Mann (1994) esse fator dependera

muito da parte da planta utilizada, da consisténcia, bem como das caracteristicas dos solventes
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utilizados, o que podem explicar a metodologia de menor tempo ter gerado uma quantidade de
6leo maior.

Sobre isso, Simodes et al. (2010) relata que a consisténcia da amostra também pode
influenciar na extracdo devido as estruturas histolégicas das diversas partes de uma planta ser
bastante heterogénea; existem algumas partes mais compactas, como o caule, e outras que
possuem uma textura mais delicada, como as folhas. Dessa forma, a consisténcia dos tecidos
também pode influenciar no poder de penetracdo dos solventes e consequentemente na
extracdo de Oleos essenciais, o que explica a facilidade do éter em extrair o 6leo essencial das
folhas com mais facilidade independente do tempo de extracdo e a sua dificuldade em extrair
do caule.

Para uma melhor visualizacdo da interferéncia dessas varidveis no rendimento do 6leo

essencial, foram elaborados os graficos de superficie de resposta, visto na figura 8:



FIGURA 8. GRAFICOS DE AVALIACAO DO RENDIMENTO. A: TIPO DE SOLVENTE E
PROCEDIMENTO; B: PARTE DA PLANTA E TIPO DE SOLVENTE; C: PARTE DA PLANTA E
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Fonte: o autor (2018)

*Onde, -1 (T-S Acetato de etila, procedimento Soxhlet, PP folha) +1 (T-S Eter etilico, procedimento extracio
por solvente, PP caule).

De maneira geral, as imagens expressas na figura 8 sdo complementares e contribuem
para a avaliacdo estatistica das metodologias de extracao utilizadas quanto a maximizacao do
rendimento do 6leo essencial extraido, que pode ser observada através da diferenca de cores,

onde a cor vermelha mais escura expressa os maiores rendimentos nos graficos. Na imagem
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A, observando a variagcdo de cores, estd expresso que o tipo de solvente 1 (éter etilico) e o
procedimento 1 (Extragdo por solvente) geraram um bom rendimento; em concordancia a
isso, a imagem B expressa que parte da planta -1 (folha) e o tipo de solvente 1 (éter etilico)
também geraram o maior rendimento e a imagem C conclui que a parte da planta - 1 e o
procedimento 1 também contribuiram para um aumento no rendimento.

Nesse sentido, pode-se observar que durante a realizacdo desses experimentos houve
influéncia de todas as varidveis e da interacdo entre elas sobre o rendimento do 6leo essencial.
O solvente organico éter etilico, por exemplo, possui algumas caracteristicas mais apropriadas
para a extracdo de 6leos essenciais de acordo com Biasi e Deschamps (2009), como uma
baixa temperatura de ebuli¢do, uma boa seletividade, além de ser quimicamente inerte. Em
contrapartida a isso, o acetato de etila possui um ponto de ebulicdo mais alto, podendo reagir
com algumas substincias e perder estabilidade perante fontes de calor (QUIMIDROL;
COMERCIO INDUSTRIA IMPORTACAO LTDA, 2007).

Destarte, as caracteristicas quimicas do éter etilico, bem como a textura mais delicada
da folha (SIMOES et al.,2010) e o tempo do procedimento extragio por solvente foram mais
significativos e eficientes quanto a maximizagdo do Oleo essencial de Vitex gardneriana
Schauer. Assim, conclui-se que a metodologia quatro da matriz experimental (Eter etilico,
folha e extracdo por solvente) foi estatisticamente a mais eficaz para a maximizacdo do
rendimento do 6leo essencial da Vifex. Essa metodologia gerou rendimentos numerais de
11,84% e 15,23%, valores superiores ao encontrado por Monteiro et al. (2015) em suas
metodologias de extracdo utilizando extrato em etanol de folhas secas de Vitex (13,12%) e
extrato em agua (8,13%).

Ademais, a partir da avaliacdo estatistica e com base no que a literatura revela sobre
extracoes de Oleos essenciais e os seus interferentes, € importante destacar que o planejamento
experimental utilizado mostrou-se uma ferramenta util para avaliar as varidveis independentes
sugeridas e a influéncia de cada uma sobre uma varidvel dependente. De acordo com Peralta
et al. (2005), o desenvolvimento de planejamentos experimentais como esse permitem a
avaliacdo de uma grande quantidade de varidveis através de uma quantidade pequena de
ensaios, além de possibilitar a redu¢do de custos e conferir uma maior confiabilidade aos

resultados.
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4.2 PESQUISAS DE COMPOSTOS

A pesquisa de compostos, bem como as avaliagdes das atividades antimicrobiana e
antioxidante foram desenvolvidas utilizando o 6leo essencial obtido através da triplicata da

metodologia quatro da matriz experimental.
4.2.1 Flavonéides

A pesquisa de Flavonodides obedeceu a metodologia descrita por Langassner e Vargas
(2010), pela qual a reagdo é positiva quando apresenta uma colora¢ido vermelha, semelhante a

figura 9:

FIGURA 9 - REACAO DE CIANIDINA
v

Fonte: (LANGASSNER; VARGAS, 2010)

A pesquisa desse composto no Oleo essencial de Vitex gardneriana Schauer
apresentou resultado positivo, tendo em vista que o 6leo apresenta coloragdo original incolor,

como pode ser observado na figura 10:

FIGURA 10 - PESQUISA DE FLAVONOIDES NO OLEO ESSENCIAL DE VITEX.

y F

Fonte: Do autor (2018)

De acordo com Zuanazzi; Montanha (2010), na Vitex sp. ja foi identificado um tipo de
flavonoide chamado vitexina. De maneira geral, a presenga de flavonoides em compostos de

vegetais, como nos Oleos essenciais, pode estar relacionado com as atividades bioldgicas
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desses componentes frente a microorganismos como fungos e bactérias, além da possibilidade

de possuirem atividade antioxidante (SIMOES et al.,2010).
4.2.2 Terpenos

A pesquisa de terpenos foi desenvolvida a partir de uma adaptacao do que foi descrito
por Silva; Miranda; Conceicdo (2010). De acordo com esses autores a presenca de terpenos
pode ser visualizada através da reacdo de Lieberman Burchard, onde haverd colora¢do azul
evanescente seguida de verde indicando a presenca de esterdides/triterpendides
respectivamente.

A pesquisa desse composto no Oleo essencial de Vitex gardneriana Schauer

apresentou resultado positivo, como pode ser observado na figura 11:

FIGURA 11 - PESQUISA DE TERPENOS NO OLEO ESSENCIAL DE VITEX

§

Fonte: Do autor (2018)

Os terpenos sdo compostos frequentemente encontrados em produtos naturais
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). De acordo com CARNEIRO et al. (2011), no
género Vitex (Lamiaceae) ja foram identificados esses compostos e, além disso, Barreto
(2005) descreveu em seu artigo que nos Oleos da Vitex gardneriana também ja foram
identificados a presenca de compostos como: monoterpendides, sesquiterpendides,

diterpendides, esterdides, iriddides, saponinas, agucares, flavondides e outros.
4.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEO ESSENCIAL DE V. GARDNERIANA

Os Oleos essenciais obtidos de plantas tém sido avaliados pela possibilidade de
possuirem atividades bioldgicas, principalmente relacionadas com acdo frente aos
microorganismos (VALE, 2015). Sobre isso, foram realizadas aplica¢des do dleo essencial de

V. gardneriana frente as cepas descritas no topico 3.1.1, com a finalidade de verificar a agdo
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desse composto na inibicdo da formacdo de biofilmes bacterianos e do nimero de células

vidveis nos biofilmes.
4.3.1 Efeito do dleo essencial na inibiciao de biofilmes

A figura 12 expressa a quantificagdo da biomassa dos biofilmes de S. aureus, P.

aeruginosa e E. coli ap6s 24 horas de crescimento na presenca do 6leo essencial extraido de

Vitex gardneriana.

FIGURA 12 - QUANT’IFICACAO DA BIOMASSA DOS BIOFILMES DE P. AERUGINOSA, S. AUREUS E
E. COLI APOS 24 HORAS DE CRESCIMENTO NA PRESENCA DO OLEO DE VITEX.
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Fonte: Do autor (2018)

De maneira geral, a formacdo de biomassa pelas cepas avaliadas foi inibida pelo 6leo
essencial da Vitex gardneriana Schauer. Sobre isso Benbelaid et al. (2014), relata que os
Oleos essenciais, na maioria das vezes, podem possuir atividades sobre os biofilmes tanto de
bactérias Gram-negativas, quanto de Gram-positivas. Ademais, a presenga de compostos
como Flavondides e Terpenos, ja identificados na planta utilizada, contribuem para o
desenvolvimento de atividades frente aos microorganismos.

Essas atividades sdo de grande relevancia, pois as associagdes de microorganismos

podem desencadear doengas, como infec¢des urindrias e prostatite bacteriana no caso das
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doencas geniturindrias, além de terem a capacidade de se desenvolverem em superficies
abidticas, incluindo dispositivos médicos como o cateter urindrio e aparelhos intrauterinos
(ONURDAG et al., 2010).

Diante disso, pode-se observar que, nesse estudo, todas as concentracdes foram
capazes de reduzir, expressivamente, a biomassa da P. aeruginosa quando comparado com o
controle negativo, enquanto que nas demais bactérias isso ocorreu apenas em algumas
concentracgdes (500, 250, 125, 62,5, 31,2 e 7,8 ug/mL para S. aureus e 500, 250, 125, 15,6 e
7,8 ug/ mL para E. coli). Vale (2015) também quantificou a biomassa dos biofilmes de S.
aureus € P. aeruginosa e os resultados avaliados por ele também constataram que o dleo
essencial da Vitex gardneriana Schauer é capaz de reduzir a formagdo de biomassa por esses
microorganismos.

De acordo com Davies (2003), cerca de 80% das infeccdes bacterianas estdao
relacionadas com a formacgdo de biofilmes. Por essa razdo, capacidade do 6leo essencial
estudado em inibir a formacdo de biomassa torna-se uma aplicabilidade medicinal importante
frente as infec¢des (SILVA et al., 2012).

De acordo com alguns autores, baixas concentragdes de antimicrobianos podem
aumentar a producdo de biofilmes por algumas espécimes bacterianas (HATHROUBI et al.,
2015), relacionado a isso pode estar o fato das baixas concentracdes do 6leo essencial de Vitex
ndo terem sido tdo eficaz para a redu¢cdo da biomassa das cepas de S. aureus e E. coli.

Em relacdo ao ensaio de enumeragdo de unidades formadoras de col6nias, o nimero
de células viaveis de P. aeruginosa e E. coli ndo foi reduzido pelo dleo essencial da V.
gardneriana em estudo. Em contrapartida a isso, o nimero de células vidveis da cepa MRSA
de S. aureus foi reduzido em algumas concentracdes do 6leo essencial de Vitex. O que pode
ser observado na figura 13.

A capacidade do dleo essencial da Vitex em reduzir, apesar de apenas em algumas
concentracdes, o nimero de células vidveis da S. aureus é de extrema importincia para a
investigacdo de novos principios ativos frente a essas bactérias, tendo em vista que podem ser
responsaveis por uma série de patologias, como infec¢des urindrias, prostatites bacterianas,

além de formarem biofilmes em superficies bidticas e abidticas (BATONI et al., 2011).
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FIGURA 13 - NUMERO DE CELULAS VIAVEIS DE BIOFILME DE S. AUREUS ATCC 700698, P.
AERUGINOSA ATCC 9027 E E. COLI ATCC 11303 APOS 24 HORAS DE CRESCIMENTO NA
PRESENCA DO OLEO ESSENCIAL DE V.GARDNERIANA SCHAUER.
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Fonte: Do autor (2018)

Legitimando com esses dados, Kavanaugh; Ribbec (2012) desenvolveram um trabalho
avaliando a aplicacdo de varios 6leos essenciais em biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa e,
curiosamente, um dos 6leos essenciais foi eficaz contra biofilme, mas ndo foi capaz de reduzir
o nimero de células planctonicas. Além disso, Silva et al. (2009) avaliando a aplicabilidade
de Oleos essenciais em cepas de S. aureus e E. coli, constatou que a cepa de S. aureus
apresentou maior susceptibilidade do que a E.coli.

Ainda ndo existem explicacdes fidedignas quanto ao mecanismo de acdo dos dleos
essenciais frente aos microorganismos. Porém, de acordo com Burt (2004) hd especulacdes
que esses compostos podem causar danos as membranas das bactérias através de compostos
lipofilicos, o que pode ser fator explicativo das diferentes acOes frente a bactérias Gram
negativas e Gram positivas.

Ademais, mediante os resultados expostos, pode-se constatar que o 6leo essencial da
Vitex gardneriana Schauer apresentou resultados importantes na inibi¢do da formagdo de
biomassa pelas cepas de S. aureus ATCC 700698, P. aeruginosa ATCC 9027 e E. coli ATCC
11303, sendo mais eficaz para reduzir o nimero de células vidveis da cepa MRSA de S.
aureus ATCC 700698. Ainda que o gé€nero Vitex represente uma fonte promissora contra

biofilmes, a espécie em estudo ainda permanece pouco explorada, necessitando do
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desenvolvimento de mais estudos que encontrem a maneira mais eficiente e apropriada para a

aplicacdo do potencial biotecnoldgico dessa planta.
4.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

A avaliagdo da capacidade antioxidante total (CAT) foi realizada de acordo com o que
foi descrito por Prieto; Pineda; Aguilar (1999), com a finalidade de verificar a capacidade da
amostra teste em doar elétrons e, dessa forma, neutralizar os radicais livres.

Como controle positivo foi utilizado uma curva padrdo de dcido ascorbico, que gerou,
como observado na figura 14, a equagdo linear “y = 26,318x + 0,1275”, onde y pode ser
substituido pelas absorbancias da amostra teste e x corresponderd a quantidade da absorbancia
teste que possui atividade antioxidante correlacionada com o 4cido ascérbico (mg de dcido
ascorbico/g de amostra).

Além disso, pode-se observar que a equagdo apresenta o coeficiente de correlagdo (R?)
igual a 0,91, o que indica que 91% da varidvel resposta pode ser explicada pelo modelo
apresentado na equacdo. De acordo com Shimakura (2006), quando o valor de R? se expressa

acima de 0,9 ha a possibilidade de correlagdes fortes entre as varidveis.

FIGURA 14 - GRAFICO DA CURVA PADRAO (ABSORBANCIA/CONCENTRACAO).
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Fonte: Do autor (2018)

A figura 14 apresenta os valores de absorbancia medidos em cada concentracdo da
curva padriao. Os valores apresentados foram comparados com as absorbancias da amostra

teste para verificar se o 6leo essencial da planta analisada possui capacidade antioxidante
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total, sendo capaz de reduzir redugao Mo*® a Mo*™. As absorbancias das amostras testes, bem

como a média e o desvio padrdo podem ser vistos na tabela 5:

TABELA 5 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE OBTIDA PELO METODO REDUCAO DE MO+6 A MO+5
DO OLEO DE VITEX GARDNERIANA SCHAUER.

Absorbancia Média DP CV
Amostras 1 2
0,359 0,329 0,344 0,015 4,36

Fonte: Do autor (2018)

Através da andlise dos dados expostos na tabela 5 percebe-se que as absorbancias das
amostras testes ficaram dentro dos valores estabelecidos na curva de dcido ascorbico e a
respeito dos valores de desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV), é possivel
considerar, de acordo com Pimentel Gomes (1985), que conferem baixa dispersdo dos
resultados.

Os valores de absorbancia expressos na tabela 5 foram aplicados a equagdo da figura
14, com o intuito de verificar a concentra¢do que a amostra teste possui atividade antioxidante
correlacionada com acido ascorbico. Os resultados gerados ap6s a aplicacao na férmula foram

organizados na tabela 6:

TABELA 6 - CONCENTRACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO RELACIONADO COM O

ACIDO ASCORBICO.
Eq. Acido
Concentracoes  Media DP CV Amostr Valorde ascorbico
a "x'" na em mg/g de
Branco curva (mg) amostra
Amo 1 2
stras (088 0,077 0,082 0,006 6,93 0,344 0,0082 82,26

Fonte: Do autor (2018)

A partir da andlise da tabela 6 é possivel perceber que a média = DP das absorbancias
testes possui valor aproximado com a média de absorbancia obtida entre a utilizagdo das
concentracdes 0,05 e 0,1 da curva de 4cido ascérbico, sendo, dessa forma, capaz de reduzir
Mo*™® a Mo™. Para a verificacdo do equivalente de 4cido ascérbico (mg) por grama de

e,

amostra, o valor expresso de “x” na curva (0,0082 mg) foi dividido pela massa de oleo
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utilizada (0,00010g) encontrando o valor significante de 82,26 mg equivalente de &4cido
ascorbico por grama de amostra.

Nao foram encontrados estudos que avaliassem a capacidade antioxidante total do 6leo
essencial do género Vitex correlacionada com 4cido ascérbico. Porém, outros estudos, como o
desenvolvido por Melo (2013), avaliou a capacidade antioxidante total (expresso como
equivalentes de dcido ascorbico) de polissacarideos sulfatados da alga marrom Dictyopteris
Jjustii, encontrando valores também significativos.

Ademais, alguns estudos, como o de Monteiro et al (2015); Vale (2015), também
relatam o potencial antioxidante da Vitex gardneirana Schauer, porém relacionados com
outros radicais livres. De acordo com o que foi proposto por Vale (2015), o 6leo essencial da
Vitex apresentou elevada capacidade antioxidante para inibir a oxida¢do P-caroteno, em
contrapartida durante a avaliacdo da capacidade quelante sobre o ion ferroso, o 6leo essencial
de C. piauhiensis mostrou-se mais eficaz como antioxidante em relacdo ao 6leo de V.
gardneriana. Ainda sobre a atividade antioxidante da planta em estudo, Monteiro et al. (2015)
verificou que essa atividade, quando comparada com o padrdo positivo (TROLOX) foi
considerada boa para a inibicdo do radical livre DPPH em 50%.

De acordo com Amorati et al. (2013) a atividade antioxidante dos dleos essenciais esta
diretamente relacionada com a sua composi¢do. Perante isso, Grassmann (2005) ressalta que
os terpendides, compostos ji identificados no 6leo essencial da planta em estudo, tém
demostrado potencial atividade antioxidante, apesar dessa atividade também esta relacionada
com 0s a interacao entre os VArios compostos presentes nesses 0leos.

Os radicais livres s@o moléculas que possuem elétrons desemparelhados. Esses
radicais podem ser formados naturalmente no organismo ou através da exposicdo a fatores
exogenos, porém, quando produzidos de forma exagerada, podem provocar estresse oxidativo
e consequentemente danos a saide humana, podendo desencadear doencas, como as
neoplasias malignas (BARREIROS et al., 2006).

De acordo com Bianchi; Antunes (1999), com a finalidade de limitar a producao
exagerada de radicais livres e impedir a indu¢do de danos, sdo estudados mecanismos de
defesa antioxidante em varios compostos, incluindo 6leo oriundo de plantas.

Diante disso, a boa atividade antioxidante do 6leo essencial da planta em estudo,
destaca-se como importante alternativa a ser utilizada frente aos radicais livres e
consequentemente as doengas relacionadas ao excesso desses radicais. Para isso, € necessario
a realizagdo de mais estudos, além da repeti¢cdo dos valores em triplicata para conferir uma

maior fidedignidade a essas andlises.
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5 CONSIDERA COES FINAIS

Mediante os resultados obtidos, pode-se verificar que a planta em estudo apresentou
valores significativos quanto as metodologias testadas. Dessa forma, através desse trabalho,
foi possivel compreender que as varidveis (parte da planta, tipo de solvente e metodologia de
extracdo) influenciam no rendimento do 6leo essencial de Vitex gardneriana Schauer, sendo a
folha, o éter etilico e a extragdo por solvente as varidveis que geraram o melhor rendimento.

Além disso, algumas concentracdes do Oleo essencial obtido através dessa
metodologia apresentaram potencial inibitério da formagdo de biomassa das cepas de S.
aureus ATCC 700698, P. aeruginosa ATCC 9027 e E. coli ATCC 11303, sendo ainda eficaz
para reduzir o nimero de células vidveis da cepa MRSA de S. aureus ATCC 700698.

No que diz respeito a atividade antioxidante, o referente 6leo apresentou atividade
antioxidante capaz de reduzir Mo*® a Mo*™, com o valor de 82,26 mg de equivalente de acido
ascorbico por grama de amostra. Apesar disso, sugere-se a repeticio dos resultados da
atividade antioxidante para a confirmacao dos resultados em triplicata.

Sobre a triagem de compostos, foi identificado que o 6leo essencial em estudo possui
flavonoides e terpenos do tipo triterpenodides.

Destarte, perante a avaliacdo dos resultados corroborados pelos valores ja reportados
na literatura, é possivel afirmar que o 6leo essencial da Vitex gardneriana Schauer apresenta-
se como um composto de bom potencial biotecnolégico contra agentes infecciosos, além da
possibilidade de possuir capacidade terapéutica contra estresse oxidativo, o que faz desse 6leo
um objeto de estudo promissor para a ci€ncia e, quem sabe, para a evolucdo terapéutica das
doencas geniturindrias, jd que essas englobam desde simples infec¢des ocasionadas por

bactérias ou até biofilmes de bactérias até doencgas associadas ao excesso de radicais livres.
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