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RESUMO

As plantas medicinais tém sido amplamente empregadas, constituindo parte
das ferramentas terapéuticas utilizadas no controle das mais variadas
moléstias humanas. Neste estudo, foi objetivado a verificacdo das atividades
antibacteriana e antiparasitaria de extratos aquoso e etandlico de
Acanthospermum australe. Os extratos etandlico e aquoso de
Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze foram obtidos por maceracao
estética a frio em etanol/agua (9:1), e por infusdo, em agua deionizada, a 90°C,
respectivamente. Ambos foram filtrados e os solventes removidos a 40°C, a
pressdo reduzida. O rendimento do extrato etandlico foi de 12,8% p/p e do
extrato aquoso foi de 17,1% p/p. Os extratos secos foram reconstituidos em
metanol para obter concentragéo final de 100 ug/mL e 200 ug/mL. A atividade
antibacteriana dos extratos foi avaliada frente as bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC 6538P) e Escherichia coli (ATCC 25922), pelo método de
difusdo em agar, e a atividade amebicida frente a A. polyphaga (ATCC 30461).
O efeito citotoxico dos extratos foi testado em ceélulas de mamiferos utilizando
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol2-il]-2,5-difeniltertrazélio (MTT), sendo que
ambos apresentaram efeito citotéxico contra células de linhagem VERO (ATCC
CCL-81). Foi observada a inibicdo de crescimento dos microrganismos
bacterianos por ambos os extratos, nas concentragfes testadas. O extrato
etandlico, na concentracdo de 10 mg/mL, apresentou 100% de letalidade a
trofozoitos de A. polyphaga (ATCC 30461) nas concentracdes de 10, 5, 2,5,
1,25 e 0,625 mg/mL, em 24 h. Paralelamente, foi realizada a analise fitoquimica
dos extratos aquoso e etandlico para a determinacdo de compostos fendlicos
(taninos, flavondides, acidos fendlicos e antraquinonas), alcaldides e
compostos terpénicos. Os extratos apresentaram perfis qualitativamente
semelhantes, caracterizados pela presenca de taninos, flavondides, acidos
fendlicos e compostos terpénicos.
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Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (XX p.) —Junho de 2012.

vii



ANTIBACTERIAL AND AMEBICIDAL ACTIVY EVALUATION OF AQUEOUS
AND ETHANOLIC EXTRACTS OF Acanthospermum australe (Loefl.) O.
Kuntze !

Author: Luis César de Castro
Supervisor: Dr. Sueli T. Van Der Sand
Co-Supervisor: Dr. José Carlos Germani

ABSTRACT

Medicinal plants have been widely employed, constituting part of the
therapeutic tools used in the control of various human diseases. In this
study, was aimed do verify the antibacterial and amebicidal active evaluation of
agueous and athanolic extracts of Acanthospermum austral. The aqueous and
ethanolic extracts of Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze were
obtained by static maceration in cold ethanol / water (9:1), and infusion in
deionized water at 90°C, respectively. Both were filtered and the solvents were
removed at 40°C under reduced pressure. The yield of a ethanolic extract was
12.8% p/p and the aqueous extract was 17.1% w/p. The dried extracts were
reconstituted in methanol to obtain final concentration of 100 pg/mL and 200
ug/mL. The antibacterial activity of extracts was evaluated against the bacteria
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) and Escherichia coli (ATCC 25922) by
agar diffusion method, and the amebic activity against A. Polyphaga (ATCC
30461). The cytotoxic effect of the extracts was tested in mammalian cells using
bromide of 3-[4,5-dimethyl-tiazol2-yl]-difeniltertrazdlio -2.5 (MTT), both of which
showed cytotoxic effect against Vero cell line (ATCC CCL -81). It was observed
inhibition of bacterial growth of microorganisms by both extracts at the
concentrations tested. The ethanolic extract at a concentration of 10 mg/mL,
showed 100% lethality of the trophozoites of A. Polyphaga (ATCC 30461) in
concentrations of 10, 5, 2.5, 1.25 and 0.625 mg / mL in 24 hours. In parallel, we
performed the phytochemical analysis of aqueous and ethanolic for the
determination of phenolic compounds (tannins, flavonoids, phenolic acids and
anthraquinones), alkaloids and terpene compounds. The extracts showed
gualitatively similar profiles, characterized by the presence of tannins,
flavonoids, phenolic acids and terpene compounds.

Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (XX p.) —June de 2012,
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1. INTRODUCAO GERAL

O uso de plantas medicinais € quase tdo antigo quanto a civilizacdo
humana. Estes vegetais tem servido como fonte constante de substancias
biologicamente ativas e possibilitado o tratamento de uma gama de doencas. O
estudo de plantas com atividade antimicrobiana e antiparasitaria € uma
alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos.

Neste contexto, a familia Asteraceae, dotada de elevada diversidade
quimica e biolégica, tem sido caracterizada como uma importante fonte de
plantas e, consequentemente, substancias farmacologicamente ativas.

A familia Asteraceae contém por volta de 1.100 géneros, com
aproximadamente 25.000 espécies, e representa cerca de 10% da biota
mundial. Embora 98% das Asteraceae sejam plantas de pequeno porte, a
familia também inclui arbustos ou subarbustos, trepadeiras, algumas arvores
(raramente) e espécies aquaticas. A principal caracteristica da familia é a
organizacéo das flores em conjuntos denominados capitulos.

Entre os representantes desta familia, Acanthospermum australe (Loefl.)
O. Kuntze, popularmente conhecida como carrapichinho ou carrapicho-de-
carneiro, tem merecido atencdo, pois, trata-se de uma espécie vegetal

encontrada nas regides tropicais e subtropicais das Américas e da Africa. No



Brasil encontra-se amplamente distribuida, podendo ser localizada desde a
regido Norte até a regido Sul do pais.

Tendo em vista a sua capacidade de crescer de modo abundante em
solos agricolas e pastagens, esta planta tem sido encarada como uma espécie
invasiva. Entre a populacdo humana destas regifes, 0S seus ramos Sao
amplamente utilizados sob a forma de “chas”, sendo considerados ténicos,
diaforéticos, eupeépticos, vermifugos, antidiarréicos, antimalaricos,
antiblenorragicos, febrifugos e antianémicos. Mediante o uso oral, inUmeros
sdo os relatos para o tratamento de estagnacdes sangiineas, reumatismos e
artrites e, topicamente, em inchagos e hemorragias.

No Rio Grande do Sul, preparacdes desta planta vém sendo utilizadas
para o tratamento de “infecgdes” ou “inflamagdes” do trato urinario.

Mediante a alegacdo de dados efeitos terapéuticos em humanos, grande
parte dos compostos puros naturais empregados na industria farmacéutica sao
isolados de plantas medicinais. Devido ao amplo espectro de substancias
biologicamente ativas passiveis de serem isoladas de plantas medicinais a
investigacdo de suas mais amplas atividades justificam a busca de novos
compostos, isolados ou consorciados, que possibilitem o emprego
medicamentoso dos mesmos.

Acanthamoeba polyphaga é considerada um patdgeno oportunista que
pode causar encefalite amebiana granulomatosa e ceratite crénica amebiana,
bem como passivel de ser associada com lesfes cutaneas e sinusite em

pacientes imunocomprometidos.



Desta forma, considerando as indicacbes de uso, bem como a
necessidade e a importancia da avaliacdo de plantas ou substancias dotadas
de potenciais propriedades antimicrobianas, objetivou-se verificar as potenciais
atividades antibacteriana e antiparasitaria de extratos aquoso e etandlico de A.

australe, bem como a analise de citotoxicidade sobre células de mamiferos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

2.1. Asteraceae

Excetuando o continente Antértico, a familia Asteraceae apresenta
ampla distribuicdo em todas as partes do mundo, nos mais variados
ecossistemas (HEINRICH et al., 2004; MARTINS et al., 2006). Sua principal
ocorréncia € percebida nas regifes tropicais montanhosas da América do Sul
(VERDI, BRIGHENTE, PIZZOLATTI, 2005).

Principal constituinte entre as Angiospermas, a familia Asteraceae
apresenta por volta de 25.000 espécies, distribuidas em 1.100 géneros
(MARTINS et al., 2006; VERDI, BRIGHENTE, PIZZOLATTI, 2005), dos quais,
cerca de 180 apresentam ocorréncia em solo brasileiro (MARTINS et al., 2006).

Embora cerca de 98% das Asteraceae sejam plantas pequenas, a
familia também inclui plantas subarbustivas, trepadeiras, raramente arboreas e
espécies aquaticas. A principal caracteristica da familia € a organizacdo das
flores em conjuntos denominados capitulos (CRONQUIST, 1981; HEINRICH et
al., 2004; MARTINS et al., 2006).

E atribuido aos representantes da familia Asteraceae propriedades
medicinais, destacando entre os mesmos a Arnica montana L. (Arnica), Artemisia

absinthum L. (Losna), Calendula officinalis L. (Caléndula), Cynarascolymus L.
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(Alcachofra), Matricaria chamomilla (Camomila) (HEINRICH et al., 2004) e
Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze (Carrapichinho), de grande
ocorréncia no Brasil (ADATI, 2006).

Entendidas como espécies vegetais de crescimento indesejavel, as
plantas definidas como invasoras normalmente sdo percebidas por aspectos
negativos (LORENZI, 2000a; VERDI, BRIGHENTE, PIZZOLATTI, 2005).
Disseminan-se de modo eficiente, visto sua alta producdo de sementes e
rapido desenvolvimento (LORENZI, 2000a). Entretanto, apresentam potencial
capacidade de protecdo do solo quanto a erosdo (VERDI, BRIGHENTE,
PIZZOLATTI, 2005). Considerando estes aspectos culturais, seu manejo pode
ser facilitado e estratégico, a medida que potencialidades terapéuticas e
farmacoldgicas possam ser verificadas e entendidas.

Representantes da familia Asteraceae apresentam importantes aspectos
econdbmicos, tanto enquanto alimentos (Alcachofra, Alface, Girassol), quanto
ornamentais (Margaridas) e medicinais (Artemisia, Camomila), além de

invasoras (Dente-de-ledo) (JOLY, 1998).

2.1.1. A espécie Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze

Dentre os representantes da familia Asteraceae, Acanthospermum
australe (Loefl.) O. Kuntze, popularmente conhecida como carrapichinho ou
carrapicho-de-carneiro, tem sido estudada. Sua ocorréncia é percebida nas
regiBes tropicais e subtropicais da América e Africa.

Originaria da América Tropical, Acanthospermum australe (FIGURA 1)

constitui-se como uma planta herbacea, anual e prostrada, de caules



pubescentes e arroxeados, medindo de 20 a 40 cm de comprimento
(LORENZI, 2000a/b). E uma planta muito variavel, cujas folhas podem ser
simples, inteiras ou de margens irregularmente serreadas, medindo de 1,5 a
3,5 cm de comprimento. Possui capitulos terminais, com poucas flores de cor
amarela e seus frutos sédo providos de projecOes rigidas. Reproduz-se por

sementes (LORENZI, 2000a; LORENZI e MATQOS, 2002).

Figura 1 — Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze.

Fonte:http://agrolink.com.br/agricultura/problemas/busca/carrapicho-rasteiro 54.html,
em 30 de janeiro de 2012.

A espécie Acanthospermum australe ocorre, enquanto planta invasiva,
nos mais diversos solos, principalmente no campo e no cerrado de textura
arenosa, pastagens e terrenos baldios (LORENZI, 2000a; LORENZI e MATOS,
2002) (FIGURA 2). A diminuicdo da ocorréncia pode ser determinada pela

correcdo das condi¢Oes de fertilidade do solo (LORENZI, 2000a).


http://agrolink.com.br/agricultura/problemas/busca/carrapicho-rasteiro_54.html

Figura 2 — Ocorréncia de Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze.

Fonte:  http://agrolink.com.br/agricultura/problemas/busca/carrapicho-rasteiro _54.html
em 30 de janeiro de 2012.

No Brasil, encontra-se amplamente distribuida, podendo ser localizada
em estados da regido Norte até a regido Sul do pais. A ocorréncia, no Brasil, se
da desde o Piaui até o Rio Grande do Sul, principalmente no estado de Goias

(FIGURA 3) (ADATI, 2006).


http://agrolink.com.br/agricultura/problemas/busca/carrapicho-rasteiro_54.html
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Figura 3 — Distribuicdo geografica de Acanthospermum australe
Fonte: Adaptado de Adati, 2006.

Devido a sua capacidade para crescer de forma abundante em solos
agricolas, pastagens e terrenos baldios tem sido considerada como uma
espécie invasiva (LORENZI e MATOS, 2002).

Shimizu et al. (1987) relataram o uso da planta, por via oral, para o
tratamento de estagna¢des sanglineas, reumatismos e artrites e, topicamente,
em inchacgos e hemorragias. No estado do Rio Grande do Sul, preparacdes da
planta tem sido utilizadas para diferentes finalidades, entre elas o tratamento

de “infecgdes” ou “inflamagdes” do trato urinario.

2.1.2. Fitoguimica e Atividade Farmacoldgica
A partir de extratos brutos etanodlicos das partes aéreas de A. australe,

foram isolados 6-metdxi flavondides, quercetina, acido caféico, além de



flavondides trifolina, hiperina, rutina, penduletina, axilarina, crisosplenol D,
5,7,4’-trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (Inibidores da Aldolase) (DEBENEDETTI et
al., 1987; SHIMIZU et al., 1987).

Segundo Adati (2006), A. australe apresenta, nas partes aéreas,
flavondides, taninos, saponinas, mucilagens e 0leo essencial, constituido em
sua maioria por sesquiterpenos. Ainda, segundo Martins et al. (2006), as
mesmas partes aéreas apresentam diterpenos. Adati (2006) identificou
diterpenos como timol e isotimol. Matsunaga, Saitoh e Ohizumi (1996) isolaram
o acanthostral (com atividade antineoplasica), a partir do extrato benzénico de

A. australe.

2.1.3. Atividades Farmacoldgicas e Etnofarmacologia

Independentemente ao fator inseguranca, ndo percebido pelos usuarios
de plantas medicinais, somado a inexisténcia de estudos que comprovem a
eficacia e seguranca da espécie, tanto folhas como raizes tem sido
empregadas na forma de chas, produtos de infusdo e decoccéo, devido as
propriedades medicinais a elas atribuidas em préticas caseiras (LORENZI e
MATOS, 2002). Aos autores reportam que A. australe € entendida como
tbnica, diaforética, eupética, vermifuga, antidiarréica, antimalérica, aromatica,
antiblenorragica, febrifuga, antianémica. Ainda € utilizada no tratamento de
erisipela, tosses, bronquite e, especialmente, em doencas do sistema urinario.

A via oral é utilizada para tratamento de estagnacfes sanguineas,

reumatismos e artrites, bem como o uso externo, na forma de banho, é

alternativa para uso em inchacos e hemorragias (MARTINS et al., 2006), além



da indicacdo contra dores lombares, renais, Ulceras, feridas e micoses
(LORENZI e MATOS, 2002). Na Colémbia, segundo Garcia-Barriga (1975)
apud Adati (2006), extratos da planta integra de A. australe tém sido utilizados
no tratamento do cancer.

Extratos de A. australe apresentaram parcial atividade frente a
Plasmodium falciparum, em ratos infectados (LORENZI e MATOS, 2002).
Segundo Adati et. al. (2006), extratos hidroetandlicos e liofilizados de
cloroférmio demonstraram importante atividade antiprotozoaria frente a
Plasmodium chabaudi, também causador de malaria. Macédo et al. (1997)
reportam atividade larvicida de A. australe sobre larvas de Aedes fluviatilis.
Mendes et al. (1999) reportam n&o haver atividade moluscicida do extrato
etandlico de A. australe, frente ao modelo experimental utilizado.

Adati (2006) observou significativa atividade antifungica frente a
Aspergillus niger, utilizando extrato hidroetandlico liofilizado das partes aéreas
de A. australe. Mediante a verificacdo da atividade antifUngica sobre fungos
leveduriformes e dermatofitos, empregando extrato aquoso, diclorometano e
metandlico das partes aéreas de A. australe, Portillo et al., (2001) verificou
importante atividade do extrato diclorometandlico frente a Cladosporium
cladosporioides CECT 2111, Fusarium oxysporum var. pinaster, Microsporum
gypseum CECT 2908 e Trichophyton mentagrophytes CECT 2795. Quanto ao
extrato aquoso, somente frente a Microsporum gypseum CECT 2908 foi

percebida atividade pouco significativa.
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Mediante o emprego de tinturas de folhas da A. australe, Mirandola
(2002) expressou que extratos da espécie vegetal podem apresentar atividade

imune antitumoral na indugcéo de tumores hematopoiéticos em ratos.

2.2. Género Acanthamoeba

Acanthamoeba é um género de protozoéarios que pertencem ao filo
Sarcomastigophora e sub-filo Sarcodina e que compde junto com Naegleria
fowleri e Balamuthia mandrillaris as Amebas de Vida Livre (AVL) (MARCIANO-
CABRAL e CABRAL, 2003). Apresenta microprojecdes (acantopddios)
responsaveis, especialmente, pela adeséo a superficies (bioldgicas ou inertes),
movimento celular e captura de presas (KHAN, 2006).

O ciclo de vida compreende dois estagios: trofozoitico e cistico. Os
trofozoitos, forma celular metabolicamente ativa, possuem normalmente um
tamanho entre 12 e 35 pym de didametro, podendo variar entre isolados
pertencentes a diferentes espécies/gendtipos (FIGURA 4). Sua forma de

divisdo celular € assexuada e se da por fissao binaria (KHAN, 2006).

Figura 4 — Trofozoito de Acanthamoeba
Fonte: Karin Caumo
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Enquanto estrutura de resisténcia, o cisto possui tamanho de 9 a 12 ym,
de ocorréncia quando da deficiéncia nutricional do meio, dessecacéao,
alteracbes no pH e alteracbes de temperatura (MARCIANO-CABRAL e
CABRAL, 2003) (FIGURA 5). Os cistos sado constituidos de celulose e
proteinas, apresentando duas paredes: o endocisto e o ectocisto. Enquanto o
ectocisto € mais esférico, o endocisto apresenta diversas formas poligonais,

caracteristico de determinados gendtipos (ALVES, 2001; KHAN, 2006).

Figura 5 — Cisto de Acanthamoeba
Fonte: Karin Caumo

A taxonomia molecular descreve pelo menos 16 genotipos diferentes
dentro do género Acanthamoeba, sendo eles nomeados T1, T2, T2a até T15,
baseado no sequenciamento do gene de rRNA (STOTHARD et al., 1998;
MAGHSOOD et al., 2005; CORSARO e VENDITTI, 2010). Os gendtipos T2,
T3, T4, T6 e T11 tém sido isolados clinicamente como agentes causadores da
ceratite amebiana, sendo o gendtipo T4 o principal causador desta patologia
(Tabela 1) (BOOTON et al., 2005).

Isolada dos mais diversos ambientes, incluindo amostras de agua da
rede publica, piscinas, lagos, rios, mares, reservatorios d'agua,

condicionadores de ar, esgotos, sedimentos, solo, praias, vegetais,
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instrumentos cirargicos, lentes de contatos e seus estojos e recentemente em
amostras de ar atmosférico, a Acanthamoeba tem a habilidade de sobreviver
em diversos ambientes (KHAN, 2006). Sua interacdo com 0 meio em que se
encontra é bastante importante, ja que podem carregar no seu interior bactérias
de interesse clinico como Pseudomonas aeruginosa e Legionella spp., estando
também associadas a fungos, virus e outros protozoéarios (AKSOZEK et al.,
2002; ALVES, 2001; KHAN, 2006). Tais protozoarios ndo necessitam de um
hospedeiro para estabelecer seu ciclo de vida, o que designa como acidental
ou oportunista as infec¢cdes causadas pelos mesmos (BOOTON et al., 2005).
Espécies do género Acanthamoeba podem causar graves patologias como a
ceratite cronica amebiana e a encefalite amebiana granulomatosa (JONES et
al., 1975).

Tabela 1 - Gendtipos de Acanthamoeba e suas associacfes com doencas

humanas (ceratites e encefalites).

Genotipo Doenca
T1 Encefalites
T2a Ceratites
T2b NA
T3 Ceratites
T4 Ceratites e Encefalites
T5 NA
T6 Ceratites
T7 NA
T8 NA
T9 NA
T10 Encefalites
T11 Ceratites
T12 Encefalites
T13 NA
T14 NA
T15 NA

NA — ainda ndo associado a doencas.
Fonte: adaptado de Khan (2006).
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Resumo

As plantas medicinais tem sido amplamente empregadas, constituindo parte
das ferramentas terapéuticas utilizadas no controle das mais variadas
moléstias humanas. A atividade antibacteriana dos extratos aquoso e etandlico
de Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze foi avaliada frente as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) e Escherichia coli (ATCC 25922), pelo
meétodo de difusdo em Agar. Foi observada a inibicdo de crescimento destes
microrganismos por ambos o0s extratos, nas concentracfes testadas.
Paralelamente, foi realizada a andlise fitoquimica dos extratos aquoso e
hidroetandlico para a determinacdo de compostos fendlicos (taninos,
flavondides, &acidos fendlicos e antraquinonas), alcaldides e compostos
terpénicos. Os extratos apresentaram perfis qualitativamente semelhantes,
apresentando taninos, flavonodides, &cidos fendlicos e compostos terpénicos.
Acanthospermum australe apresentou potencial atividade antimicrobiana frente

a Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Palavras chave: Acanthospermum, Asteraceae, atividade antimicrobiana,
bactéria, flavondéides, taninos, compostos terpénicos

Abstract

Medicinal plants have been widely employed, constituting part of the therapeutic
tools used in the control of various human diseases. The antibacterial activity of
aqueous and ethanolic Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze was
evaluated against Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) and Escherichia coli
(ATCC 25922) by agar diffusion method. It was observed growth inhibition of
microorganisms, for both extracts at the concentrations tested. In addition,
phytochemical analysis was performed for the determination of phenolic
compounds (tannins, flavonoids, phenolic acids and anthraquinones), alkaloids
and terpene compounds. The extracts showed qualitatively similar profiles,

characterized by the presence of tannins, flavonoids, phenolic acids and
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terpene compounds. Acanthospermum australe has a potential antimicrobial

activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.

Keywords: Acanthospermum, Asteraceae, antimicrobial activity, bacteria,

flavonoids, tannins, terpene compounds.

1 Introducéo

O uso de plantas medicinais € quase tdo antigo quanto a civilizacao
humana, de modo que estas tém servido como uma fonte constante de
substancias biologicamente ativas, possibilitado o tratamento de uma gama de
doencas. A familia Asteraceae, dotada de elevada diversidade quimica e
biolégica, tem sido caracterizada como uma importante fonte de plantas e,
consequentemente, substancias farmacologicamente ativas (Magner, 2005).

A familia Asteraceae, contendo mais de 1100 géneros e
aproximadamente 25000 espécies, representa em torno de 10% da flora
mundial. Embora, cerca de 98% das Asteraceae sejam plantas pequenas, a
familia também inclui subarbustos, trepadeiras, algumas arvores e espécies
aguaticas. A principal caracteristica da familia é a organizacdo das flores em
conjuntos denominados capitulos (Cronquist, 1981). Entre os representantes
desta familia, Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze, popularmente
conhecida como carrapichinho ou carrapicho-de-carneiro, tem merecido
atencao, tratando-se de uma espécie vegetal encontrada nas regides tropicais
e subtropicais da América e Africa. No Brasil, encontra-se amplamente
distribuida, podendo ser localizada em estados da regido Norte, até a regido
Sul do pais.

Devido a sua capacidade para crescer de forma abundante em solos
agricolas, pastagens e terrenos baldios é considerada como uma espécie
invasiva. Entre a populacdo destas regides, seus ramos sdo amplamente
utilizados sob a forma de chés, sendo considerados como tbnicos, diaforéticos,

eupépticos, vermifugos, antidiarréicos, antimalaricos, antiblenorragicos,
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febrifugos e antianémicos (Lorenzi e Matos, 2002). Shimizu et al. (1987)
relataram o uso da planta, por via oral, para o tratamento de estagnacdes
sanglineas, reumatismos e artrites e, topicamente, em inchacos e
hemorragias. No estado do Rio Grande do Sul, preparac¢des da planta tem sido
utilizada para diferentes finalidades entre elas no tratamento de “infecgdes” ou
“‘inflamacdes” do trato urinario. Tendo em vista as diferentes aplicacdes
populares e considerando a necessidade e a importancia da avaliacdo de
plantas ou substancias dotadas de potencial atividade antimicrobiana, este
trabalho teve como objetivo avaliar os extratos aquoso e etandlico de
Acanthospermum australe quanto a atividade antimicrobiana frente aos

microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

2 Materiais e Métodos

2.1 Material vegetal Coleta e preparo do material vegetal.

Acanthospermum australe (Loefl.) O. Kuntze foi coletada em Abril de
2009, no municipio de Lajeado. A exsicata foi depositada no herbario do Vale
do Taquari, HVAT, do Museu de Ciéncias Naturais da UNIVATES, com o
codigo HVAT 2346. A planta foi submetida a secagem em uma estufa com
circulagdo forcada de ar, por 22 horas, a uma temperatura maxima de 40°C.
ApoOs a completa secagem, o material foi moido por abrasdo em peneira de ago

inox (1 mm).

2.2 Obtencao dos extratos vegetais

2.2.1 Obtencédo do extrato etandlico (EE).

18



O EE de A. australe foi obtido por maceracdo estatica a frio em
etanol/agua (9:1), utilizando-se 100 g de folhas moidas em 1,5 L do solvente.
ApoOs sete dias, o material foi filtrado e o solvente foi totalmente removido a
40°C, sob pressao reduzida, em rota-evaporador. O rendimento do EE foi de
12,8% pl/p.

2.2.2 Obtencéao do extrato aquoso (EA)

O EA de A. australe foi obtido por infusdo, em agua deionizada, a 90°C,
utilizando 100 g de folhas moidas em 1,5 L do solvente. Apés 30 minutos de
repouso, o material foi filtrado e o solvente foi totalmente removido a 40°C, a

pressédo reduzida, em rota-evaporador. O rendimento do EA foi de 17,1% p/p.

Os extratos secos foram reconstituidos em metanol de modo a obter

concentracoes finais de 100 yg/mL e 200 pg/mL.

2.3 Ensaio para a determinacédo da atividade antimicrobiana dos extratos

etandlico e aquoso

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados frente aos
microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) e Escherichia coli
(ATCC 25922), adquiridos do American Type Culture Collection (ATCC). Os
microrganismos obtidos a partir das culturas estoque foram transferidos para
tubos contendo &gar nutriente e mantidos a 37°C +/- 1°C, por 24 h, de modo a
obter subculturas. Os in6culos bacterianos foram preparados a partir das
subculturas e mantidos em condicdes Otimas de crescimento para cada
microrganismo por 24 h. ApoOs o periodo de incubagdo, os inoculos foram
ajustados, com auxilio de uma escala de turbidez de McFarland, de modo a
apresentarem uma concentracao aproximada de 1.5 x 10® CFU/mL. O meio de

cultura empregado para a manutencdo dos microrganismos e elaboracdo das
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subculturas foi o meio No.1 de Grove- Randall, enquanto os in6culos foram

preparados utilizando-se o meio No. 3 de Grove-Randall.

As atividades antimicrobianas dos extratos etandlico e aquoso foram
avaliadas separadamente, utilizando-se o método de difusdo em agar, como
descrito por Schapoval et al. (1988). Aliquotas de 20 mL de meio No.11 de
Groove Randall, recém preparado, foram distribuidas em placas de Petri
(20100 mm). Porcbes de 5 mL de meio No.11 contendo o in6culo bacteriano
(0,5%) foram distribuidas diretamente sobre a superficie das placas obtidas. As
placas foram deixadas em repouso por 5 minutos e cilindros de vidro (7 por
placa) foram distribuidos, com auxilio de pin¢a esterilizada, sobre a superficie
das placas inoculadas. Volumes de 200 uL dos extratos aquoso e etandlico
(em concentracfes de 100 ou 200 pg/mL) foram aplicados em 5 cilindros de
cada placa. Em todas as placas, dois dos cilindros foram usados como controle
(200 pL de metanol e 200 uL de &4gua). No centro de cada placa, um disco de

papel contendo cloranfenicol (30ug) foi utilizado como controle positivo.

2.4 Screening fitoquimico

A analise quimica dos extratos foi realizada utilizando-se métodos
fitoquimicos padrbes segundo Harborne (1998) para a determinacdo da
presenca de alcalbides, flavondides, taninos, saponinas, antraguinonas e

terpenos.

2.5 Andlise cromatografica

As analises cromatograficas visando determinar a presenca de
flavondides, taninos, fendis simples, antraquinonas, alcal6ides e compostos
terpénicos nos extratos aquoso e etandlico foram realizadas em placas de gel
de silica Fys4 (Merck) e envolveram a utilizagdo dos seguintes sistemas

cromatograficos: a) Flavonoides: Fase mdvel: n-butanol-4cido acético-agua;
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4:1:5, fase superior; Reveladores: UV (254 e 365 nm); cloreto de aluminio +
aquecimento a 110°C, seguido de visualizacdo sob UV (365 nm); b) Taninos e
fendis simples: Fase movel: acetato de etila-acido férmico-agua (90:5:5);
Revelador: UV (254 e 365 nm) e cloreto férrico 5% (em metanol) c)
Antraquinonas: Fase movel: acetato de etila-metanol-agua (100:13,5:10);
Revelador: UV (254 e 365 nm) e KOH 5% SR em etanol; d) Alcaldides: Fase
movel: diclorometano-metanol (95:5); Revelador: UV (254 e 365 nm) e
Dragendorff; €) Compostos terpénicos: Fase movel: diclorometano: acetato de

etila (80:20); Revelador: anisaldeido sulfarico 5%

3 Resultados e Discussao

Microrganismos vem desenvolvendo resisténcia a muitos antibidticos
devido a utilizacdo indiscriminada de agentes antimicrobianos, agravando os
problemas clinicos no tratamento de doencas infectocontagiosas. Além disso, o
uso de antibidticos estd eventualmente associado a efeitos adversos que
incluem hipersensibilidade, destruicdo da microbiota bacteriana intestinal,
imunossupressao e reacdes alérgicas. Desta forma, h4d uma necessidade
evidente para o desenvolvimento de agentes antimicrobianos alternativos
agueles disponiveis atualmente. Para efetuar esta busca, uma abordagem de
interesse consiste em avaliar plantas medicinais dotadas de potenciais
propriedades antimicrobianas. Plantas medicinais representam uma fonte
importante de compostos farmacologicamente ativos, e novos agentes
antifingicos e antibacterianos podem ser eventualmente obtidos a partir das
mesmas (Cowan, 1999; Levy, 2000; Weckesser et al., 2007).

Os extratos aquoso e etanodlico de A. australe foram testados para a
atividade antibacteriana frente a S. aureus, uma bactéria Gram positiva
conhecida por representar um papel significativo em doencas de pele, incluindo
lesbes superficiais e foliculares profundas, e E. coli, uma bactéria Gram
negativa relacionada a doencas do trato digestivo, incluindo sindrome de Crohn

e outros quadros infecciosos potencialmente letais (Barnich e Darfeuille-
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Michaud, 2007; Cheng et al., 2011). A escolha destes microrganismos deve-se
ao fato de que, além da contribuicho dos mesmos na manifestacdo dos
quadros infecciosos, tais bactérias também estdo envolvidas no
desenvolvimento de infecgdo urinaria (Baraboutis et al., 2010; Emamghorashi
et al, 2011). Desta forma, o0s microrganismos foram selecionados

considerando a indicacéo tradicional da planta.

De acordo com os resultados obtidos, o0s extratos avaliados
apresentaram uma atividade significativa contra S. aureus, nao havendo, neste
caso, diferenca estatisticamente significativa entre as concentracdes utilizadas
(Tabela 01). Por outro lado, o extrato etandlico, em sua maior concentracao,
exerceu um efeito inibitério mais pronunciado do que as demais amostras,

guando o microrganismo confrontado foi a E. coli.

Muitos antibiéticos empregados clinicamente sdo ativos a uma
concentracdo de 10 pyg/mL. Se uma substancia pura ndo é ativa a 100 ug/mL, a
mesma ndo sera clinicamente (til. Extratos vegetais que sédo ativos a 100
Mg/mL possuem uma boa poténcia, de modo que a determinacdo dos

componentes ativos dos mesmos é recomendada (Rios et al., 1988).

E conhecido que polifentis podem apresentar atividade antimicrobiana.
Polifendis podem combinar-se com as adesinas bacterianas de forma a
comprometer a adesao do microrganismo sobre a superficie celular. A literatura
demonstra, também, que taninos podem afetar a sintese da parede celular ao
formarem complexos irreversiveis com proteinas (Chusri e Voravuthikunchai,
2009; Cowan, 1999). Diversos ensaios in vitro demonstram interagdes
potencialmente significativas com bactérias e outros organismos, além de
propriedade antioxidante, sequestradora de radicais livres e de inibicdo
enzimatica (De Bruyne et al.,, 1999). Flavonoides, por sua vez, podem
eventualmente atuar como inibidores da topoisomerase tipo-ll bacteriana,
constituindo-se, também, como substancias potencialmente ativas (Cushnie e
Lamb, 2011).

Compostos de natureza terpénica tem sido relacionados com a inibicéo

do crescimento microbiano. Oleos volateis de diversas espécies vegetais tem
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exibido atividade inibitoria contra fungos e bactérias (Espina et al., 2011; Huang
et al., 2010). Aléem dos terpenos presentes nos 0leos volateis, outros terpenos
fixos, como lactonas sesquiterpénicas e diterpenos, também tem sido
relacionados a este tipo de atividade (Radulovi¢ et al., 2010; Wedge et al.,
2000).

Visando identificar os grupos de compostos ativos, uma analise
fitoquimica foi efetuada, evidenciando a presenca de compostos terpénicos e

polifendlicos, como taninos e flavonoides.

Sanchez et al. (2009), fazendo uso do mesmo sistema cromatografico
empregado neste estudo, juntamente com a andlise por RMN 2D,
determinaram a presenca de 8 melampolideos a partir do extrato etanolico de
A. australe. Os Rf observados por estes autores para 0s compostos foram:
0.74,0.73, 0.73, 0.53, 0.53, 0.43, 0.40 e 0.34.

Sob o ponto de vista pratico, a Unica diferenca entre a técnica
cromatografica utilizada por Sanchez et al. (2009) e aquela utilizada na
realizacdo deste trabalho reside no emprego dos reveladores. Enquanto os
autores do artigo fizeram uso de vanilina sulfrica 2%, neste estudo foi
empregado o anisaldeido 5%. No entanto, é importante destacar que iSso ndo
implica em impossibilidade de comparar os resultados das cromatografias em
camada delgada, uma vez que ambos o0s reveladores apresentam

comportamentos e afinidades quimicas similares.

Apesar de tanto as técnicas cromatograficas quanto o0s extratos
utilizados serem similares, os resultados verificados ndo foram idénticos.
Embora a nossa analise cromatografica tenha apontado a presenca de
compostos terpénicos (caracterizados pelas manchas arroxeadas observadas
na placa), os valores de Rf (0,11; 0,38; 0,56; 0,67; 0,71; 0,88; 0,93; 0,97) ndo

sdo totalmente consistentes com aqueles descritos por Sanchez et al., 2009.

A caracterizacdo fitoquimica dos extratos indicou a presenca de
flavondides. Tal fato foi corroborado pela analise cromatografica que permitiu
observar que os extratos apresentam um perfil qualitativamente similar com

relacdo a estes metabdlitos. Utilizando-se como padrbes de referéncia rutina,
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quercetina e hiperosideo foi possivel observar a presenca dos dois primeiros
em ambos os extratos. Tal observacdo vai de encontro aos dados obtidos
através da literatura (Sanchez et al., 2009), que indicam a presenca de

diversos flavondides, incluindo os dois observados em nossa analise.

A andlise cromatogréfica, além de confirmar a presenca de taninos,
evidenciada através das reacdes de caracterizacdo, revelou, também, a
presenca de acido caféico em ambos os extratos. Tal observacdo esta em
concordancia com os resultados obtidos por outros autores (Sanchez et al.,
2009).

A andlise cromatografica, assim como as reacdes empregadas no
screening fitoquimico, ndo indicou a presenca de alcaléides e antraquinonas

em nenhum dos extratos.

Embora os presentes resultados indiguem que A. australe trata-se de
uma espécie vegetal dotada de potencial atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos testados, novos estudos visando a determinacédo da MIC dos
extratos frente aos microrganismos testados e o isolamento e caracterizacao

dos constituintes ativos devem ser desenvolvidos.
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S. aureus E. coli

Extrato aquoso 100 ug/mL 22,59 + 0,23 11,01 £0,31
Extrato aquoso 200 ug/mL 23,66 + 0,08 13,26 £ 0,12
Extrato etandlico 100 yg/mL 22,58 + 013 14,66 + 0,21
Extrato etandlico 200 ug/mL 24,01 + 039 16,28 + 0,27
Cloranfenicol 24,42 + 0,40 19,07 £ 0,47
Agua 7,55+0, 77 7,01+0.8
Metanol 7,67 +0,16 7,08 £ 0,23

+ desvio padrao
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Resumo

A Acanthamoeba é um protozoario de vida livre amplamente distribuido no
ambiente, ocorrendo sob a forma trofozoitica (metabolicamente ativa) e cistica
(de resisténcia), durante seu ciclo de vida. Ela constitui um fator etiolégico da
Ceratite Amebiana, uma doenca que pode causar inflamacédo ocular severa e
cegueira. Novos farmacos podem ser desenvolvidos a partir de moléculas
encontradas em plantas e assim ajudar em seu dificil tratamento. Aqui,
Acanthospermum australe (Asteraceae), uma planta utilizada na medicina
popular, teve sua atividade amebicida testada. O extrato aquoso e etandlico de
A. australe foram obtidos das partes aéreas por infusdo e maceracédo estatica,
respectivamente. As concentracbes 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,625 mg/mL dos
extratos foram testadas contra trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga. O
efeito citotoxico dos extratos foi testado em células de mamifero utilizando o
ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio). A
concentracdo de 10 mg/mL do extrato etandlico foi letal a 100% dos trofozoitos
de A. polyphaga em 24 h e ambos os extratos apresentaram efeito citotoxico
contra as células de mamiferos. Estes resultados sugerem que o estrato
etandlico de A. australe pode ter componentes com relevancia para o

desenvolvimento de novos farmacos amebicidas.
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Palavras Chave: Acanthamoeba polyphaga, atividade amebicida,

Acanthospermum australe.

Abstract

Acanthamoeba is a free-living protozoan widely distributed in the environment,
occurring in vegetative trophozoite and resistance cyst stages during its life
cycle. It constitutes an etiological factor of Acanthamoeba keratitis, a disease
that may cause severe ocular inflammation and blindness. New drugs can be
developed from molecules found in plants and so help in its difficult treatment.
Acanthospermum australe (Asteraceae), a plant used in folk medicine, had
tested its amoebicidal activity. Aqueous and ethanolic extracts of A. austral
were obtained from aereal parts for infusion and static maceration, respectively.
Concentrations of 10, 5, 2.5, 1.25 and 0.625 mg/mL of extract were tested
against Acanthamoeba polyphaga trophozoites. Cytotoxic effect of extracts was
tested in mammalian cells using 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay

RESULTS: Concentration of 10 mg/mL of ethanolic extract was lethal to 100%
of the A. polyphaga trophozoites in 24 h and both extracts presented citotoxic
effect against mammalian cells. These findings suggest that the A. austral
ethanolic extract may have compounds with relevance to development of new
amoebicidal drugs.

Keywords: Acanthamoeba polyphaga, amoebicidal activity, Acanthospermum

australe.
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1. Introduction

The free-living amoebae (AVL) are a group of protozoa widely dispersed in
nature, being found in soil, water and air. Some species can live in humans and
domestic animals as facultative parasites. Acanthamoeba, an AVL genus, can
occur under the trofozoite (metabolically active) and cyst forms during its life
cycle. Some Acanthamoeba species are opportunistic pathogens that can
cause Acanthamoeba granulomatous encephalitis (AGE) and Acanthamoeba
keratitis, but may also be associated with cutaneous lesions and sinusitis in
immunocompromised patients (Khan, 2006).

Acanthamoeba keratitis is a chronic inflammation of the cornea caused
by infection with several Acanthamoeba species. Keratitis primarily affects
users of contact lenses, which in recent years has greatly increased around the
world. The treatment is done with aromatic diamidines (hexamidine,
pentamidine, or propamidine isothionate), cationic antiseptics, aminoglycosides,
imidazoles and polyenes (amphotericin B) (Auran et al. 1987; Chomicz et al.,
2005; Obeid et al., 2003). Once the drugs used do not have a great efficacy
against the cystic form of this organism, the treatment is long and complex.
Thus, the search for new drugs is crucial to obtain dynamic therapies and
facilitate treatments (Obeid et al., 2003).

Asteraceae has been used in traditional medicine as antiseptic,
antifungal and antiparasitic agent (Portillo et al., 2001; Rd&dio et al., 2008). The
Acanthospermum australe plant species is applied by popular medicine to treat

different diseases, but studies demonstrating its efficiency and safety are not
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available. Here, we tested the amoebicidal activity of Acanthospermum australe

extracts against A. polyphaga and verified their cytotoxicity in mammalian cells.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

The aerial parts of A. australe (Loefl.) O. Kuntze were collected at the city
of Lajeado, Rio Grande do Sul, Brazil, in April, 2009. The plant material was
identified by botanical Dra. Elisete Maria de Freitas. Voucher specimen (HVAT

2346) was deposited at the Herbarium of the Centro Universitario UNIVATES.

2.1.1 Ethanolic extract (EE)

The EE of A. australe was obtained by static maceration, using 100 g of
powdered dried leaves in 1.5 L of 90% ethanol for 7 days. The extract was
fitered and the solvent was completely removed at 40 °C, under reduced

pressure in a rotary evaporator. The yield of HE was 12.8% (w / w).

2.1.2 Aqueous extract (AE)

The AE of A. australe was obtained by infusion, using 100 g of powdered
dried leaves in 1.5 L of boiling distilled water for 30 minutes. The extract was
filtered and the solvent was completely removed at 40 °C, at reduced pressure

on rota-evaporator. The yield of EA was 17.1% w/w.
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2.2. Amoeba cultures

The clinic strain of A. polyphaga (ATCC 30461) was obtained from the
American Type Culture Collection. The axenic cultures were kept in PYG
medium (2% proteose peptone, 0.2% yeast extract and 1.8% glucose) at a
constant temperature of 30°C. For the experiment, one mL (1mL) of the culture
was centrifuged for 5 min at 2.000 rpm, the supernatant discarded, and the
precipitate washed twice with phosphate-buffered saline buffer (PBS). The
precipitate of amoebae was diluted in PYG medium to obtain a final

concentration of 2 x10* trophozoites per milliliter.

2.3. Assessment of amoebicidal activity

Amoebicidal activity was performed according to Sauter et al. (2011).
Briefly, the extracts were solubilized with 1% Tween 20 and water to a final
concentration of 20 mg/mL and were tested at final concentrations of 10, 5, 2.5,
1.25 and 0.625 mg/mL. For the assessment of amoebicidal activity, 100 pL of A.
polyphaga culture and 100 yL of each test solution were inoculated into each
well of a 96-well plate and incubated at 30°C. Acanthamoeba were counted in a
Fuchs-Rosenthal counting chamber after 24 hours. Viability was assessed
using methylene blue. The control used was sterile water containing 1% Tween

20. All experiments were performed in triplicate with at least three repetitions.

2.4. Cytotoxicity assay

Cytotoxic effect of the A. australe extracts were evaluated by 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay (Mosmann
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1983). The tests were performed according to Sauter et al. (2011). Briefly, Vero
cells (African Green Monkey Kidney, ATCC CCL-81) received Eagle’s minimal
essential medium supplemented with 10% fetal bovine serum (E-MEM/FBS);
(GIBCO) with extract at different concentrations (10, 5, 2.5, 1.25 and 0.625
mg/mL). The cells were incubated at 37 °C in a humidified 5% CO, atmosphere.
After 48h, 50uL of 3-(4,5-dimethyl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
(Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, USA) solution (2 mg/mL) was added to
each well and incubated for further 4 h. The plates were centrifuged (1400 x g
for 5min) and the untransformed MTT was removed. Ethanol (100 pL) was
added to each well to solubilize formazan crystals and the optical density (OD)
measured in an ELISA reader (Anthos 2020) at 550 nm with a 620 nm
reference filter. The amount of formazan produced was directly proportional to
the number of living cells in culture. Results were expressed as the percentual

OD of viable cells in comparison to the OD of untreated control cells.

2.5. Statistical analysis
Results are expressed as percentage and analyzed by analysis of
variance and comparison of averages with the Tukey's test. Statistical

significance was defined as p < 0.05.

3. Results
Amoebicidal activity of A. australe (Loefl.) O. Kuntze extract was tested
against A. polyphaga trophozoites being chosen as standard of clinical origin

(isolated from Acanthamoeba keraritis lesion). Through the tests in the study,
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we determined the amoebicidal activity of A. australe extracts after 24 hours of
treatment. A. australe AE showed no activity at the concentrations tested
(Figure 1), when compared with the control group. No statistical difference
among them was observed, suggesting that compounds present in the AE did
not show amoebicidal activity with the conditions used in this in vitro assay.

Using the same in vitro assay, the EE was tested. A. polyphaga
trophozoites underwent the same test with different doses of A. australe
EE. The dose of 10 mg / mL showed activity against amoeba, eliminating 100%
of viable trophozoites (Figure 2). The concentrations 5, 2.5 and 1.25 mg/mL had
different amoebicidal activity, maintaining viable 15, 65 and 89% of
trophozoites, respectively, when compared to the control group. The
concentration 0.625 mg/mL was able to increase the trophozoites growth when
compared to control, once there was an increase of 11% in the trophozoites
number after 24 h. All concentrations were statistically different (p <0.05) when
using the Tukey test.

The results of in vitro amoebicidal activity show that the EE of A. australe
is dose dependent, once the R? denotes that the regression equation explains
97.19% of the variance of the experiment (Figure 3). Thus, the minimum
inhibitory concentration of EE found against A. polyphaga is 8.77 mg/mL.
Ethanolic extract from A. australe showed a great activity against trophozoites.
However, at all concentrations used there was encystment of the same
trophozoites (Figure 4), unlike the control group, which has no encystment. This
is very important because the ability of trophozoites to turn in cyst form during

the terapy is the major problem for reinfection (Schuster and Visvesvara, 2004).
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Cytotoxic effect of EE and AE in mammalian cells

The MTT assay was used to test the cytotoxic effect and allowed us to
find that both aqueous and hydroethanolic extract are toxic against mammalian
cells (data not shown). All concentrations killed 100% (vs control) of the Vero
cells. The extract cytotoxicity reveals that its use on the cornea for treatment of

keratitis is not feasible.

4. Discussion

The investigation of plants used by traditional medicine is a strategy for
finding alternative antibiotics (Brantner and Grein, 1994; Avancini, 2002).
Recently, several substances obtained from plant have been studied for
amoebicidal activity against Entamoeba histolytica, and many of these
compounds have proven to be more effective than the currently used therapy

(Di Stasi, 1995; Polat et al., 2008).

The Asteraceae family has been of interest to researchers due to the
presence of many active compounds against a range of microorganisms. A.
australe (Loefl.) O. Kuntze, a member of this family, has been much studied in
different areas. Studies showed that A. australe may exert effects on
myelopoiesis that may be implicated in antitumor immune responses (Mirandola
et al., 2002). A work of Rocha Matrtins et al. (2011) reported for the first time the
antiviral activity of extracts and fractions from A. australe aerial parts. The
antifungal activity of aqueous, dichloromethane and methanol extracts from A.
australe was assayed in vitro against 11 fungal strains comprising several

filamentous fungi and yeasts, showing activity as well (Portillo et al., 2001).
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Amoebicidal activity has been reported in recent years for different
plants. Extracts and essential oil of plants from Asteraceae family has been
used in many studies showing a great activity against Acanthamoeba. Rodio et
al. (2008) showed that hexane extract of the Pterocaulon polystachyum
(Asteraceae) has amoebicidal activity against a clinic strain of Acanthamoeba.
Essential oil of P. polystachyum also showed a great activity in the same
conditions (Sauter et al., 2011).

A. australe amoebicidal activity has never been investigated. In this
study, we were able to show that the A. australe EE has activity against
trophozoites of A. polyphaga. Citotoxic assay showed that EE from aerial parts
of A. australe does not allow the use directly in the keratitis therapy. Therefore,
further studies are necessary to evaluate the chemical composition of A.
australe EE and its possible active compounds, as well as identify the molecular
targets of these products, isolated or consortium, and thus determine its
possible therapeutic use. A possible use for A. australe hidroetanolic extract
would be its incorporation into contact lenses cleaning solutions and surface
disinfection solutions. However, more studies are necessary to evaluate its real

utilization.
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Fig. 1) Amoebicidal activity of aqueous extract (AE) of A. australe presented as
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percentage of viability of A. polyphaga trophozoites (p< 0.05 vs control).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO GERAL

4.1. Anélise Fitoquimica dos Extratos Aquoso e Etandlico de A. australe

Visando identificar os grupos de compostos ativos dos extratos, foi
efetuada a analise fitoquimica dos mesmos, evidenciando a presenca de
compostos terpénicos e polifendlicos, como taninos e flavondides.

A caracterizacdo fitoquimica dos extratos indicou a presenca de
flavonoides. O que concorda com os dados obtidos por Sanchez et al. (2009),
gue indicam a presenca de diversos flavondides, incluindo os dois observados
nas andlises realizadas, rutina e quercetina.

Sob o0 ponto de vista pratico, a Unica diferenca entre a técnica
cromatografica utilizada por Sanchez et al. (2009) e aquela utilizada na
realizacdo deste trabalho reside no emprego dos reveladores. Enquanto os
primeiros fizeram uso de vanilina sulfarica 2%, neste estudo foi empregado o
anisaldeido 5%. No entanto, é importante destacar que isso ndo implica em
impossibilidade de comparar os resultados das cromatografias em camada

delgada, uma vez que ambos os reveladores apresentam comportamentos e

afinidades quimicas similares.
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Apesar de tanto as técnicas cromatograficas quanto o0s extratos
utilizados serem similares, os resultados verificados n&o foram idénticos.
Embora a analise cromatografica deste estudo tenha apontado a presenca de
compostos terpénicos, caracterizados pelas manchas arroxeadas observadas
na placa cromatogréfica, os valores de Rf de: 0,11; 0,38; 0,56; 0,67; 0,71; 0,88;
0,93 e 0,97, ndo sao totalmente consistentes com aqueles descritos por

Sanchez et al., (2009).

4.2. Atividade Antibacteriana dos Extratos Aquoso e Etandlico de A.
australe

Os microrganismos vém desenvolvendo resisténcia a muitos antibiéticos
devido a utilizacdo indiscriminada de agentes antimicrobianos, agravando os
problemas clinicos no tratamento de doencas infectocontagiosas. Além disso,
0 uso de antibidticos estd eventualmente associado a efeitos adversos que
incluem hipersensibilidade, destruicdo da microbiota bacteriana intestinal e
imunossupressédo. E evidente a necessidade para o desenvolvimento de
agentes antimicrobianos alternativos aqueles disponiveis atualmente. Para
efetuar esta busca, uma abordagem de interesse consiste em avaliar plantas
medicinais dotadas de potenciais propriedades antimicrobianas. As plantas
medicinais  representam uma fonte importante de  compostos
farmacologicamente ativos, pois, novos agentes antifingicos e antibacterianos
podem ser eventualmente obtidos a partir das mesmas (COWAN, 1999; LEVY,

2000; WECKESSER et al., 2007).
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A utilizacdo de plantas ou de seus extratos destas no tratamento das
mais variadas doencas é pratica frequente na historia da humanidade (JONES,
1996).

Sabe-se que os polifendis podem apresentar atividade antimicrobiana ao
combinar-se com as adesinas bacterianas, de forma a comprometer a adeséo
de microrganismos sobre a superficie celular. Também taninos podem afetar a
sintese da parede celular ao formarem complexos irreversiveis com proteinas
(CHUSRI e VORAVUTHIKUNCHAI, 2009; COWAN, 1999). De Bruyne et al.
(1999) demonstraram, em diversos ensaios in vitro, interagdes potencialmente
significativas de polifenéis com microrganismos procariontes. Cushine e Lamb
(2011) verificaram a atividade de flavonoides como inibidores da topoisomerase
tipo-Il  bacteriana, constituindo-se como alternativa de substancias
potencialmente ativas.

Os compostos de natureza terpénica encontrados em diversas plantas
tém sido descritos com atividade inibitéria contra fungos e bactérias (ESPINA et
al., 2011; HUANG et al.,, 2010). Além dos terpenos presentes nos Oleos
volateis, outros terpenos fixos, como lactonas sesquiterpénicas e diterpenos,
também tem sido relacionados a este tipo de atividade (RADULOVIC et al.,
2010; WEDGE et al., 2000).

Embora os presentes resultados indicarem que A. australe seja uma
espécie vegetal dotada de potencial atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos testados, ndo apresenta importancia clinica antibacteriana
devido as inviaveis MIC dos extratos, bem como sem potencial antibacteriano

frente a isolados clinicos multirresistentes testados (ambos dados néao
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apresentados neste trabalho). Entretanto, o isolamento e caracterizacdo dos

constituintes ativos devem ser desenvolvidos.

4.3. Atividade Amebicida dos Extratos Aquoso e Etandlico de A. australe

A atividade amebicida dos extratos de A. australe foi testada contra
trofozoitos de A. polyphaga, isolada de lesédo de ceratite amebiana — AP2. O
isolado proveniente da American Type Culture Colection (ATCC 36461) foi
cedido pelo Dr. Naveed Khan, da School of Biological and Chemical Sciences,
Birkbeck College, Universidade de Londres.

Mediante os ensaios realizados, determinou-se a atividade amebicida
dos extratos aquoso e etanodlico de A. australe, e acompanhou-se 0s ensaios
por meio de microscépio Optico invertido. O periodo de observacao
compreendeu o inicio do experimento e a realizacdo das contagens celulares
em camara de Fuchs-Rosenthal. A viabilidade celular dos trofozoitos foi
verificada pelo emprego de azul de metileno, o qual colore os trofozoitos
inviaveis.

Fundamentado nos tempos utilizados para o0s ensaios de atividade
amebicida do estudo desenvolvido por Rodio et al. (2008), investigou-se a
atividade amebicida dos extratos aquoso e etandlico de A. australe, durante 24
horas para as concentragdes finais de 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,625 mg/mL.

Os ensaios realizados com o isolado de A. polyphaga mostraram que o
extrato aquoso de A. australe ndo apresentou atividade nas concentracoes

testadas, quando comparadas ao controle, composto por agua adicionada de
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1% do agente tensoativo (Tween 20), sendo os resultados estatisticamente
significativos (p< 0,05).

Nos ensaios de 24 horas, o extrato etandlico inviabilizou todos os
trofozoitos, provocando a lise total na concentracdo de 10 mg/mL. As
concentracfes de 5, 2,5, 1,25 e 0,625 mg/mL mostraram diferentes atividades,
permitindo a viabilidade de 15, 65, 89 e 100% dos trofozoitos, respectivamente,
guando comparados ao controle.

A concentracao inibitéria minima do extrato etandlico encontrado contra
A. polyphaga é 8,77 mg/mL.

O extrato etandlico de A. australe mostrou significativa atividade contra
trofozoitos de A. polyphaga. No entanto, em todas as concentracdes utilizadas,
nao foi possivel impedir o encistamento dos trofozoitos, uma vez que houve
formacdo de cistos, diferentemente do controle, permitindo inferir que a
atividade amebicida foi diretamente proporcional ao aumento da dose. A
relevancia do achado é traduzida pela capacidade dos trofozoitos assumirem a
forma de cistos durante as terapias medicamentosas convencionais, 0 que é
entendido como importante problematica para a reinfeccdo (SCHUSTER e
VISVESNARA, 2004).

O isolado de A. polyphaga a partitr de uma lesdo de ceratite,
possivelmente apresenta mecanismos de defesa, ainda néo definidos, que
garantam sua resisténcia absoluta ao extrato aquoso, e relativa ao extrato
etandlico de A. australe. Sua patogenicidade esta relacionada, entre outros
aspectos, com 0S mecanismos que garantem sua resisténcia, intrinseca ou

nao, em diferentes condi¢gbes adversas do ambiente.
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A atividade amebicida encontrada no extrato etandlico de A. australe
pode estar ocorrendo pela acdo de componentes especificos do extrato ou
mesmo pela acdo sinérgica ou consorciada de diversas moléculas. Para
estabelecer a comparacao entre a atividade do extrato e a acado de farmacos
gue sao geralmente utilizados no tratamento de ceratite amebiana, foi realizado
0 mesmo ensaio de atividade amebicida utilizando-se metronidazol, sendo este
o controle positivo. Metronidazol € um antibiotico utilizado contra protozoarios e
bactérias, capaz de inibir a sintese de DNA (ONDARZA et al., 2006). Segundo
Ondarza et al. (2006), a concentracéo de metronidazol de 32 pg/mL é capaz de

inviabilizar 85% de amebas em ensaios in vitro.

4.4. Atividade Citotéxica dos Extratos Aquoso e Etandlico de A. australe

sobre células de mamiferos

A utilizacdo de compostos naturais na terapéutica de doencas necessita
de um estudo prévio completo de sua ac¢édo, incluindo a avaliacdo dos possiveis
danos que estes compostos possam causar ao ser humano. Para isto, foi
verificada a citotoxicidade dos extratos aquoso e etandlico de A. australe
mediante o ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio) segundo Mosmann (1983), que possibilitou verificar se os
extratos aquoso e etanodlico provocam dano as células de mamiferos, e assim,
avaliar a possibilidade do seu emprego, por exemplo, em humanos.

Clinicamente importante, o numero de casos diagnosticados de ceratite
amebiana provocada por Acanthamoeba representa uma estimativa de mais de

3.000 casos, apenas nos Estados Unidos (QVARNSTROM et al.,, 2006). O
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importante aumento do numero de casos de ceratite por Acanthamoeba,
evidenciado pelo CDC (Centers for Disease Control and Prevention), entre
2004 e 2006, estabelece relacao direta ao emprego de solucdo para lentes de
contato contaminadas (VISVESVARA e SCHUSTER, 2008).

E intima a relac&o entre a ceratite causada pelo uso de lentes de contato
e a ineficiente higienizacdo das mesmas, causada por Acanthamoeba (KHAN,
2006).

A alta citotoxicidade in vitro dos extratos aquoso e etandlico empregados
sugere a impossibilidade de emprego direto na coérnea de mamiferos,
revelando que sua utilizacdo sobre a cérnea € inviavel. Em contraposicéo,
sugere-se efetuar a avaliagdo da citoxicidade in vivo, objetivando resultados

mais conclusivos quanto ao seu emprego direto em células de mamiferos.
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5. CONCLUSOES

A andlise fitoquimica dos Extratos Aquoso e Etandlico das partes aéreas
de A. Australe permitiu identificar grupos de compostos ativos dos mesmos,
evidenciando a presenca de compostos terpénicos e polifendlicos, como
taninos e flavonoides.

A. australe representa uma espécie vegetal dotada de potencial
atividade antibacteriana frente a S. aureus e E. coli, entretanto, insuficiente
para emprego como antibacteriano, devido as invidveis MIC de seus extratos.

O extrato etandlico de A. australe mostrou importante atividade
amebicida contra os trofozoitos de A. polyphaga, mediante a inviabilizac&o
destes, em 24 horas, através da lise total dos mesmos.

A atividade citotoxica in vitro dos extratos aquoso e etandlico de A.
australe ndo permite a sua utilizagdo em células de mamiferos, inviabilizando
seu emprego no tratamento de patologias como ceratite amebiana. O que
sugere efetuar a avaliagao da citoxicidade in vivo, objetivando resultados mais
conclusivos quanto ao seu emprego direto em células de mamiferos. Contanto,
a incorporacao dos mesmos em solucdes de desinfeccdo de superficies e nas

solucdes de limpeza de lentes de contato é passivel de ser investigada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Doencas infecciosas encontram-se, de modo importante, como causas
de mortes prematuras. O uso indiscriminado de antimicrobianos, desvinculado
ao conceito de racionalidade no uso de medicamentos, seleciona e induz
mecanismos de resisténcia em microrganismos.

Neste sentido, € emergente a necessidade do desenvolvimento de
alternativas aos recursos terapéuticos atuais. Aspectos culturais apresentam
relevancia no sentido da busca por novos agentes antimicrobianos,
especialmente produtos de origem vegetal. A diversidade quimica e estrutural
dos compostos naturais, quando comparadas aos antimicrobianos de origem
sintética ou derivados, ou de processos fermentativos, podem implicar em
mecanismos de acao alternativos a resisténcia microbiana.

A investigagcdo do uso tradicional de plantas medicinais, fundamentado
em conceitos etnofarmacoldgicos e quimiotaxondmicos, corresponde estratégia
relevante no sentido da identificacdo de compostos com atividade

antimicrobiana, isolados ou consorciados.

52



Os escassos estudos que remetam a compreensdo de efeitos
farmacolégicos decorrentes do uso tradicional de A. australe sugerem a
investigacdo dos mesmos, mediante as associacfes culturais e ndao culturais
de uso da planta.

Mediante os resultados da investigacao fitoquimica é possivel propor o
isolamento e identificacdo mais precisos dos constituintes ativos da planta,
objetivando a exploracao terapéutica dos mesmos.

Independente dos diminutos estudos quanto a atividades farmacoldgicas
de A. australe, o resultado do screnning fitoquimico, especialmente pela
deteccado de Polifendis, Flavondides, compostos terpénicos e taninos, propdem
potenciais atividades antimicrobianas relacionadas a mecanismos conhecidos
e, consequentemente, passiveis de emprego em mamiferos.

Apesar dos resultados decorrentes da inibicdo dos microrganismos
bacterianos testados, bem como de trofozoitos de A. polyphaga, através dos
testes estabelecidos com Extratos Aquoso e Etandlico, é relevante a avaliacéo
da seguranca no uso destes, ja que os testes de citotoxicidade in vitro
correspondem a dificuldade de manutencdo de células de mamiferos.
Outrossim, propdem a avaliacao da citotoxicidade in vivo dos referidos extratos,
comprovando sua inseguranca total ou relativa no emprego direto em células
de mamiferos.

O estabelecimento de doses seguras que correspondam aos conceitos
de toxicidade seletiva podem sugerir o0 emprego correto de A. australe no

sentido do emprego como antimicrobiano, antiparasitario ou antisséptico.
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ANEXOS

ANEXO A. Meio Proteose Peptona - Extrato de Levedo - Glicose (PYG)

7,59 de Proteose Peptona

0,759 de Extrato de levedo

0,989 de Sulfato de magnésio (MgS0O,4.7H,0 )

0,059¢g de Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0)

1g de Citrato de sddio (NazCsHs07.2H,0)

0,029 de Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S04)2.6 H,0]
0,034g de Diidrogenofosfato de potassio (KH,POy,)

0,355¢g de Hidrogenofosfato dissddico anidro

15g de Glicose (CgH1206)

Agua destilada g.s.p 1000 mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos na ordem apresentada, com
excecdo do CaCl, que foi dissolvido separadamente e adicionado apds o
resfriamento da solugéo. O pH foi ajustado em 6,5 + 0,2, mediante 0 emprego
de potencibmetro, e a solucéo esterilizada por autoclavagem a 121 °C por 15

min.
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