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RESUMO 

 

Produtos de origem vegetal são uma das principais fontes de descoberta de novos 

fármacos. A enorme biodiversidade brasileira justifica o crescimento significativo dos 

estudos em busca de novas moléculas biotivas. O gênero Arrabidaea pertence à família 

Bignoniaceae, cujas espécies estão amplamente distribuída em regiões tropicais. 

Arrabidaea brachypoda, popularmente conhecida no Brasil como ―cipó-uma‖, 

―tintureiro‖ ou ―cervejinha do campo‖, é um arbusto nativo do cerrado brasileiro, 

encontrado em vários estados, amplamente utilizado na medicina popular para o 

tratamento de doenças renais e dores articulares. Estudos comprovam atividades 

biológicas de suas folhas, raízes e caule. O presente estudo teve como objetivos avaliar 

a atividade antimicrobiana do extrato etanólico (FLAB-Et), da fração diclorometano 

(FLAB-DCM) e de seus compostos isolados contra cepas de Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli e Candida albicans: as chalconas CH-1, CH-3, CH-4 e CH-5, e os 

flavonóides diméricos Braquidina A (BR-A) e Braquidina B (BR-B). Além disso, 

também pretendeu-se avaliar os  efeitos destes produtos naturais e compostos isolados 

na atividade da Norfloxacina contra uma cepa de Staphylococcus aureus resistente às 

fluoroquinolonas devido à superxpressão da bomba de efluxo NorA (SA1199-B). Foram 

realizados ensaios de microdiluição para determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) contra diferentes microrganismos. Os resultados indicaram que FLAB-

Et, FLAB-DCM, CH-1, CH-4, CH-5 e BR-A não apresentaram atividade 

antimicrobiana intrínseca significativa (CIM ≥ 1024 µg/mL) para nenhuma das cepas 

testadas. Somente CH-3 e BR-B demonstraram atividade antifúngica contra  Candida 

albicans. A adição do FLAB-ET, da FLAB-DCM, bem como dos compostos isolados  

CH-1, CH-3, CH-4, CH-5 e BR-B ao meio de cultura em concentrações subinibitórias 

provocou uma redução nas CIMs da Norfloxacina e do BrEt contra a linhagem SA1199-

B, indicando que estes compostos naturais são moduladores da resistência às 

fluoroquinolonas. Além disso, BR-B foi capaz de inibir o efluxo de BrEt na cepa 

SA1199-B, confirmando que este composto é um inibidor de NorA. A BR-B isolada foi 

capaz de inibir um importante mecanismo de resistência prevalente em cepas de S. 

aureus, portanto seu uso em combinação com Norfloxacina pode ser considerado como 

uma alternativa para o tratamento de infecções causadas por cepas de S. aureus que 

superexpressam bombas de efluxo, tais como NorA. 

 

Palavras-chave: Arrabidaea brachypoda; Atividade Antimicrobiana; Resistência 

Microbiana; Norfloxacina. 
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ABSTRACT 

 

Products of plant origin are one of the main sources of discovery of new drugs. The 

enormous Brazilian biodiversity justifies the significant growth of studies in search of 

new bioactive molecules. The genus Arrabidaea belongs to the family Bignoniaceae, 

whose species are widely distributed in tropical regions. Arrabidaea brachypoda, 

popularly known in Brazil as "cipó-uma", "dyer" or "beer of the field", is a native shrub 

of the Brazilian cerrado, found in several states, widely used in folk medicine for the 

treatment of renal diseases and pains articular. Studies prove the biological activities of 

its leaves, roots and stem. The aim of the present study was to evaluate the antimicrobial 

activity of the ethanol extract (FLAB-Et), dichloromethane fraction (FLAB-DCM) and 

its isolated compoundsagainst strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Candida albicans: chalcones CH-1, CH-3, CH-4 and CH-5, and the dimeric flavonoids 

Brachydina A (BR-A) and Brachydina B (BR-B). In addition, it was also intended to 

evaluate the effects of these natural products and isolated compounds on the activity of 

Norfloxacin against strain of Staphylococcus aureus resistant to fluoroquinolones due to 

the overexpression of the NorA efflux pump (SA1199-B). Microdilution assays were 

performed to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) against different 

microorganisms. The results indicated that FLAB-Et, FLAB-DCM, CH-1, CH-4, CH-5 

and BR-A showed no significant intrinsic antimicrobial activity (MIC ≥ 1024 μg / mL) 

for any of the strains tested. Only CH-3 and BR-B demonstrated antifungal activity 

against Candida albicans. The addition of FLAB-Et, FLAB-DCM, as well as the 

isolated compounds CH-1, CH-3, CH-4, CH-5 and BR-B to the culture medium in 

subinhibitory concentrations caused a reduction in the MICs of Norfloxacin and BrEt 

against strain SA1199-B, indicating that these natural compounds are modulators of 

resistance to fluoroquinolones. In addition, BR-B was able to inhibit efflux of EtBr in 

strain SA1199-B, confirming that this compound is an inhibitor of NorA. Isolated BR-B 

was able to inhibit an important mechanism of resistance prevalent in strains of S. 

aureus, so its use in combination with Norfloxacin can be considered as an alternative 

for the treatment of infections caused by strains of S. aureus that overexpress pumps of 

efflux, such as NorA. 

 

Keywords: Arrabidaea brachypoda; Antimicrobian Activity; Microbial Resistance; 

Norfloxacin. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Os vegetais representam importantes fontes de substâncias bioativas a partir das 

quais se torna possível o desenvolvimento de novos fármacos, que podem ser 

formulados com moléculas isoladas ou extratos vegetais padronizados 

(HOSTETTMANN et al., 2003).  

Em toda sua extensão, o Brasil apresenta uma enorme e diversificada flora, 

sendo detentor da maior biodiversidade do mundo, contém um vasto repertório de 

plantas com usos medicinais, e princípios ativos ainda desconhecidos, o que justifica o 

crescente número de estudos de caracterização química e verificação de atividades 

farmacológicas visando à descoberta e desenvolvimento de novos fármacos (BOLZANI, 

1999). A pesquisa e o desenvolvimento de produtos fitoterápicos são crescentes em todo 

o mundo, autores brasileiros publicam milhares de artigos científicos por ano voltados a 

esse tema. (DUTRA et al., 2016) 

No entanto, países considerados megabiodiversos como Brasil, Colômbia, 

México, Panamá, Peru, Equador e Costa Rica são responsáveis por apenas 5% de todo o 

mercado de fitoterápicos, que tem grande expressão na Europa, sendo que cerca de 50% 

deste mercado concentra-se na Alemanha. (ALVES, 2013). 

A manipulação de produtos fitoterápicos proporcionaria ao Brasil inúmeras 

vantagens, desde o aumento da sua autossuficiência, com redução de importações de 

medicamentos, facilitando o acesso da população a maior gama de opções e ainda 

fortaleceria as tradições populares. Porém, apenas 4,1% de todas as formas manipuladas 

no Brasil são fitoterápicos, devendo-se isso, em parte, à baixa credibilidade dos 

fitoterápicos dentre os prescritores (VIEIRA, 2010). 

 O cerrado (savana brasileira), uma das formações com maior biodiversidade no 

Brasil, mais de 10.000 espécies de plantas, têm experimentado forte desmatamento nas 

últimas décadas, correspondendo à 24% do território brasileiro, estende-se pelos estados 

da Bahia, Distrito Federal, Goiás, Maranhão, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas  

Gerais, Paraná, Piauí, Rondônia, Tocantins e São Paulo (IBGE, 2019). Neste bioma as 
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famílias predominantes são Fabaceae, Asteraceae, Poaceae, Rubiaceae, Bignoniaceae, 

Myrtaceae, Malpighiaceae, Malvaceae e Apocynaceae (GOODLAND, 1979).  

 A família Bignoniaceae inclui cerca de 120 gêneros e 800 espécies, sendo 

encontradas no Brasil 350 espécies pertencentes a 32 gêneros (SOUSA, LORENZI, 

2008). Constituída por trepadeiras, árvores e arbustos essa família tem como 

representantes mais populares os jacarandás (Jacaranda brasiliana) e ipês amarelo e 

roxo (Tabebuia alba e T. avellaneadae) usados na construção civil, carpintaria e como 

plantas ornamentais devido à beleza de suas florações (LORENZI,1988). 

 A Arrabidaea brachypoda é um arbusto pertencente à família Bignoniacea, 

nativo do cerrado brasileiro, abundantemente ramificado com flores em inflorescências 

terminais de cor rosa-púrpura conhecido popularmente como ―tintureiro‖, ―cipó-una‖ e 

―cervejinha do campo‖ (ALCERITO et al.,2002). 

  O tratamento de infecções bacterianas corresponde a um dos maiores desafios 

para a medicina moderna, pois são responsáveis por um amplo número de casos de 

morbidade e mortalidade em todo o mundo, além de gerarem aumento de custos 

exorbitantes para a saúde (KOTLOFF et al., 2013;WHO,2017). 

 Apesar da ampla gama de antibióticos atualmente disponíveis, nos últimos 

anos, o crescente isolamento de organismos resistentes aos antimicrobianos disponíveis 

tem sido preocupante, tornando-se uma ameaça global à saúde humana, provocando 

reações indesejáveis, aumentos nos custos com cuidados à saúde e prolongando a 

permanência hospitalar (JEAN; HSUEH, 2012; LIVERMORE, 2012; 

LAXMINARAYAN, 2014). 

  Doenças causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) 

e Escherichia coli resistentes às cefalosporinas de terceira geração e fluoroquinolonas 

são adquiridas na comunidade e em hospitais do mundo todo (GADE, QAZI, 2013; 

UHLEMANN, 2014). 

A resistência bacteriana aos antimicrobianos pode ser intrínseca ao 

microrganismo ou adquirida por transmissão genética ou mutação, variando os 

mecanismos pelos quais os antibióticos se tornam ineficazes no combate a cepas 

bacterianas (KRUMENAUER et al.,2016; MARTINEZ BUITRAGO  et al.,2014). 
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Dentre os principais mecanismos de resistência bacterianos destacam-se as bombas de 

efluxo, estas consistem em sistemas de extrusão que conferem às bactérias resistência a 

múltiplas drogas, podem estar presentes tanto em bactérias Gram-positivas quanto em 

Gram-negativas, esses sistemas comprometem as terapias clínicas com antimicrobianos 

disponíveis (RAO et al., 2018). 

A emergência e propagação de bactérias resistentes e o surgimento de novos 

mecanismos de resistência, devem ser efetivamente combatidos, para tanto, defende-se 

uma abordagem conjunta de segmentos governamentais e sociedade, envolvendo a 

necessidade de proposições políticas que fomentem os investimentos em pesquisa, 

aquisição de tecnologias e desenvolvimento de recursos humanos (BRASIL. ANVISA, 

2017).  

Alguns estudos demonstram ações biológicas e toxicidade dos extratos de A. 

brachypoda, porém todos os estudos realizados referem-se aos extratos das raízes, 

folhas e caule, nenhum estudo ainda avaliou as potenciais atividades dos compostos 

oriundos da flor dessa espécie. Considerando-se o vasto uso popular da A. brachypoda e 

a crescente preocupação com o avanço da resistência bacteriana aos antimicrobianos 

atualmente disponíveis, torna-se relevante um estudo sobre as propriedades 

antimicrobianas deste vegetal, especialmente de suas flores, considerando-se inclusive 

possíveis atividades moduladoras da resistência, não só do seu extrato etanólico, mas 

também sua fração diclorometano e compostos isolados. O presente estudo teve como 

objetivos avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanólico, fração diclometano e 

compostos isolados da flor de A. brachypoda, bem como investigar seus efeitos 

moduladores sobre a atividade antibióticos contra cepas de S. aureus superexpressando 

genes que codificam proteínas de efluxo. 
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2. OBJETIVOS 

  

2.1.Objetivo Geral 

Investigar a atividade antimicrobiana de produtos naturais e de compostos 

isolados obtidos à partir da flor de  Arrabidaea brachypoda, bem como avaliar o efeito 

destes na modulação da resistência à norfloxacina em uma linhagem de Staphylococcus 

aureus superprodutora da bomba de efluxo NorA. 

  

2.2.Objetivos Específicos 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato etanólico 

(FLAB-Et) e da fração diclorometano (FLAB-DCM) obtidos das flores de 

Arrabidaea brachypoda contra as espécies Stapylococcus aureus, 

Escherichia coli e Candida albicans. 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de chalconas e 

braquidinas isoladas da fração FLAB-DCM contra as espécies S. aureus, E. 

coli e C. albicans. 

 Avaliar o efeito modulador da resistência à norfloxacina do FLAB-Et, da 

FLAB-DCM, bem como dos seus compostos isolados em uma linhagem de 

S. aureus que superexpressa a bomba de efluxo NorA. 

 Avaliar a ação inibidora da bomba de efluxo NorA do FLAB-Et, da FLAB-

DCM, bem como dos seus compostos isolados, através de ensaios de 

modulação da resistência ao brometo de etídio em uma linhagen de S. aureus 

superprodutora de NorA. 

 Validar a ação inibidora da bomba de efluxo NorA da Braquidina B através 

de ensaios de inibição do efluxo de brometo de etídio em uma linhagen de S. 

aureus superprodutora de NorA. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Doenças infecciosas 

 

Datam do século III d.c. relatos de Galeno sobre as doenças infecciosas, onde o 

médico grego referia-se a ―sementes da doença‖ em um contexto de contágio e 

transmissão. Em carta papal de João XXII em 1374, este faz referência a uma ―horrível 

semente de dissensão soprada no exterior pelo hálito pestilento de Satanás‖ 

(NUTTON,1983). Só, à partir de 1676, quando Antonie Leuwenhoek observou pela 

primeira vez ―animalículos‖ com seu microscópio, foi admitida a hipótese da existência 

de vida microscópica, nascia aí a microbiologia como ciência (CUSTER, 2014).  

O século XIX foi especialmente marcante no que tange à descoberta de 

patógenos de grande importância; foi quando Albert Neisser descobriu o gonococo, 

Armauer Hansen o bacilo da hanseníase, Pasteur descobriu o estreptococo e o 

estafilococo, Karl Joseph Ebert descobriu o bacilo do tifo, Kock descobriu os agentes 

causadores da tuberculose e da cólera, Albert Frankel descobriu o bacilo do tétano, 

Theodor Escherich identificou o bacilo coli e Anton Weichselbaum descobriu o agente 

causador da meningite (GORDON, 1997). Em meados de 1929, foi descoberta a 

penicilina, o primeiro antibiótico que modificaria o panorama das doenças infecciosas 

até então sem tratamento. (ROCHA et al.,2011a) 

Nos últimos anos, os tratamentos das doenças infecciosas enfrentam um grave 

problema, pois a resistência bacteriana aos antibióticos tem aumentado rapidamente em 

todo o mundo, essa situação desafia a medicina e a indústria farmacêutica, neste 

contexto, pesquisas buscam novos tratamentos e estratégias para superar a resistência 

bacteriana. (SWIETNICKI, 2018) As novas pesquisas baseiam-se na descoberta de 

antimicrobianos com mecanismos de ação diferentes dos já existentes, sejam para 

reduzir o potencial patogênico pela inibição dos fatores de virulência ou que atuem 

como adjuvantes junto a fármacos já disponíveis, inibindo o mecanismo de resistência 

(SALAM, QUAVE, 2018). 
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3.1.1 Staphylococcus aureus  

O gênero Staphylococcus pertence à família Staphylococcaceae, atualmente o 

gênero é constituído por 33 espécies, das quais 17 podem ser encontradas em amostras 

biológicas humanas (CHA et al., 2019). Em geral, os microrganismos deste gênero 

fazem parte da microbiota humana normal, especialmente da pele (BROWN et al., 

2014). A espécie de maior interesse médico atualmente é Staphylococcos aureus, uma 

bactéria Gram-positiva de formato esférico, frequentemente relacionada a infecções 

variadas em humanos, principalmente aquelas adquiridas em ambientes hospitalares 

(BROWN et al., 2014; KONEMAN et al.,2001; SANTOS et al.,2007).  

O S. aureus é um microrganismo amplamente distribuído, capaz de resistir à 

baixas temperaturas e à dessecação, tem como seu principal reservatório o homem, 

podendo ser colonizador de diversas partes do corpo, tais como a pele, intestinos, 

garganta e principalmente nas fossas nasais sem, no entanto, causar sintomas 

(CARVALHO et al., 2005). 

As infeções por S. aureus variam desde infecções simples de pele (relativamente 

benignas) como espinhas, celulites, furúnculos a doenças sistêmicas mais graves 

(potencialmente fatais) como pneumonia, meningite, endocardite, síndrome do choque 

tóxico, septicemia e outras (TONG et al., 2015). S. aureus é também a bactéria mais 

comum em infecções ósseas, artrites sépticas e infecções de próteses ósseas 

(KALINKA, 2014). Destaca-se também sua importância como maior causadora de 

sepse em pacientes hospitalizados por queimadura (MACEDO; CASTRO, 2018). 

Pouco após a introdução da penicilina na prática clínica, as cepas de S. aureus 

desenvolveram resistência a esse antibiótico devido à produção de betalactamase, 

enzima que inativa a molécula do antimicrobiano, a taxa de resistência em 1959 já era 

de 80%, e estendia-se a amoxicilina e ampicilina (NOVICK, 1999). A resistência 

antimicrobiana em S. aureus tem sido desenvolvida por mutações em seus genes ou pela 

aquisição de genes de resistência de outras bactérias (BERNARD et al., 2004). 

 Em 1960, foi descoberta a meticilina, a primeira penicilina semi-sintética, não 

susceptível à betalactamase, e logo depois foram descobertas as cefalosporinas, porém 

logo em 1970 foram identificadas cepas de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) e 

também aos outros betalactâmicos, incluindo as cefalosporinas, o que limitou o 



24 
 

tratamento das infecções estafilocócicas a vancomicina, apesar de sua toxicidade 

(SANTOS et al., 2007). No entanto, logo foram isoladas cepas de S. aureus resistentes à 

vancomicina (VRSA) em diversas partes do mundo, começando pelo Japão em 1997, no 

Brasil em 2000, e EUA em 2002 (BADDOUR; ABUELKHEIR; FATANI, 2006; 

TIWARI; SEN, 2006). Neste contexto de desenvolvimento progressivo de resistência 

aos antimicrobianos disponíveis, tornou-se um desafio para a medicina o tratamento de 

infecções por MRSA e VRSA (WHO, 2017a; WHO, 2017b). 

Levantamentos feitos no Brasil entre 2012 e 2015 apontam o S. aureus como um 

dos patógenos mais prevalentes em infecções hospitalares, sobretudo em Unidades de 

Terapia Intensiva (UTI´s) de todo o país, além disso, 60% dos isolados demonstraram 

resistência à oxacilina (BRASIL. ANVISA, 2016). 

Em pesquisa realizada no Hospital Universitário da Universidade Federal do 

Piauí, em Teresina, dentre as bactérias Gram-positivas causadoras de Infecções 

Relacionadas a Assistência à Saúde (IRAS), o patógeno mais isolado em culturas no 

período de janeiro de 2015 a julho de 2016, foi S. aureus (SOARES et al., 2017). No 

Brasil, MRSA está relacionado como um dos mais frequentes patógenos em infecções 

hospitalares. (ALMEIDA; FARIAS, 2015) 

As cepas MRSA estão na lista de prioridades apontadas pela Organização 

Mundial da Saúde, como uma dos patógenos para os quais devem ser voltadas as 

atenções em termos de pesquisa e desenvolvimento de alternativas terapêuticas (WHO, 

2017b). 

 

3.1.2 Escherichia coli 

 

A família Enterobacteriaceae é o maior e mais heterogêneo grupo de bacilos 

Gram-negativos de importância clínica (MURRAY; POSENTHAL; PFALLER, 2015). 

Escherichia coli é o mais comum e importante membro deste grupo, fazendo parte da 

microbiota humana, porém sendo causa frequente de infecções oportunistas. 

(GALLEGO-MALDONADO et al., 2019) 
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 E. coli é a maior causa de gastroenterites em humanos em países 

subdesenvolvidos, especialmente  em crianças, sendo apontada como uma das mais 

importantes causas de morbidade e mortalidade do mundo (KOTLOFF et al., 2013). 

Sete sorogrupos de E. coli são responsáveis pelas gastroenterites em humanos: 

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), E. Coli entero-hemorrágica (EHEC), E. coli 

enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. Coli enteroagregativa 

(EaggEC), E. Coli associada à diarreia hemolítica (DHEC) e  Escherichia coli produtora 

de toxina citoletal (CDT) (KAPER, 1994;CROXEN et al., 2013).  

 As infecções por E.coli não estão restritas ao trato gastrintestinal, são também 

importantes patógenos causadores de meningite, sepse e principalmente infecções do 

trato urinário (MURRAY; POSENTHAL; PFALLER, 2015; FENG; HAWKS, 2018). 

Escherichia coli é a enterobactéria mais frequentemente isolada de pacientes 

hospitalizados, chamando atenção a grande quantidade de cepas que apresentam 

resistência às fluoroquinolonas (GARCIA et al., 2018). Estudos realizados no Brasil 

destacam a resistência de E. coli (9,7%) aos carbapenêmicos e às cefalosporinas de 

amplo espectro (de terceira e quarta gerações) (BRASIL.ANVISA, 2017). 

Em estudo realizado nos meses de janeiro de 2015 a julho de 2016, foram 

identificados 29 casos de Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) por E. 

coli, dentre 147 casos estudados no Hospital Universitário (UFPI) em Teresina, Piauí; 

caracterizando este patógeno como o segundo mais prevalente causador destas infecções 

no referido hospital, ficando atrás apenas de Klebsiella pneumoniae (SOARES et al., 

2017). 

 

3.1.3 Candida albicans 

 

As espécies de Candida fazem parte da microbiota de humanos e animais, 

podendo colonizar diversas partes do corpo, principalmente cavidade oral, trato 

gastrintestinal e trato geniturinário. Em determinadas circunstâncias, relacionadas ao 

comprometimento imunológico, podem causar infecções (HÁ; WHITE, 1999). As 

espécies deste gênero são as maiores causadoras de infecções fúngicas, produzem 
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infecções que variam de doenças mucocutâneas de baixa gravidade a processos 

invasivos que podem envolver praticamente qualquer órgão (PAPPAS et al., 2004). 

É comum a colonização oral de pacientes HIV-positivos e transplantados por 

espécies de Candida, sendo a espécie mais prevalente Candida albicans (GOULART et 

al, 2018; SANTOS et al,2018). As cepas de C. albicans destacam-se por serem as 

maiores causadoras de candidíase invasiva, sendo responsáveis por 50 a 70% dos casos 

(ARENDRUP, 2010). Dentre as IRAS causadas por fungos, C. albicans é um dos 

patógenos mais prevalentes em pacientes internados, sua ocorrência destaca-se 

principalmente entre pacientes de UTI´s, sendo responsável por 6,7% das infecções 

submetidas à cultura (SANTOS et al., 2015; SOARES et al., 2017). 

A frequência de infecções por Candida, candidíases, tem aumentado nos últimos 

anos, esse crescimento tem relação direta com o aumento da população de risco, que 

inclui receptores de transplantes, pacientes com câncer e HIV-AIDS (ARENDRUP, 

2010; GOULART et al, 2018; SANTOS et al,2018). Nos Estados Unidos da América, 

são a quarta maior causa de infecções sanguíneas em ambiente hospitalar 

(KETT;AZOULAY;ECHEVERRIA, 2011). Um estudo realizado em um hospital 

público brasileiro demonstrou que espécies do gênero Candida são a oitava maior causa 

de infecções sanguíneas, destacando-se C. albicans como a espécie mais isolada, 

correspondendo a 59% dos casos de candidemia (FRANÇA et al.,2008). 

Testes de susceptibilidade antifúngica de espécies de Candida isoladas de 

pacientes diabéticos em uma unidade de saúde, demonstraram a alta prevalência de 

resistência de C. albicans aos antifúngicos, dentre as espécies isoladas esta foi a única 

resistente a todos os antifúngicos testados; voriconazol, lanoconazol, caspofunina, 

anfotericina B, itraconazol, cetoconazol, posaconazol e fluconazol (HEDAYATI et al., 

2018) Outro fator que favorece a patogenicidade de C. albicans reside em sua alta 

capacidade de formar biofilmes, propiciando sua persistência e facilitando sua 

colonização, invasão e disseminação (RUIZ, 2006). 
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3.2 Resistência bacteriana 

 

Um grande problema de saúde pública no mundo, a resistência bacteriana, é 

favorecida pelo uso, em grande escala, das mais diversas classes de antibióticos 

disponíveis, principalmente para combater IRAS, uma realidade muito prevalente nos 

serviços de saúde brasileiros (BRASIL. ANVISA, 2017). 

Os primeiros medicamentos desenvolvidos para tratar doenças bacterianas foram 

as sulfonamidas na década de 1930 e a penicilina que chegou ao mercado uma década 

depois. Esta foi acidentalmente descoberta em meados de 1929 por Alexandre Fleming, 

que ganhou o prêmio Nobel de Medicina, pelo grande feito (PASQUALE; TAN, 2005) 

(ROCHA et al., 2011a).  

A descoberta dos antibióticos revolucionou os tratamentos das doenças 

infecciosas, referidas até então como incuráveis, houve uma intensa busca e 

intensificação das pesquisas por novas substâncias com poderes de cura para as 

infecções, de fato, as décadas de 40, 50 e 60 foram muito produtivas no que diz respeito 

ao lançamento de novos antibióticos, várias moléculas foram descritas e rapidamente 

incorporadas à prática clínica (BUTLER, BUSS, 2006). 

O uso abusivo da penicilina após a segunda guerra mundial proporcionou o 

surgimento das primeiras cepas Gram-positivas resistentes á penicilina. Nos anos 

seguintes os antibióticos lançados no mercado, como análogos da penicilina (meticilina 

e cefalosporinas), além das tetraciclinas e eritromicina, aos poucos foram perdendo 

eficácia contra cepas de estafilococos e estreptococos infecciosos. Em 1956, foi 

descoberta a vancomicina, esta surge como uma promessa devido a sua excelente 

performance  frente a Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), porém, 

em 1988 foi registrado o primeiro caso de resistência a vancomicina (SILVERMAN; 

HOLLADAY, 2014). 

 A diminuição do repertório de drogas eficazes no combate às infecções causa 

um aumento na mortalidade e custos dos tratamentos de pacientes acometidos por 

bactérias resistentes, o que gera uma necessidade de busca por novas alternativas 

terapêuticas, uma vez que já foram identificadas cepas resistentes a todas as drogas 
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atualmente disponíveis. Pesquisadores apontam o risco da falta de insumos terapêuticos 

para tratamento de infecções bacterianas como o maior problema de saúde do século, 

caracterizando-se como um problema mundial, que acomete todos os países, 

desenvolvidos ou não (KRUMMENAUER et al., 2016). 

Do ponto de vista epidemiológico, microrganismos resistentes são aqueles que 

apresentam resistência a uma ou mais classes de antimicrobianos. Laboratorialmente, 

resistência é quando uma bactéria cresce in vitro na presença de um antibiótico em 

concentrações séricas (SIEGEL et al., 2007). Resistência microbiana pode ser entendida 

como aquisição de mecanismos através dos quais bactérias conseguem inibir a ação dos 

antimicrobianos, conseguindo multiplicar-se mesmo em altas concentrações de 

antibióticos (MENDES; SILVA; CAVALCANTI, 2015). 

  A resistência bacteriana é um fenômeno inevitável e irreversível, uma vez que 

se desenvolve naturalmente devido à capacidade inerente às bactérias de sofrerem 

adaptação às mudanças. O uso irracional e indiscriminado dos antimicrobianos, que 

fomentam a resistência bacteriana, não está restrito apenas às ações da medicina 

humana e veterinária, mas também à agricultura e indústria de alimentos, onde são 

usados para aumentar a estabilidade dos produtos (SANTOS, 2004). 

Como um fenômeno natural, a resistência é uma consequência de mutações em 

micróbios que são selecionados por sua vantagem competitiva frente às cepas não 

mutadas, o uso de antibióticos, especialmente em doses sub-ótimas ajudam nessa 

seleção gradual. Os genes de resistência podem ser carreados como elementos 

cromossômicos, e cada vez mais, como extracomossômicos (plasmidiais) 

transmissíveis. Esses genes de resistência, por exemplo, EUA 300 de 

Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA), ST131 de 

Escherichia coli e ST258 de Klebsiella são disseminados rapidamente em todo o 

mundo. Essa disseminação é facilitada pela transmissão interespecífica de genes, falta 

de saneamento e higiene em comunidades e hospitais, e a crescente frequência de 

transmissão global, de viagens, comércio e doenças (LAXMINARAYAN et al.,2013). 

 Os avanços científicos nas áreas da saúde nos últimos anos acrescentaram à 

prática médica procedimentos que aumentam a sobrevida de pacientes gravemente 

enfermos, por outro lado, o manejo destes pacientes e a realização de procedimentos os 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/staphylococcus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/escherichia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/klebsiella
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expõem cada vez mais às IRAS. São admitidas como IRAS todas as infecções 

adquiridas após a admissão do paciente na unidade hospitalar, relacionadas a 

procedimentos realizados ou à permanência deste na instituição, mesmo que os 

sintomas manifestem-se somente após a alta do paciente (PEREIRA, 2016). Pacientes 

em unidades de terapia intensiva são particularmente mais vulneráveis às IRAS ( 

KRUMMENAUER et al., 2016).  

Levantamentos feitos em 2015 demonstram que no Brasil ocorrem em média 23 

mil mortes por ano em decorrência de infecções hospitalares, sendo que esse número 

pode ser ainda maior, tendo em vista as subnotificações em UTI´s hospitalares. Os 

patógenos mais frequentes em pacientes adultos nas UTI´s brasileiras são: Klebsiella 

pneumoniae, seguido de Staphylococcus Coagulase Negativo (SCoN) , Staphylococcus 

aureus, Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa . Quanto ao perfil fenotípico de 

resistência aos antimicrobianos, entre os cocos Gram-positivos a resistência à oxacilina 

foi observada em 74,9% das amostras em SCoN e 57,4% das amostras de S. aureus e a 

resistência à vancomicina foi registrada em 28,8% dos Enterococcus spp.  (BRASIL, 

ANVISA, 2016). 

Neste contexto, também vale ressaltar que a diminuição da eficácia dos 

antibióticos atualmente disponíveis ameaça a saúde também na perspectiva das 

intervenções médicas desenvolvidas à sombra dos antibióticos, como grandes cirurgias, 

transplantes, tratamentos agressivos contra cânceres, e procedimentos avançados em 

terapia intensiva (CARS, et al.,2018).  

Novos mecanismos de resistência aos antimicrobianos estão emergindo e se 

espalhando globalmente, ameaçando a capacidade de tratamento de doenças infecciosas, 

culminando em prolongamento de doenças, incapacitação e morte, além de elevar os 

custos relativos à saúde (WHO, 2017a). 

 Desde 2001, a Organização Mundial de Saúde (OMS) fomenta programas e 

implementa estratégias à fim de conter o fenômeno da resistência aos antimicrobianos, 

seja pelo controle no uso dos antimicrobianos atualmente disponíveis, seja no incentivo 

às pesquisas em busca de novas alternativas (WHO, 2017a). As novas pesquisas 

baseiam-se na descoberta de antimicrobianos com mecanismos de ação diferentes dos já 

existentes, sejam para reduzir o potencial patogênico pela inibição dos fatores de 
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virulência ou que atuem como adjuvantes junto a fármacos já disponíveis, inibindo seus 

mecanismos de resistência (SALAM, QUAVE, 2018). 

 

3.3 Mecanismos de resistência às fluoroquinolonas 

 

As fluoroquinolonas exibem atividade antibacteriana dependente de 

concentração, sua ação intracelular é resultado da inibição da atividade de duas enzimas 

essenciais para os processos de replicação, transcrição e recombinação, dentre outros 

processos. São elas DNA girase e Topoisomerase IV que exercem fundamental controle 

topológico sobre o DNA cromossomal (MAXWELL, 1992; DRLICA; ZHAO, 1997). 

A descoberta da primeira quinolona, o ácido nalidíxico, ocorreu em 1962 como 

um subproduto na pesquisa antimalárica, em seguida outras quinolonas foram obtidas 

por modificações estruturais em seu núcleo básico. As fluoroquinolonas têm uma 

estrutura básica de 4-ácido quinolona-3-carboxílico, todas têm um grupo COOH na 

posição 3, um grupo CO na posição 4 e um F na posição 6. Na norfloxacina, a adição de 

um grupo piperazina na posição 7 resulta em uma melhor ação contra bactérias Gram-

negativas e estafilococos (BOPHALE, 2014). 

Os antibióticos quinolônicos são referidos na literatura como uma verdadeira 

desventura, apoiados no fato de serem substâncias sintéticas, ou seja, que não são 

encontradas na natureza, acreditava-se que esses medicamentos seriam imunes à 

resistência bacteriana, porém 30 anos após sua introdução generalizada, a resistência às 

quinolonas é uma epidemia (RUIZ; PONS; GOMES, 2012). Estudos genômicos 

completos sugerem que a resistência às quinolonas foi um fator crucial na evolução de 

MRSA em hospitais (HOLDEN et al.,2013). 

Os mecanismos de resistência às quinolonas podem ser resultado de mutações 

em uma ou ambas as enzimas, DNA-girase ou topoisomerase IV; ou a expressão 

diferencial de mecanismos de efluxo; (GUAN et al., 2013).A resistência bacteriana 

mediada por bombas de efluxo resultam da atividade de proteínas de membrana que 

promovem o efluxo de antibióticos do meio intracelular para o meio extracelular por 
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meio de transporte ativo, ou seja, com gasto de energia (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 

2007). 

 Sistemas de efluxo são conhecidos desde 1980, quando foram caracterizadas 

formas de resistência bacteriana às tetraciclinas mediadas por plasmídeo que não 

inativavam as moléculas do antimicrobiano, no entanto, a resistência estava associada a 

uma diminuição do acúmulo do antimicrobiano no interior da célula bacteriana (MC 

MMURRY; PETRUCCI; LEVI, 1980). A resistência a diversos fármacos, incluindo 

tetraciclinas, cloranfenicol, fluoroquinolonas, macrolídeos, e beta-lactâmicos pode ser 

mediada por um mecanismo de bomba de efluxo (BRUNTON; CHABNER; 

KNOLLMANN, 2012). 

 As bombas de efluxo podem ser específicas para o transporte de um substrato ou 

para substratos diversos e estruturalmente diferentes. A inibição das bombas de efluxo 

bacterianas pode melhorar a eficácia de antimicrocrobianos clinicamente relevantes pelo 

aumento da susceptibilidade à droga e diminuição da seleção de estirpes resistentes 

(BROWN; DEMETER; TURNER, 2019). Essa inibição pode ser conseguida de 

diferentes formas: (a) inibição do transporte do antimicrobiano através da membrana, 

(b) inibição da interação entre as subunidades da bomba, (c) inibição do mecanismo 

energético que dirige o efluxo do antimicrobiano ou (d) inibição da expressão dos genes 

que codificam a bomba (BRUNS et al., 2017). 

 A bomba de efluxo NorA de Staphylococcus aureus é um membro da Major 

Facilitator Fuperfamily (MSF) pertencendo ao grupo das antiportas dirigidas por 

prótons, possuindo uma série de substratos, tais como fluoroquinolonas hidrofílicas, 

tetrafenilfosfônio, puromicina, cloranfenicol, verapamil, omeprazol, reserpina, 

compostos de aminas quaternárias, e corantes como o brometo de etídio (THAI et al., 

2015).. Inibidores de NorA  são apontados como potencializadores da eficácia de 

antimicrobianos tais como fluoroquinolonas quando testados em combinação (SILVA et 

al., 2015; CIRINO et al., 2014; COSTA et al., 2016)  

Diversos estudos demostraram a atividade moduladora de NorA à partir de 

produtos naturais, como flavonoides C-glicosilados (SIVA et al., 2015) diversos óleos 

essenciais (CIRINO et al., 2014) compostos extraídos de algas marinhas (SILVA et al., 

2013) além de substâncias semi-sintéticas como as riparinas (COSTA et al.,2016). 
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3.4 Produtos naturais 

 

Desde os tempos antigos, o homem encontra cura para suas doenças em 

remédios naturais, as plantas usadas para esta finalidade são conhecidas como plantas 

medicinais. Estas contêm compostos químicos oriundos do metabolismo vegetal que 

possuem propriedades biológicas benéficas à saúde (SAUCEDA, 2011). 

No nordeste brasileiro, ainda é bem comum o uso tradicional de plantas 

medicinais como alternativa terapêutica, os curandeiros detentores de louvável 

conhecimento a cerca das plantas medicinais, são popularmente conhecidos por 

―raizeiros‖, a etnofarmacologia emprega os conhecimentos populares como base para 

possíveis investigações de vegetais na busca por novos medicamentos (AGRA et al; 

2008). 

A etnofarmacologia, através da cultura e do conhecimento milenar, serve de 

ferramenta para a descoberta de novos recursos farmacológicos, reduzindo o tempo e 

custo de triagem farmacológica e tóxica, pois permite conciliar o conhecimento 

empírico de uma população aos conhecimentos científicos (LEITÃO e OLIVEIRA, 

2014). 

 Nos últimos anos, foi possível observar o crescente interesse no aproveitamento 

de fontes naturais, principalmente vegetais, para usos farmacêuticos, neste contexto, 

tornou-se mais comum o uso de medicamentos fitoterápicos (BRESOLIN; CECHINEL 

FILHO, 2010). O interesse em produtos medicinais de origem vegetal, fitoterápicos, 

aumentou significativamente nos últimos anos em todo o mundo, inclusive em países 

europeus e nos Estados Unidos da América, o mercado global para esta classe de 

medicamentos, movimenta mais de 20 bilhões de dólares anuais (CALIXTO, 2000). 

O campo de pesquisas mais relevante do Brasil está relacionada à sua riqueza 

vegetal, o Brasil é detentor da maior biodiversidade do mundo, uma pesquisa realizada 

entre os anos de 2011 e 2013 revelou que neste período, pesquisadores brasileiros 

publicaram mais de dez mil artigos científicos sobre este tema (DUTRA et al.,2016). 

Em geral, no Brasil, os estudos sobre plantas medicinais são realizados com 

extratos brutos, e poucos trabalhos investigam sua toxicidade e mecanismos de ação, 
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apesar de muitas publicações nesta área, muito poucas plantas brasileiras são 

submetidas a ensaios clínicos bem controlados, dessa forma, poucos medicamentos 

foram desenvolvidos e aprovados pela agencia nacional reguladora, a Anvisa. O 

mercado de fitoterápicos no Brasil ainda é muito pequeno, representando apenas 5% de 

todos os medicamentos comercializados (DUTRA et al.,2016). 

O Ministério da Saúde elaborou, em 2006, a Política Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos, tendo como objetivo principal proporcionar à população 

brasileira o acesso seguro e desenvolver o uso racional e sustentável das plantas 

medicinais, tendo em vista também o consequente desenvolvimento industrial do setor 

de fitofármacos (BRASIL, 2006). 

Neste contexto, os produtos de origem vegetal têm destaque como fonte de 

compostos com ação antimicrobiana, provavelmente, devido à evolução de metabólitos 

secundários biologicamente ativos que conferem vantagens seletivas aos organismos 

que as produzem, além disso produtos naturais são detentores de um elemento de 

complexidade estrutural necessário para interação e inibição de diversos alvos proteicos 

(BUTLER; BUSS, 2006). 

Dessa forma, cada vez mais estudos são desenvolvidos com vistas à descoberta 

de novas substâncias de origem vegetal com ação antimicrobiana ou sinérgica aos 

antimicrobianos atualmente disponíveis, uma vez que bactérias resistentes aos 

tratamentos convencionais são cada vez mais frequentes, dessa forma as plantas 

representam uma importante fonte de possíveis alternativas antimicrobianas. A literatura 

sobre testes para a ação antimicrobiana de produtos vegetais é ampla, incluindo um 

número crescente de publicações por ano (SILVA; FERNANDES JÚNIOR, 2010). 

 

3.5 A família Bignoniaceae  

 

 A família Bignoniaceae é amplamente distribuída nas regiões próximas aos 

trópicos e regiões subtropicais, com algumas espécies em climas temperados, sendo sua 

maior diversidade encontrada na região norte da América do Sul, seguida pela América 

Central e América do Norte (FISHER et al.,2004). Tratando-se de um grupo bastante 
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diversificado morfologicamente, subdivide-se em 120 gêneros e 800 espécies de 

arbustos, árvores e trepadeiras (LORENZZI,1988).  

 Gentry (1980) dividiu a família em oito tribos, diferindo principalmente na 

estrutura do ovário e caracteres de frutas: Tecomeae, Oroxyleae, Bignonieae, 

Eccremocarpeae, Tourretieae, Coleeae, Crescentieae e Schlegelieae. 

Algumas espécies têm importância econômica ligada à extração da madeira, e 

outras cultivadas como plantas ornamentais (GENTRY, 1980). A família tem como 

representantes mais populares os jacarandás (Jacaranda brasiliana) e ipês amarelo e 

roxo (Tabebuia alba e T. avellaneadae) usados na construção civil, carpintaria e como 

plantas ornamentais devido à beleza de suas florações (LORENZI,1988) 

  Várias espécies são relatadas como fontes de compostos ativos contra doenças 

como câncer, diabetes, sífilis, malária, hepatite, raiva e leishmaniose (GENTRY, 1980). 

 

3.6 O gênero Arrabidaea 

 

As plantas do gênero Arrabidaea, integrante da tribo Bignonieae possui mais de 

70 espécies (GENTRY,1980); ocorrendo na América Tropical da porção sul do México 

ao centro brasileiro (COSTA; LIMA,1989). No Brasil, a maioria das espécies de 

Arrabidaea é tipicamente encontrada na região dos cerrados, porém algumas espécies 

podem ser encontradas nas regiões semidesérticas do Nordeste ou até mesmo na região 

amazônica (NORONHA, 1964). 

   Diversas espécies deste gênero há muito são utilizadas na medicina popular, 

destacando a espécie Arrabidaea chica, variadas são as ações biológicas a elas 

atribuídas, anti-inflamatória, antitumoral, fungicida, tripanossomicida dentre outras 

(PAULETTI; BOLZANI; YOUNG 2003; ALCERITO et al.,2002;  BARBOSA et 

al.,2008). Tais propriedades medicinais são devidas à variedade de metabólitos 

presentes nestes vegetais, como: lignanas, xantonas, triterpenos, flavonóides, iridóides, 

naftoquinonas, ácidos cinâmicos e benzóicos (OLIVEIRA et al.,1990). 
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3.7 Arrabidaea brachypoda 

 

 A Bignoniaceae Arrabidaea brachypoda, popularmente conhecida no Brasil 

como ―cipó-uma‖, ―tintureiro‖ ou ―cervejinha do campo‖, é um arbusto nativo do 

cerrado brasileiro, abundantemente ramificado, apresentando altura média entre 1,0 e 

2,0 metros com folhas e flores em influorescências terminais na cor rósea-púrpura 

(LORENZI; SOUSA,1995).  Raízes e folhas de A. Brachypoda são amplamente 

utilizadas na medicina tradicional no Sudeste e Nordeste do Brasil para doenças renais e 

dores articulares (ALCERITO et al.,2002; RODRIGUES et al.,2006). (Figura 1) 

      

Figura 1. Fotografia de flores da Arrabidaea brachypoda. 

Fonte: Garcia, 2008 

 

Estudos com ratos e camundongos avaliaram o tradicional uso da A. 

brachypoda, o extrato etanólico de sua raiz demonstrou ação antinociceptiva e anti-

inflamatória em modelos experimentais de inflamação crônica e aguda (ROCHA et al., 

2011b). A ação antiulcerogênica do extrato hidroetanólico da raíz de A. brachypoda foi 

demonstrada in vivo pela redução da profundidade de modelos experimentais de úlcera 

gástrica em ratos (ROCHA et al., 2017). Pesquisas com extrato da folha da A. 

brachypoda verificaram ação leishmanicida in vitro de frações com baixa toxicidade. As 

frações ativas, bem como o extrato bruto não demonstraram ação antioxidante, o que 
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favorece a ação anti-leishmania por não interferir nos mecanismos de ação dos 

macrófagos (PEREIRA, 2012).  

À partir do extrato da raíz da A. brachypoda foram isolados flavonóides 

diméricos  com ação antichagásica. Estes apresentaram ação antitripomastigota do 

Trypanosoma cruzi, inibindo o processo de invasão do parasita e seu desenvolvimento 

intracelular, e um deles ainda foi capaz de reduzir a parasitemia no sangue de 

camundongos infectados com o protozoário causador da doença de chagas (ROCHA et 

al., 2014). Um triterpeno extraído da raiz da A. brachypoda desenvolveu ação 

antinflamatória em diferentes modelos de inflamação induzida em pata de rato, 

subsidiando informações prévias referentes ao seu uso tradicional (ROCHA et al., 

2015). A fração diclorometano do extrato da raíz da A. brachypoda  é capaz de reduzir a 

atividade nociceptiva nas fases inicial e tardia, aliviando a dor aguda por um mecanismo 

relacionado aos receptores opióides em modelos experimentais de dor em camundongos 

(RODRIGUES et al., 2017). 

Ensaios prévios foram realizados à fim de avaliar os efeitos tóxicos dos 

componentes do extrato etanólico da raíz da A. brachypoda frente a células de 

mamíferos, na ocasião foram usados macrófagos extraídos do exsudato peritoneal de 

camundongos, demonstrando a baixa citotoxicidade de BR-A e BR-B com LC-50 maior 

que 20μM e 15,6μM, respectivamente (ROCHA,et al., 2014). Também não foram 

demonstradas alterações toxicológicas à partir da administração oral da fração 

diclorometano do extrato etanólico de suas raízes à camundongos, mesmo após 

exposição por longos períodos (RODRIGUES et al., 2017). Estudos anteriores sobre a 

atividade estrogênica da BR-A e BR-B não relatam atividade significativa. (REZENDE 

et al., 2017) Porém, a fração aquosa oriunda do extrato das folhas  do referido vegetal 

foi considerada mutagênica quando avaliada pelo Teste de Ames e com baixa atividade 

estrogênica pelos testes de RYA (NOGUEIRA, 2015). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

  

4.1 Metodologia de obtenção de extrato, frações e compostos puros de Arrabidaea 

brachypoda 

4.1.1Coleta do material botânico 

 

As flores foram coletadas nas regiões de cerrado do estado brasileiro de Minas 

Gerais, município de João Pinheiro (latitude - 17° 44' 33'' Sul e longitude - 46° 10' 21'', 

765 m de altitude), em junho de 2016. Foram secas a sombra e moídas com auxílio do 

moedor a faca, obtendo-se o pó vegetal. A planta foi identificada no Herbário José 

Badine da Universidade Federal de Ouro Preto pela botânica Dra. Maria Cristina 

Teixeira Braga Messias. Uma excicata (n ° 17.935) foi depositada no Herbário da 

Universidade Federal de Ouro Preto em Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil. 

 

4.1.2 Preparação do extrato etanólico 

 

A obtenção de extrato, fração e isolamento dos compostos foi realizado no 

laboratório de Estudos Avançados em Fitomedicamentos da Universidade Federal do 

Maranhão sob orientação e supervisão da professora Dra. Cláudia Quintino da Rocha. 

A extração foi feita pelo método exaustivo de percolação a álcool etílico 70% e 

todo extrato obtido foi concentrado através da utilização do evaporador rotativo, 

resultando no extrato bruto das flores de A. brachypoda (FLAB-Et). Este, por sua vez, 

passou pelo processo de liofilização e permaneceu em pó para melhor conservação e 

manutenção da integridade do material.  

 

4.1.3 Obtenção da fração diclorometânica 

 

Uma parte do extrato obtido foi pesada e dissolvida em solução de água-metanol 

(7:3). Em seguida, utilizou-se 25mL de diclorometano para incorporar na solução 
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previamente preparada, obtendo-se duas fases de solução. Esse procedimento foi 

realizado três vezes, utilizando um intervalo de 24 horas entre cada coleta e permitiu a 

obtenção da fração diclorometânica que foi seca com o auxílio de um secador (FLAB-

DCM).  

4.1.4 Isolamento dos compostos 

 

A fração diclorometânica (1,5 g) foi purificada em uma coluna de vidro, 

preenchida com um adsorvente, sílica gel 60 (0,063- 0,200 mm). O empacotamento da 

coluna foi realizado com hexano e em seguida ocorreu à injeção da amostra no topo da 

coluna. Um gradiente de polaridade crescente de solventes foi usado como fase móvel 

hexano/acetato de etila e acetato de etila/metanol. No total foram obtidas 300 frações 

que em seguidas foram agrupadas por cromatografia em camada delgada de acordo com 

a semelhança do perfil. As mesmas foram pesadas e analisadas por HPLC-UV/vis. Este 

procedimento permitiu o isolamento de 6 compostos da fração DCM.  

 

4.1.5 Identificação dos compostos 

 

Os experimentos de espectrometria de massa foram realizados em LCQ 

Equipamento de frota (Thermo Scientific) equipado com um dispositivo de inserção 

direta da amostra via análise por injeção em fluxo (FIA). A matriz estudada foi 

analisada por ionização por eletrospray (ESI), a fragmentação em múltiplos estágios 

(MS
2
, MS

3
 e MS

n
) foi realizada em uma interface de prisão de íon (IT). O modo 

positivo foi selecionado para a geração e análise dos espectros de massa para primeira 

ordem (MS) e para os demais experimentos multi estágios nas seguintes condições: 

tensão capilar, 25 V; Voltagem spray, 5 kV; e temperatura capilar, 275 °C. Um gás de 

arraste (N2) com um fluxo de 8 unidades arbitrárias (A.U.), e o gás de colisão foi o 

hélio (He). A aquisição da faixa foi m/z 100-2000. O software Xcalibur versão 1.3 

(Thermo Finnigan, Waltham, MA) foi usado para adquirir e processar os dados.  
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4.2 Linhagens microbianas e compostos químicos 

Os testes de verificação de atividade antimicrobiana intrínseca dos 

compostos extraídos das flores da Arrabidaea brachypoda foram realizados contra 

cepas microbianas padrão: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 

ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 10231. Além das cepas padrão, também 

determinou-se a CIM dos referidos compostos contra S. aureus que superexpressam 

bombas de efluxo NorA (SA1199-B).( KAATZ, SEO, RUBLE, 1993) 

As cepas bacterianas foram mantidas em ágar Brain Infusion Heart (BHI, 

Himedia, Índia) inclinados a 4 ºC, e antes do ensaio as células foram cultivadas durante 

uma noite a 37 ºC em Brain Heart Infusion (BHI, Himedia, Índia). O ágar Sabouraud 

Dextrose (SDA, Himedia, Índia) foi usado para manutenção da cepa de levedura que 

também foi mantida em inclinada a 4 ºC e antes do ensaio as células foram cultivadas 

por 24 h a 37 ºC em Caldo Sabouraud Dextrose (SDB, Himedia, Índia). O 

antimicrobiano norfloxacina (Nor), e o corante brometo de etídio (EtBr),bem como a  

clorpromazina (CPZ) foram obtidos da Sigma Chemical Corp., St. Louis. Nor, EtBr e 

CPZ foram dissolvidos em água estéril. 

  

4.3 Ensaios para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

Soluções estoques do extrato etanólico, da fração diclorometano, e dos 

compostos isolados da fração diclorometano da flor da A. brachypoda foram preparadas 

por dissolução de 10.000 μg de cada extrato e frações em 1 mL de dimetilsulfóxido 

(DMSO),  iniciando-se, por tanto com uma concentração de 10.000 μg/mL (100 

mg/mL). Para o preparo da solução teste, diluiu-se a solução estoque em água destilada 

esteril em uma quantidade suficiente para atingir uma concentração de 1024 μg/mL. 

Soluções estoques de Brometo de Etídio (EtBr), e do antibiótico norfloxacino, foram 

preparadas em água destilada estéril para uma concentração final de 256 μg/mL. Testes 

controle avaliaram a interferência do solvente DMSO no crescimento dos 

microrganismos em questão comprovando que nas concentrações testadas o mesmo não 

apresenta atividade antimicrobiana. 
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As concentrações inibitórias mínimas (CIM) foram determinadas pelo 

ensaio de microdiluição em caldo BHI (JAVADPOUR et al., 1996). A suspensão 

microbiana foi preparada à partir da inoculação de colônias, cultivadas em placas de 

Petri, em 3,0 mL de caldo BHI (Himedia, India) em tubo Falcon, seguida de incubado a 

37ºC por 24 h. Partindo desta cultura, foi preparada a suspensão bacteriana padronizada 

em salina 0,85% estéril para uma densidade equivalente a 0,5 na escala Mac Farland 

(aproximadamente 1,5 x 10
8 

UFC/mL). Da suspensão microbiana, foram retirados 100 

μL e adicionados a um eppendorf contendo 900 μL de caldo BHI. A mistura do 

eppendorf foi então distribuída na placa de titulação, 100 μL em cada poço, no sentido 

alfabético (A–H). Posteriormente, foram realizadas as microdiluições usando 100 μL 

das soluções teste anteriormente referidas (concentrações de 1024 μg/mL) nos poços de 

A a G (concentrações 512 a 8 μg/mL), tomando-se o cuidado de homogeneizar a 

solução por 3 vezes antes da transferência para o poço seguinte. O último poço (H) não 

foi submetido à titulação, servindo este como controle positivo de crescimento 

microbiano. Uma fileira de poços distribuída apenas com caldo BHI (sem inóculo e sem 

o produto-teste) foi usada como controle negativo de crescimento (controle da 

contaminação do meio e/ou das microplacas). As placas foram incubadas a 37ºC por 

24h.  

A leitura do teste, determinação da CIM, foi realizada mediante adição de 

20 μL de uma solução aquosa de resazurina sódica a 0,01% (m/v em água destilada 

estéril) em cada poço, exceto para os ensaios com cepas fúngicas, e repouso de 1 hora 

em temperatura ambiente. Levou-se em consideração a mudança de coloração de azul 

para rosa, indicava a ocorrência de crescimento bacteriano devido à redução da 

resazurina (PALOMINO et al., 2002; MANN; MARKHAN, 1999). Definiu-se a CIM 

como a menor concentração em que não se observou crescimento do microrganismo. Os 

ensaios foram realizados para cada cepa e para cada substância testada em triplicata. 

Como não existe um consenso sobre o nível de inibição aceitável para produtos naturais 

quando comparados com antibióticos padrões, no presente estudo foram adotados os 

critérios previamente estabelecidos por Holetz et al. (2002) (Tabela 1).  
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Tabela 1 – Critérios para avaliação da atividade antimicrobiana intrínseca de produtos 

de origens vegetais de acordo com a Concentração Inibitória Mínima (CIM).  

 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) Atividade Inibitória 

≤100 μg/mL Boa 

100 a 500 μg/ mL Moderada 

500 a 1000 μg/ mL Fraca 

>1000 μg/ mL Ausente 

Fonte: HOLETZ et al., (2002). 

 

4.4 Avaliação da atividade moduladora da resistência às fluoroquinolonas 

 

A avalição da ação moduladora dos produtos em questão, FLAB-Et, FLAB-

DCM e compostos isolados de FLAB-DCM, chalconas e braquidinas, foi realizada em 

triplicada, avaliando-se a interferência das substâncias na CIM do antibiótico frente a 

cepas de S. aureus que superexpressam proteínas específicas de efluxo. As CIMs dos 

antibióticos foram determinadas na presença e na ausência de concentrações 

subinibitórias de cada produto teste (CIM/8 e CIM/4). Da mesma forma que no ensaio 

para determinação da CIM, foi preparada uma suspensão bacteriana padronizada em 

salina para uma densidade equivalente a aproximadamente 1,5 x 10
8 

UFC/mL. Em 

seguida, 100 μL dessa suspensão foram transferidos para a um eppendorf contendo 900 

μL de BHI e o produto teste em concentrações subinibitórias (CIM/8 e CIM/4). Após 

esse procedimento, a referida mistura foi distribuída (100 μL por poço) em placas de 

microdiluição no sentido numérico (1-12). Posteriormente, procedeu-se a microdiluição 

de 100 μL da Norfloxacina (256 μg/mL) nos poços de 1 a 11 tomando-se o cuidado de 

homogeneizar a solução por 3 vezes antes da transferência para o poço seguinte. O 

último poço (12) não foi submetido ao processo de microdiluição do antibiótico, 

servindo este como controle positivo de crescimento bacteriano. As placas de 

microtitulação foram incubadas a 37ºC por 24 h e as leituras foram realizadas com 

resazurina conforme descrito anteriormente. 

Experimentos controle também foram realizados com a Clorpromazina 

(CPZ) em concentrações subinibitórias nas mesmas condições relatadas acima para os 
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produtos testados. A clorpromazina é um inibidor conhecido de bombas de efluxo 

bacterianas (NEYFAKH, BORSCH, KAATZ, 1993). 

 

4.5 Avaliação da atividade inibidora de bombas de efluxo 

 

Na avaliação do efeito inibitório das bombas de efluxo, foram realizados 

ensaios de modulação conforme descrição anterior substituindo-se o antibiótico por 

solução aquosa de Brometo de etídio (EtBr) na concentração inicial de 256 μg/mL. O 

uso do EtBr para este ensaio é justificado pelo fato já conhecido de as bombas de efluxo 

constituírem o único mecanismo de resistência conhecido para essa substância 

(MARKHAM et al., 1999). A ocorrência de efeito modulador da resistência ao EtBr 

pelos produtos testes em concentrações subinibitórias, seria uma indicação de que os 

mesmos podem conter fitoquímicos inibidores de bombas de efluxo. Também foram 

realizados ensaios controle substituindo os produtos testes por Clorpromazina (CPZ) 

(NEYFAKH, BORSCH, KAATZ, 1993). 

 

4.6 Ensaios de inibição do efluxo de Brometo de etídio 

 

Para validar a atividade inibidora de NorA da Braquidina B (BR-B) foi realizado 

um método semi-automatizado (KAATZ et al., 2000). A cepa SA-1199B foi cultivada 

em 2,0 mL de caldo BHI até que a população bacteriana atingisse uma densidade óptica 

de 600 nm. Em seguida esta suspensão foi centrifugada a 5.000 g por cinco minutos. Os 

precipitados foram ressuspensos em 2,0 mL de salina. As suspensões bacterianas foram 

homogeneizadas em vórtex e transferidas para uma placa de 96 poços seguida pela 

adição de solução salina contendo EtBr (3,0 μg/mL) e e BR-B (128 μg/mL MIC 1/8) ou 

clorpromazina (16 μg/mL CIM 1/4). Uma suspensão bacteriana contendo somente EtBr 

(3,0 μg/mL) foi usada como controle positivo. O branco para cada teste foi preparado 

em solução salina. A fluorescência relativa relacionada à acumulação de EtBr pela 

bactéria foi lida no termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System™ (Applied 

Biosystems) após 60 min. A fluorescência relativa final (FFR) das amostras foi 

calculada pela subtração dos valores dos respectivos brancos. Diferenças de FFR entre 

os poços com os compostos testados e os do controle positivo foram consideradas 

indicativas de atividade inibidora do efluxo de EtBr. 
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4.7 Análises estatísticas  

 

Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram 

normalizados pelo cálculo da média geométrica das CIMs. O erro padrão e o desvio 

padrão da média geométrica foram determinados. As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o programa GraphPad Prism, versão 7.00. A ocorrência de 

diferenças entre o tratamento com antibiótico (ou EtBr) isoladamente ou associados aos 

produtos testados foram examinadas através da análise de variância de uma etapa 

(ANOVA). As diferenças mencionadas acima foram analisadas pelo pós-teste de 

Bonferroni e foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Dentre as substâncias isoladas à partir da fração diclorometano(FLAB-DCM) 

das flores de A. brachypoda, foram identificadas quatro chalconas; CH-1(3-(3,4-

dimethoxifenil)-1-(4-hidroxifenil)propan-1-ona), CH-3 (Derivado de 3-(3,4-

dimethoxifenil)-1-(4-hidroxifenil)propan-1-ona), CH-4 (3-(3,4-dimetoxyfenil)-1-

fenilpropan-1-ona) e CH-5 (Derivado de 3-(3,4-dimetoxifenil)-1-(4-hidroxifenil)propan-

1-ona) (Figura 2) e  dois flavonoides diméricos, as braquidinas A e B (BR-A e BR-B) 

(Figura 3). 

Figura 2 - Estrutura química das chalconas isoladas da fração diclorometano da flor de 

Arrabidaea brachypoda, CH-1(A), CH-3 (B), CH-4(C) e CH-5(D). 
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Chalconas são compostos fenólicos de origem natural ou sintética muito 

reportados na literatura por suas inúmeras atividades biológicas que vão desde 

antividades antibacterianas, antifúngicas, anti-inflamatórias, antitumorais e até 

antidepressivas (SUE et al.,2012; JAIN et al.,2009; RAMIREZ et al., 2012). 

 

Figura 3 - Estrutura química das Braquidinas isoladas da fração diclorometano da flor 

de Arrabidaea brachypoda, BR-A (A) e BR-B (B). 
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 As braquidinas A e B (BR-A, BR-B) foram identificados pela primeira vez na 

fração diclorometano das raízes de A. brachypoda. (ROCHA et al., 2014). No presente 

estudo, estes dois flavonoides diméricos foram também isolados a partir da fração 

diclorometano das flores de A. brachypoda, o que é uma evidência de que elas não são 

componentes exclusivos das flores, mas provavelmente poderiam ser encontradas em 

outras partes da planta.  

 Valores de concentrações inibitórias mínimas encontrados para FLAB-Et e 

FLAB-DCM mostraram que estes produtos naturais  não apresentaram  atividade 

antimicrobiana  nas concentrações clinicamente relevantes testadas (CIM ≥1024 μg/mL) 

contra as linhagens Gram-positivas, Gram-negativa e fúngica (Tabela 2). 

Diferentemente dos resultados obtidos no presente estudo, um estudo anterior 

demonstrou que o extrato hidroalcoólico das raízes de A. brachypoda apresentou 

atividade contra  a cepa de S. aureus ATCC 25923 (ROZATTO, 2012). Por outro lado, 

A B 
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este autor verificou também que o extrato etanólico obtidos das folhas e caule desta 

planta foram inativos contra Escherichia coli, Salmonella. setubal, Candida albicans e 

Helicobacter pylori. (citar as espécies de microrganismos testadas). (ROZATTO, 2012). 

 

Tabela 2 – Médias das concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) do Extrato Etanólico 

(FLAB-Et) e Fração Diclorometano (FLAB-DCM) da flor da Arrabidaea brachypoda 

contra os microrganismos. 

 CIM (μg/mL) 

Linhagens microbianas FLAB-Et  FLAB-DCM 

S. aureus SA1199-B ≥1024  ≥1024 

S. aureus ATCC 25923 ≥1024  ≥1024 

E. coli ATCC 25922 ≥1024  ≥1024 

C. albicans ATCC 10231 ≥1024  ≥1024 

Fonte: Laboratório de Pesquisa em Microbiologia, CCS, UFPI, 2018. 

 

 

Os resultados dos testes para avaliação da atividade antimicrobiana das 

chalconas e braquidinas isoladas à partir da fração diclorometano, chalconas e 

brachidinas  demonstraram ausência de atividade intrínseca contra as linhagens Gram-

positivas e Gram-negativa, enquanto que os compostos CH-3 e BR-B mostraram 

atividade contra Candida albicans, com valores de CIM de 512 μg/mL e 181 μg/mL, 

respectivamente (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Médias das concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) dos compostos 

isolados Fração Diclorometano (FLAB-DCM) da flor da Arrabidaea brachypoda contra 

os microrganismos. 

 

 CIM (μg/mL)     

Linhagens 

microbianas 
CH-1  CH-3 CH-4 CH-5 BR-A BR-B 

S aureus SA1199-B ≥1024  ≥1024 ≥1024 ≥1024 ≥1024 ≥1024 

S.aureus ATCC 

25923 
≥1024  ≥1024 ≥1024 ≥1024 ≥1024 ≥1024 

E. coli ATCC 25922 ≥1024  ≥1024 ≥1024 ≥1024 ≥1024 ≥1024 

Candida albicans 

ATCC 10231 
≥1024  512  ≥1024 ≥1024 ≥1024 181 

Fonte: Laboratório de Pesquisa em Microbiologia, CCS, UFPI, 2018. 

 

Vários estudos demonstram a importância das chalconas na defesa dos vegetais 

contra patógenos fúngicos (RAO et al., 1994; RIMENEZ et al., 2014; 

THIRUNARAYANAN, VANANGAMUDI, 2014). A chalcona CH-3 apresentou ação 

antifúngica contra C. albicans, outras chalconas são citadas na literatura por suas ações 

antifúngicas e também por combaterem a formação de biofilmes fúngicos (SANTANA 

et al., 2015; RAMIREZ et al., 2012). A ação fungicida das chalconas pode estar 

relacionada à lesão celular pela formação de reativos de oxigênio ou por inibir seus 

processos antioxidativos (KACHADOURIAN, DIA, 2006), também é sabido que as 

chalconas podem induzir a morte celular programada em eucariotos, como demonstrado 

com o protozoário Plasmodium falciparum (SHARMA et al., 2012). 

Embora não existam estudos prévios relacionando a atividade antifúngica da 

BR-B, os flavonóides 3  , 4  -dihidroxi-5,6,7- trimetoxiflavona, cirsitrol, cirsimaritina e 

hispidulina isolados das folhas de A. brachypoda exibiram atividade antifúngica contra 

Cladosporium sphaerospermum
 
(ALCERITO, 2002). Além disso, um estudo anterior 

verificou que a BR-B extraída das raízes de A. brachypoda demonstrou uma atividade 

significativa in vitro contra outro patógeno eucariótico, o protozoário Trypanossoma 

cruzi.
 
(ROCHA et al.2014).  
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A atividade moduladora de FLAB-Et, FLAB-DCM, chalconas e braquidinas, na 

resistência à Norfloxacina foi avaliada usando SA1199-B superexpressando o gene que 

codifica a bomba NorA, que confere resistência às fluoroquinolonas hidrofílicas por 

meio do efluxo ativo com força próton-motriz com gasto de energia (KAATZ et al., 

1995). Os resultados mostraram que o FLAB-Et e o FLAB-DCM aumentaram a 

atividade da Norfloxacina contra a cepa SA1199-B (Figuras 4).  

O FLAB-DCM exibiu efeito modulatório superior ao verificado para o extrato 

bruto, diminuindo a CIM para Norfloxacina em até 64 vezes (de 64 para 1 μg / mL). 

Este resultado indica uma maior concentração de compostos atuando como moduladores 

da resistência à norfloxacina na fração de partição. O efeito modulatório demonstrado 

pelo FLAB-DCM foi maior do que o verificado para o CPZ, um conhecido inibidor da 

bomba de efluxo (EPI) (NEYFAKH et al., 1993). Estes resultados sugerem a presença 

de compostos capazes de modular a resistência às fluoroquinolonas em S. aureus 

superexpressando NorA. 

Efeitos semelhantes foram encontrados para o ensaio de modulação com 

EtBr em substituição ao antibiótico. O EtBr é um conhecido substrato de NorA. A 

resistência mediada por bombas de efluxo é o único mecanismo conhecido de 

resistência a esse corante intercalante de DNA (MARKHAM et al., 1999). Este 

resultado é uma indicação de que a modulação da resistência a drogas por FLAB-Et e 

FLAB-DCM pode dever-se à presença de inibidores de NorA, levando ao acúmulo dos 

antibióticos nas células bacterianas. 

Para investigar se os compostos isolados das flores de A. brachypoda poderiam 

estar relacionadas com o efeito modulador verificado tanto para FLAB-Et quanto para 

FLAB-DCM, os testes de modulação da resistência à norfloxacina foram realizados com 

as chalconas e as braquidinas.  

Os resultados mostraram que a BR-A isolada não potencializou as atividades de 

norfloxacin ou EtBr contra a cepa SA1199-B, sendo assim excluída como um potencial 

agente modulador (Figura 5). Por outro lado, a BR-B apresentou atividade moduladora 

semelhante à apresentada pela CPZ reduzindo a CIM da Norfloxacina em até 4 vezes 

(de 64 para 16 μg/mL) contra SA1199-B (Figura 5). Além disso, a BR-B também foi 

capaz de modular a resistência ao EtBr, indicando que esta braquidina poderia ser  um 

dos inibidores de NorA presentes nos produtos naturais testados. 
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Figura 4 - CIMs de Norfloxacina (Nor) (A) e Brometo de Etídio (EtBr) (B) na ausência 

ou presença do extrato etanóico das flores de A. brachypoda (FLAB-Et), sua fração de 

partição de diclorometano (FLAB-DCM), e Clorpromazina (CPZ) contra SA1199-B. 

Cada resultado é a média geométrica de três experimentos simultâneos. (***) Valores 

estatisticamente significantes (p <0,0001).  
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Figura 5 - CIMs de Norfloxacina (Nor) (A) e Brometo de Etídio (EtBr) (B) na ausência 

ou presença dos compostos isolados BR-A e BR-B, bem como Clorpromazina (CPZ) 

contra SA1199-B. Cada resultado é a média geométrica de três experimentos 

simultâneos. (***) Valores estatisticamente significantes (p <0,0001).  
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Os ensaios de modulação realizados com as chalconas CH-1, CH-3, CH-4 e CH-

5 isoladas da FLAB-DCM, demonstraram que os compostos exerceram atividade 

moduladora da resistência dependente de concentração, uma vez que reduziram CIM 

tanto para o antibiótico norfloxacina quanto para o corante EtBr , porém essas ações 

foram menores ou iguais ao controle positivo. Dentre estes compostos, o que demostrou 

melhor efeito modulador foi a chalcona CH-4 seguido pelos chalconas CH-5, CH-3 e 

CH-1 (Figura 6). 

Todos os compostos isolados de FLAB-DCM demostraram atividade 

moduladora menor que FLAB-DCM, o que nos leva a crer que os compostos agem 

sinergicamente entre si e/ou com outros componentes minoritários na modulação tanto 

do antimicrobiano norfloxacina quanto do EtBr. 

Esta não é a primeira vez que se verifica atividade moduladora de A. 

brachypoda, uma vez que esta atividade foi demonstrada pelo método checkerboard 

atividade sinérgica entre o extrato hidroalcoólico de sua raíz e a amoxicilina, 

diminuindo a CIM do referido antibiótico de forma significativa frente a cepa 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (ROZATTO, 2012). 

O melhor efeito modulador verificado para a BR-B, motivou a realização de 

ensaios de inibição de efluxo à fim de comprovar a inibição de NorA por BR-B, 

levando ao  acúmulo de EtBr em células da cepa SA1199-B. Nestes ensaios, o sinal de 

fluorescência emitido pelo EtBr intercalado na hélice dupla do DNA bacteriano foi 

monitorado na ausência e na presença de BR-B. Os resultados mostraram que a adição 

de BR-B em concentrações sub-inibitórias causou um acúmulo intracelular de EtBr  na 

cepa SA1199-B, evidenciado por um aumento no sinal de fluorescência (Figura 7). O 

efeito inibitório apresentado pela BR-B foi maior do que o verificado para CPZ no 

presente estudo, assim como para outros inibidores de NorA (COSTA et al., 2016; 

ZHANG et al., 2014; BRINCAT et al., 2011). 
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Figura 6 - CIM da norfloxacina (Nor) na ausência e na presença dos compostos CH-1, 

CH-3, CH-5, CH4 e CPZ (A), CIM do brometo de etídio (EtBr) na ausência e na 

presença dos compostos CH-1,CH-3,CH-5,CH-4 e CPZ  (B) contra S. aureus SA1199-B 

(norA). Cada resultado representa a média geométrica de três experimentos simultâneos. 

(***) Valores estatisticamente significantes (p <0,0001).  
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Figura 7. Efeito da BR-B no acúmulo de EtBr por S. aureus SA1199-B 

superexpressando norA. A suspensão bacteriana foi carregada com EtBr (3 μg / ml) na 

presença ou ausência de BR-B ou CPZ em concentrações sub-inibitórias. A fluoresccia 

final relativa foi calculada subtraindo todos os pontos pelo respectivo controle em 

branco. Diferença na Fluorescência Final Relativa obtida na ausência ou presença de 

BR-B ou CPZ foi considerada como indicativa de inibição de efluxo. 

 

 

Como pode ser observado na Figura 3, BR-A e BR-B são flavonoides diméricos 

que diferem apenas na posição C-4 pela presença de um grupo hidroxila em BR-A 

enquanto BR-B exibe um grupo metoxila. Assim, a substituição da hidroxila pelo grupo 

metoxila no C-4 foi crítica para o efeito modulador apresentado pela BR-B. Um estudo 

anterior forneceu evidências de que a presença de grupos metoxílicos é uma 

característica importante de potenciais inibidores de bombas de efluxo (FELICETTI et 

al., 2018). A inibição de NorA pela Riparin-B foi fortemente influenciada pela 

dimetoxilação da porção fenetilo em vez da hidroxilação da parte benzamida (COSTA 

et al., 2016). Outro estudo prévio verificou que a adição de grupos metoxila aumentou a 

lipofilicidade das flavononas estudadas e que o composto tetrametoxilado apresentou 
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um maior efeito modulatório  na resistência à Norfloxacina em SA1199-B do que outros 

compostos di- ou trimetoxilados (MAIA et al., 2011).  

 Este trabalho demonstra a possibilidade de uso de substâncias oriundas da flor A. 

brachypoda no desenvolvimento futuro de novas alternativas para o tratamento 

antimicrobiano contra S. aureus multirresistentes, especialmente BR-B como um 

adjuvante da norfloxacina no tratamento de infecções causadas por este patógeno. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 FLAB-DCM e FLAB-Et não apresentaram atividade antimicrobiana intrínseca 

contra S. aureus, E. coli e C. albicans. Os compostos CH-3 e BR-B de FLAB-DCM 

apresentaram atividade antifúngica contra C. albicans. FLAB-Et e principalmente 

FLAB-DCM foram capazes de potencializar a atividade antibiótica da norfloxacina 

contra SA1199-B, os compostos CH-1, CH-3, CH-4, CH-5 e BR-B também 

demonstraram essa ação, porém todos foram menos significativos que FLAB-DCM, 

sendo BR-B o composto com ação mais pronunciada, isso demonstra que os compostos 

podem agir sinergicamente entre si ou com compostos minoritários para a modulação da 

atividade antimicrobiana. O presente estudo também demonstrou a capacidade do 

composto BR-B de aumentar o acúmulo de BrEt no interior da célula bacteriana 

indicando que o composto presentente nas flores de A. Brachypoda é um EPI 

potencialmente aplicável como adjuvante da Norfloxacina no tratamento de infecções 

causadas por S. aureus resistentes às fluoroquinolonas pela superexpressão de NorA. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Em posse dos dados já consolidados, pretende-se futuramente avaliar a 

capacidade de inibição de outras bombas de efluxo por BR-B, realizar testes que 

verifiquem suas essas ações in vivo, bem como aprofundar os estudos físico-químicos 

da referida molécula a fim de desenvolver uma formulação farmacêutica. 
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ANEXO A – COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO: Inhibition of the 

NorA efflux pump of Staphylococcus aureus by Brachydin B from Arrabidaea 

brachypoda. 
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ANEXO B – DRAFT DO ARTIGO SUBMETIDO AO PERIÓDIO JOURNAL OF 

NATURAL PRODUCTS, QUALIS A2 NA ÁREA DE FARMÁCIA (FATOR DE 

IMPACTO: 3.885 

 


