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RESUMO

Introducao: Xylosma ciliatifolia (Clos) Eichler (Flacourtiaceae/Salicaceae sensu
lato), espécie conhecida popularmente como sucard, agucara ou espinho-de-judeu
€ uma arvore de pequeno porte, que se desenvolve em regides de vegetacdo de
mata ciliar.

Objetivos: avaliar o potencial antibacteriano de fragdes e substancia isolada das
cascas das raizes de Xylosma ciliatifolia sobre Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhimurium e Escherichia coli.

Métodos: o material vegetal seco foi extraido em etanol 96 % em aparelho de
Soxhlet com aquecimento. O extrato etandlico obtido foi submetido a particdo
liguido-liquido em hexano, cloroférmio e acetato de etila e, apds, concentrados em
banho-maria, obtendo-se, respectivamente, as fracdes hexano, cloroférmio e
acetato de etila. Por cromatografia em coluna da fracao hexano obteve-se o
composto ugandensidial. A atividade antibacteriana foi avaliada pelo ensaio da
difusdo em disco e pela medida da concentragdo inibitéria minima.
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Resultados: a atividade antibacteriana foi evidenciada nas fragdes hexano e
cloroférmio sobre as bactérias: Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis. O composto ugandensidial mostrou-se ainda mais bioativo sobre as
cepas Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis com inibicao do
crescimento bacteriano na concentracao de 62,5 ug/mL.

Concluséao: os ensaios antibacterianos realizados neste trabalho com as cascas das
raizes de Xylosma ciliatifolia foram capazes de inibir o crescimento de duas cepas
gram positivas. Estes resultados contribuem para o conhecimento fitoquimico dessa
espécie vegetal que ainda ndo apresenta dados em literaturas cientificas.

Palavras chave: Xylosma ciliatifolia, Flacourtiaceae (Salicaceae sensu lato),
ugandensidial, atividade antibacteriana.

RESUMEN

Introduccién: Xylosma ciliatifolia (Clos) Eichler (Flacourtiaceae/Salicaceae sensu
lato), especie conocida en la poblacién como sucard, acucara o espinho-de-judeu es
un arbol de pequefio porte, que se desarrolla en las regiones de vegetacidon de
ribera.

Objetivos: evaluar la actividad antibacteriana de las fracciones y sustancias
aisladas de la corteza de raices de Xylosma ciliatifolia sobre Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhimurium y Escherichia coli.

Métodos: el material seco se extrajo en etanol 96 % en un aparato de Soxhlet con
calentamiento. El extracto etandlico obtenido se sometid a particion liquido-liquido
en hexano, cloroformo y acetato de etilo; después se concentrd en un bano de
agua, produciendo, respectivamente, las fracciones hexano, cloroformo y acetato
de etilo. Por cromatografia de columna de la fraccidn hexano se obtuvo el
compuesto ugandensidial. La actividad antibacteriana se evalué mediante la prueba
de la difusion en disco y mediante la medicidn de la concentracién inhibitoria
minima.

Resultados: la actividad antibacteriana se observd en las fracciones hexano y
cloroformo sobre las bacterias: Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis. El compuesto ugandensidial resulté ain mas bioactivo sobre las
bacterias Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, con inhibicidn del
crecimiento bacteriano en la concentracion de 62,5 ug/mL.

Conclusiones: los ensayos antibacterianos realizados en este estudio con corteza
de raices de Xylosma ciliatifolia fueron capaces de inhibir el crecimiento de ambas
cepas grampositivas. Estos resultados contribuyen al conocimiento fitoquimico de
esa especie vegetal que aln no presenta datos en la literatura cientifica.

Palabras clave: Xylosma ciliatifolia, Flacourtiaceae (Salicaceae sensu lato),
ugandensidial, actividad antibacteriana.

ABSTRACT

Introduction: Xylosma ciliatifolia (Clos) Eichler (Flacourtiaceae/Salicaceae sensu
lato), a species known by the general public as sucara, acucara or espinho-de-
judeu, is a small tree growing in riverside areas.

Objectives: evaluate the antibacterial activity of fractions and substances isolated
from root bark of Xylosma ciliatifolia against Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Salmonella typhimurium and Escherichia coli.
Methods: the dry material was extracted into 96 % ethanol in a Soxhlet device
with heating. The ethanolic extract thus obtained was subjected to liquid-liquid
partition in hexane, chloroform and ethyl acetate. It was then concentrated in a
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water bath to obtain hexane, chloroform and ethyl acetate fractions, respectively.
The ugandensidial compound was obtained by column chromatography of the
hexane fraction. Antibacterial activity was evaluated by the disc diffusion test and
by measurement of the minimum inhibitory concentration.

Results: antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermis was observed in the hexane and chloroform fractions. The ugandensidial
compound was found to be even more bioactive against the bacteria
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermis, with inhibition of bacterial
growth in the 62.5 pg/ml concentration.

Conclusions: the antibacterial assays conducted in this study with root bark of
Xylosma ciliatifolia revealed inhibition in the growth of both gram-positive strains.
These results provide phytochemical information about this plant species, for which
there are no data in the scientific literature.

Key words: Xylosma ciliatifolia, Flacourtiaceae (Salicaceae sensu lato),
ugandensidial, antibacterial activity.

INTRODUCAO

O estabelecimento de regras efetivas para o uso racional de antibidticos e o
incentivo para estudos que envolvam a pesquisa de novas drogas sdo os principais
objetivos atuais para a manutengao do controle das doencas de origem infecciosa.

Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria publicou uma resolucao
(RDC N© 20, de 5 de maio de 2011), que dispde sobre o controle de medicamentos
a base de substancias classificadas como antimicrobianos, de uso sob prescricao
médica, tanto na forma isolada quanto em associacao. Conforme a legislacdo, a
dispensacdao dos medicamentos disponiveis no mercado sera de carater controlado
em virtude do uso disseminado e ndo criterioso até entdo realizado.! A
administracdo nao adequada dos antimicrobianos acarretou no aparecimento de
patdgenos resistentes aos antibidticos. Aliado aos prejuizos para a saude dos
cidaddos ha a elevacdo dos gastos publicos relacionados aos tratamentos extras e a
assisténcia médica.?

Atentando-se para o fendmeno da resisténcia dos microrganismos aos
medicamentos de uso convencional, a pesquisa de espécies vegetais pouco
conhecidas é incentivada na busca de novas drogas. Isto se deve ao fato de que o
metabolismo das plantas apresenta varias rotas de sintese secundarias, capazes de
originar diferentes classes de compostos como alcaloides, flavonoides, taninos,
cumarinas, glicosideos, terpenos, entre outros.* A riqueza de estruturas quimicas
sintetizadas pelas plantas constitui uma importante alternativa para a introducao de
farmacos inovadores na area terapéutica. Atualmente, cerca de 120 substancias
puras isoladas de plantas sdo utilizadas com finalidade terapéutica.*

Presente entre os exemplares da biodiversidade, a familia Flacourtiaceae, ainda
pouco estudada sob o ponto de vista terapéutico, esta representada por
aproximadamente 86 géneros e 1 300 espécies,” distribuidas nas Américas, Africa,
Asia, Australia e nas costas do Pacifico. Na América do Sul foram catalogados 32
géneros e, na flora brasileira ocorrem 19 géneros com 92 espécies.®” Em recentes
estudos sobre a filogenia das flacourtidceas, com base no seqlienciamento de
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plastideos de rbcL de DNA, foi evidenciado que a familia apresenta afinidade junto
ao clado das Salicaceae.® Sendo assim, as publicacdes recentes utilizam na grande
maioria das vezes a descricao da familia Flacourtiaceae seguido pela denominagdo
entre parénteses de Salicaceae sensu lato como nomenclatura atual.

Em estudos prévios com algumas espécies da familia foram reportadas varias
atividades bioldgicas relevantes, tendo como exemplos: propriedades
antibacterianas, antivirais, hipolipémicas e hipoglicemiantes,® anti-ofidicas e
citotéxica. %!

Xylosma ciliatifolia (Clos) Eichler, espécie conhecida popularmente como sucar3,
agucara ou espinho-de-judeu é uma arvore de pequeno porte, que se desenvolve
em regides de vegetacdo de mata ciliar.!” Esta espécie foi selecionada para os
estudos porque até o momento ndo existem relatos com informacgdes quimicas e
bioldgicas em literaturas técnicas e cientificas.

Desta maneira, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antibacteriano das cascas das raizes, embasando-se no fato de que, muitas das
substéncias obtidas de produtos naturais podem ser fontes promissoras de novos
agentes antibidticos frente ao arsenal terapéutico atual, por vezes, ndo efetivo
diante do fenbmeno da resisténcia bacteriana.

METODOS
Coleta e identificacdo do material vegetal

As raizes de X. ciliatifolia foram coletadas no municipio de Curitiba em julho de
2008 (coordenadas 25°42' S e 49°27' W). A identificagdo botanica da espécie foi
realizada no Museu Botanico Municipal de Curitiba pelo botdnico Gert Hatschbach,
em comparacdo com a exsicata catalogada no herbario sob o nimero 208.965.

Extracéo, fracionamento e isolamento

As cascas das raizes (290 g) secas e trituradas foram extraidas em etanol 96 % em
aparelho de Soxhlet sob aquecimento (40 °C). O extrato etandlico obtido foi
submetido a particdo liquido-liquido em hexano, cloroférmio e acetato de etila e,
apos, cogcentrados em banho-maria, obtendo-se, respectivamente, as fracdes FH,
FC e FA.

Por cromatografia em coluna da FH isolou-se um composto denominado como Xc2
(252,2 mg). Este foi identificado por RMN 'H e **C em comparagdo com dados da
literatura. Os espectros foram obtidos utilizando-se o equipamento AC 200 Bruker
operando em pulsos seqiienciais de 200 e 50 MHz para 'H e 3C, respectivamente,
em cloroférmio deuterado. Tetrametilsilano foi utilizado como padrdo interno nas
analises.

Avaliacdo da atividade antibacteriana

O ensaio da atividade antibacteriana foi realizado frente as cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e Escherichia coli (ATCC 25922) pelo
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método de difusdo em disco.** A partir de solugbes diluidas de cada uma das
fragOes e substancia isolada, foram aplicados 10 yL das amostras em discos
estéreis de 6 mm, obtendo-se as concentragoes teste de 250, 500 e 1000 ug por
disco, em triplicata. Cloranfenicol (30 ug) foi utilizado como controle positivo e
metanol (solvente para diluicao das amostras) como controle negativo.

Amostras com halos maiores que 7 mm foram consideradas ativas e submetidas ao
ensaio da determinacdo da concentracdo inibitdria minima (CIM).'® As cepas bacterianas
utilizadas nos testes: Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) foram reativadas em caldo triptico de soja e incubadas a
35 °C, 24 h antes do teste. Apds o subcultivo, as suspensdes dos indculos foram
ajustadas com solugao estéril de cloreto de sédio 0,9 % em comparagao com o
padrdo de turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™). Em
seguida, uma aliquota de 2 mL de cada uma das suspensées bacterianas foi diluida
em solugao estéril de Tween 80 a 2 %.

O preparo das amostras consistiu na diluicdo sequencial de cada uma das fracdes e
substéancia isolada nas concentracbes que variaram de 500 a 7,8 ug/mL
(proporgoes de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64) em caldo triptico de soja.
Cada tubo contendo a amostra na respectiva concentracao recebeu 1 mL da
suspensdo bacteriana e 1 mL do caldo triptico de soja. No tubo utilizado como
controle positivo foi utilizado o caldo de cultura e a suspensao de bactérias. O
controle negativo foi composto somente pelo caldo de cultura e a amostra.

A CIM foi definida pela visualizagdo do ultimo tubo na qual a amostra inibiu o
crescimento de microrganismos em comparacgao ao controle negativo.

RESULTADOS

No estudo realizado neste trabalho, as fracdes FH e FC mostraram-se ativas frente
as cepas de S. aureus e S. epidermidis em todas as concentracGes testadas. A
fracdo FA ndo apresentou inibicdo sobre o crescimento das cepas teste. Os halos de
inibicdo para as fracdoes FH e FC apresentaram valores médios de 9,16 mm (250
HMg) e 9,33 mm (250 ug), para a cepa de S. aureus. Para o microrganismo S.
epidermidis foi verificada a formagdo de halos médios de 10 mm (250 ug) e 9,66
mm (250 ug), respectivamente, para as fracdes FH e FC. A CIM das fracdes hexano
e cloroférmio apresentaram valores que variaram de 250 a 500 ug/mL (tabela 1).

Da fragao hexano foi isolada uma substancia denominada de Xc2. O composto Xc2
foi identificado em comparacdo com dados espectroscépicos de RMN 'H e de RMN 3C
de outras substancias estruturalmente semelhantes,!® como sendo o composto
ugandensidial (6-acetoxi-9-alfa-hidroxidrim-7-eno-11,12-dial) (Fig.).

O isolado Xy2 ugandensidial apresentou atividade inibidora sobre o crescimento de
duas cepas bacterianas: S. aureus e S. epidermidis (tabela 2). Foram observados
halos de inibicdo entre 15 e 19 mm de didmetro nas concentragdes testadas. Os
valores de CIM para os dois microrganismos foram de 62,5 ug/mL.
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Tabela 1. Resultados da atividade antibacteriana das fragdes obtidas das cascas das
raizes de Xylosma ciliztifoliz

Difusdo em disco - Halos de inibicdo {mm de diametro)
Microrganismos

Concentragao — — — — — — —
Armostras (pg) Staphylococcus | Staphyiococcus | Escherichia Salmonelfa
T aureus epidermidis coll tiphymurium

. 250 9,16 10 ] ]
Fragao 500 11,00 11,33 0 a
hexano

1 Qa0 13,00 13,33 ] ]

. 250 9,33 9,60 d ]
Fragao 500 10,83 11,66 0 0
cloroférmio

1 Qa0 12,33 14,33 ] ]
Fragao 250 0 0
acetato de 500 0 ]
etila 1 000 0 0
Cloranfenical 20 28,323 43,66 28,23 28,66
Metanol - 0 0 0 0

Concentracdo inibitéria minima {Jug/mL)
Microrganismos

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis
Fracdo hexano 250 500
Fragao clorofdrmio 250 250

Fig. Composto ugandensidial,
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Tabela 2. Resultados da atividade antibacteriana do composto ugandensidial obtido das
cascas das raizes de Xylosma ciliztifoliz

Difusdo em disco - Halos de inibigdo {mm de diametro)
Microrganismos

Concentragao ———— — —— — -
Amostras (pg) Staphylococcus | Staphylococcus | Escherichia Salmonella
e Fureus epidermidis cofi tiphymurium
LUgandensial 250 15 16,5 a
500 15 19 0
Cloranfenicol 20 20,66 36,5 22,5 27
Metanol - a a 0 a

Concentragdo inibitéria minima {ug/mL)
Microrganismaos
Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis
LUgandensial 62,5 62,5

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram que a atividade antibacteriana
das cascas das raizes de X. ciliatifolia pode ser atribuida em grande parte ao
composto ugandensial, isolado da fragdo hexano que também demonstrou
biatividade sobre as cepas de S. aureus e S. epidermidis. Estes dados representam
um novo achado no estudo da fitoquimica de espécies vegetais, pois até o
momento ndo existem relatos em literaturas cientificas com informacGes quimicas e
bioldgicas sobre X. ciliatifolia.

A substancia ugandensidial - um sesquiterpeno dialdeido da classe dos drimanos -
foi igualmente isolada das espécies medicinais africanas: Warburgia stuhimanii e
Warburgia ugandensis (Canelaceae), sendo que a Ultima espécie citada é utilizada
para tratamento de dores de estbmago, constipagdo, dores de dente, febre e dores
musculares.’

Dentre os diferentes compostos conhecidos da classe dos sesquiterpenos dialdeidos
muitos apresentam atividade antimicrobiana comprovada. Poligodial, um dos
provaveis precursores do composto ugandensidial apresentou atividade inibidora do
crescimento bacteriano, com valores de CIM de 100 pg/mL, em estudo realizado
sobre sete diferentes cepas de S. aureus.'® Os mesmos autores relataram que o
mecanismo da agao antibacteriana do poligodial pode estar relacionado ao efeito
surfactante da molécula, ocorrendo o rompimento das proteinas integrais na
camada lipo-protéica das membranas com a consequente inibicdo das funcbes
celulares.

Desta maneira, pode-se considerar que o efeito antibacteriano obtido neste
trabalho para o composto isolado - ugandensidial (CIM= 62,5 pg/mL) mostrou-se
ainda mais expressivo quando comparado aos resultados descritos anteriormente
na literatura.
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Jansen & Groot!® em revisdo publicada sobre esta classe de sesquiterpenos
relataram que os compostos apresentam atividades antimicrobianas sobre diversas
espécies patogénicas de bactérias, fungos, virus e helmintos. Do ponto de vista
quimico, Jonassohn?® descreveu que a porgdo da molécula dos sesquiterpenos
formada pelo grupamento aldeido o, B-insaturado esta fortemente ligada as
atividades bioldgicas reportadas para esta classe de compostos.

Relatos de atividade antimicrobiana para este mesmo género da familia
Flacourtiaceae foram publicados a partir dos estudos realizados com as espécies
Xylosma terrae-reginae e Xylosma sp. Na pesquisa, o extrato metandlico das raizes
de Xylosma terrae-reginae mostrou atividade moderada contra S. aureus e Candida
albicans, com valores de CIM de 2,5 mg/mL e 1,2 mg/mL, respectivamente.?!

Castro e outros?? realizaram um estudo para avaliar a atividade antibacteriana in
vitro de diferentes extratos de plantas brasileiras contra bactérias patogénicas para
peixes. Dentre as espécies avaliadas, as folhas de Xylosma sp. II apresentaram
inibicdo do crescimento de Flavobacterium columnare com valor de 375 ug/mL para
a concentragdo inibitdria minima.

Os resultados obtidos constituem em grande incentivo para a continuidade dos
estudos de avaliagcdo da atividade antibacteriana da espécie X. ciliatifolia, bem
como, para pesquisa e identificacdo de outros compostos com potencial
farmacoldgico.
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