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Abstract: Bowdichia virgilioides (Fabaceae - Papilionoidea), popularly known as Sucupira-preta, is a Brazilian native tree used in the
traditional medicine against throat infections. Due this fact and due the interest to validate the traditional use, the objective of this work was
evaluates the in vitro antibacterial activity of extracts and fractions of the stem and heartwood of the plant. The phytochemical profile
revealed the presence of tannins and flavonoids in the stem and heartwood, and only alkaloids in the stem.The HPLC analysis revealed the
presence of flavonoids and phenolic acids, natural products with several biological activities, including the modifying antibiotic activity. All
microrganisms were inhibited only with MIC > 1024 pg/mL. However, when associated with aminoglycosides, was demonstrated a
potentiation of these antibiotics when associated with almost all products assayed and against one bacterium at least.

Keywords: Bowdichia virgilioides; modulation; chemical composition

Resumo: Bowdichia virgilioides (Fabaceae - Papilionoidea), popularmente conhecida como Sucupira-preta, € uma espécie arbdrea nativa do
Brasil utilizadas na medicina popular para infeccdes de garganta. Com base nessas evidéncias, e com o interesse para justificar o uso
popular, este trabalho teve como objetivo verificar a atividade antibacteriana in vitro de extratos brutos e fracionados de cascas e cerne da
planta. Observou-se pela conclusdo do levantamento fitoquimico a presenca de taninos e flavondides nas cascas e no cerne, e alcaldides
apenas encontrados na casca. A analise por HPLC revelou a presenca de flavonoides e éacidos fenolicos, produtos naturais, com diversas
atividades biol6gicas, incluindo a atividade modificadora antibiética. Todos os microorganismos foram inibidos apenas com o CIM > 1024
ug/mL. No entanto, quando associado a antibidticos aminoglicosideos, foi demonstrada potenciagdo destes em quase todos os produtos
testados e em pelo menos uma bactéria foi observada uma atividade moduladora significativa.
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INTRODUCAO

Sabe-se hoje, que as bactérias apresentam a
capacidade genética para adquirir e transmitir
resisténcia contra agentes antibacterianos atualmente
disponiveis. H& vérios relatos, sobre isolados
bacterianos que sdo conhecidos por serem sensiveis
as drogas rotineiramente utilizadas, mas que se
tornaram multirresistente aos outros medicamentos
disponiveis no mercado (Nascimento et al., 2000;
Sakagami & Kajimura, 2002). Consequentemente, as
empresas farmacéuticas buscam novas estratégias
para  abastecer 0 mercado com  novos
antimicrobianos. As mais comuns incluem alterar a
estrutura molecular dos medicamentos existentes, a
fim de torna-los mais eficientes ou recuperar a
atividade perdida devido a mecanismos de resisténcia
bacteriana (Chartone-Souza,1998).

Nesse contexto, 0s produtos naturais como 0s
de origem vegetal, tem se destacado tanto por
apresentar atividade antibacteriana, como também
pela sua capacidade de potencializar a atividade
antibidtica (Gibbons, 2004; Tintino et al., 2013). O
uso de extratos, provenientes de produtos naturais,
como agentes antimicrobianos pode ser uma
alternativa relevante, tendo em vista que 0S mesmos
apresentam uma baixa possibilidade de proporcionar
resisténcia microbiana, porque sd0  misturas
complexas, fazendo com que a adaptabilidade
microbiana seja muito dificil (Daferera et al., 2003).

Produtos naturais podem inibir o crescimento
de microorganismos por varios mecanismo, podendo
estes serem em parte devido a natureza hidrofébica
de alguns componentes. De modo que, tais
componentes podem interagir com dupla camada
lipidica da membrana celular e afetar a cadeia
respiratdria e a producdo de energia, (Nicolson et al.,
1999) ou até mesmo fazer a célula mais permeavel
aos antibidticos, levando a interrupcdo da atividade
celular (Burt, 2004).

A espécie Bowdichia virgilioides Kunt.
(Fabaceae) é conhecida popularmente como
"Sucupira”, pode ser uma alternativa interessante. E
uma arvore de tamanho médio encontrado nas
florestas tropicais da América do Sul. Na regido do
Nordeste do Brasileiro sua casca &€ comumente
utilizadas para o tratamento de feridas, e também
como agente anti-Glcera e anti-diabético (Bacchi,
1986; Oliveira & Saito, 1989; Macedo & Ferreira,
2004), assim como também suas sementes sao
utilizadas no tratamento de reumatismo, artrite, e
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doencas de pele (Cruz, 1965). Esta planta hoje devido
a sua importdncia, medicinal foi incluida na
farmacopéia brasileira (Branddo et al., 2006). Vérias
bioatividades desta espécie ja foram comprovadas,
incluindo antimalarica (Deharo et al., 2001),
antinociceptiva, anti-inflamatoria e antioxidante do
extrato aquoso (Thomazzi et al., 2010), hipoglicemia
(Barbosa-Filho et al., 2005) e inibidor da enzima
acetilcolinesterase (Barbosa-Filho et al., 2006) dos
extratos desta planta foram relatados.

Estudos anteriores de Investigagcdo quimica
desta espécie, resultaram no isolamento de diversas
substancias como flavonoides (Velozo et al., 1999a;
Velozo et al., 1999b; Arriaga et al., 2000),
antocianina (Mell, 1929), benzofurandides (Melo et
al., 2001), triterpendides (Torrenegra et al., 1985;
Marinho et al., 1994; Melo et al., 2001) e alcaloides
(Torrenegra et al., 1985; Torrenegra et al., 1989;
Marinho et al., 1994; Barbosa-Filho et al., 2004).
Estas substancias sdo conhecidas por apresentarem
atividades bioldgicas importantes, dentre estas a
atividade antimicrobiana assim como
potencializadora de antibi6ticos (Dixon et al., 1983;
Ho et al., 2001; Sato et al., 2004).

Contudo o objetivo deste trabalho foi avaliar
atividade antibacteriana e modificadora da atividade
de antibidticos aminoglicosideos, pelo extrato
etandlico e fragdes hexanicas da casca do caule e do
cerne de Bowdichia virgilioides, assim como também
sua caracterizagdo quimica.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal

A casca do caule e cerne de B. virgilioides Kunth,
foram coletadas na Chapada do Araripe, regido do
Cariri, no municipio de Crato, Ceara, no més de maio
de 2010. Ap06s a identificacdo e producdo da exsicata,
esta foi depositada no Herbario Caririense Dardano
de Andrade Lima - HCDAL da Universidade
Regional do Cariri - URCA, catalogada sob numero
de registro 5782.

Material bacteriano

As linhagens bacterianas utilizadas foram: E. coli
(EC-ATCC10536 e EC27) e S. aureus (SA-
ATCC25923 e SA358) com perfil de resisténcia
identificado na Tabela 1. Todas as linhagens foram
mantidas em Agar infusdo de coragdo (HIA, Difco
Laboratories Ltda.). Antes dos ensaios, as linhagens
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foram cultivadas por 18h a 37° C em caldo infuséo de
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cérebro e coracdo (BHI, Difco Laboratories Ltda).

Tabela 1
Origem das linhagens bacterianas e perfil de resisténcia a antibidticos.

Bactéria Origem

Perfil de Resisténcia

Escherichia coli 27
Escherichia coli ATCC10536 -
Staphylococcus aureus 358
Staphylococcus aureus -

ATCC25923

Ferida cirdrgica

Ferida cirdrgica

Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc,
Cf, Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet,
Tob

Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,
But, Sis, Net

Ast — Aztreonan; Ax — Amoxacilina; Amp — Ampicilina; Ami — Amicacina; Amox — Amoxilina; Ca — Cefadroxil;
Cfc — Cefaclor; cf - Cefalotina; Caz — Ceftazidima; Cip — Ciprofloxacin; Clo — Cloranfenicol; Im — Imipenem;
Can - Canamicina; Szt — Sulfametrim; Tet — Tetraciclina; Tob — Tobramicina; Oxa — Oxacilina; Gen — Gentamicina;
Neo — Neomicina; Para — Paramomicina; But — Butirosina; Sis — Sisomicina; Net — Netilmicina;

(-) Auséncia de resisténcia ou resisténcia sem relevancia.

As drogas utilizadas foram: gentamicina,
canamicina, amicacina e neomicina foram obtidas do
laboratdrio Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO,
EUA. As solucBes foram preparadas de acordo com
as recomendacdes do NCCLS (2003).

Preparacéo do extrato etandlico da casca do caule e
cerne e suas respectivas fragcdes hexanicas (casca e
cerne) de B. virgilioides Kunth.

As partes coletadas foram trituradas e submersas em
solvente  etanol 99,9%, separadamente em
temperatura ambiente por 72 h. Apds esse periodo, a
solucéo obtida foi filtrada e submetida a destilacdo do
solvente no aparelho evaporador rotativo a vécuo,
onde o produto obtido foi levado ao banho-maria,
para evaporagdo do excedente etandlico. Os extratos
etandlicos da casca do caule e cerne de B. virgilioides
K. foram denominados de EECaBv e EECeBv,
respectivamente.

As fragbes hexanicas da casca do caule e
cerne, foram denominadas de FHCaBv e FHCeBv,
respectivamente.

Para o fracionamento os extratos foram
macerados em silica gel até obtencdo de uma mistura
homogénea, onde posteriormente foram tratados com
solvente hexano para obtencgéo das fragdes FHCaBv e
FHCeBv. O tratamento com o solvente realizou-se
por filtracdo a vacuo utilizando funil de Bichner e
kitassato acoplado a bomba a vacuo, tabela 2
descreve as massas da casca do caule e do cerne e
seus produtos e seus respectivos rendimentos.

Prospecgdo de constituintes quimicos do extrato
etandlico da casca e cerne de B. virgilioides Kunth.
Os testes fitoquimicos para detectar a presenca de
heterosideos, taninos, flavondides, esteroides,
triterpenos, cumarinas, quinonas, acidos organicos e
de alcaloides foram realizados seguindo o método
descrito por Matos (1997). Os testes se baseiam na
observacéo visual da alteracdo de cor ou formacao de
precipitado apos a adig¢do de reagentes especificos.

Quimica, aparelhos e procedimentos gerais

Todos os reagentes utilizados foram de pureza com
grau analitico. Metanol, &cido acético, acido galico,
acido clorogénico e acido cafeico, foram obtidos da
empresa Merck (Darmstadt, Alemanha). Quercetina,
rutina e kaempferol foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) foi
realizada utilizando o sistema CLAE (Shimadzu,
Kyoto, Japdo), destaque Auto Sampler (SIL-20A),
equipado com Shimadzu LC-20AT com duas bombas
alternadas ligadas ao desgaseificador DGU 20A5
com o integrador CBM 20% UV-VIS com detector
DAD (diodo) SPD-M20A e Software LC solucédo
1,22 SP1.

Quantificacédo de compostos por CLAE

A Andlise cromatografica com fase reversa foi
realizada utilizando colunas C18 (4,6 mm x 250 mm)
com particulas medindo 5 pm de didmetro. A fase
moével continha uma solugdo de agua e 2% de acido
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acetico (A) e metanol (B), com composicdo do
gradiente de 5% de B nos primeiros 2 minutos
mudando para a obtencdo de 25%, 40%, 50%, 60%,
70% e 100% de B nos tempos de 10, 20, 30, 40, 50 e
80 minutos, respectivamente, segundo a metodologia
descrita por Laghari et al. (2011), com algumas
adaptacdes. Os extratos etandlicos das cascas do
caule e dos cernes de Bowdichia virgilioides foram
dissolvidos em etanol na concentracéo de 2,4 mg/mL.
A presenga de seis compostos fenolicos foi
investigada: os acidos galico, clorogénico e cafeico e
os flavondides quercetina, rutina e kaempferol. A
identificagdo desses compostos, foi realizada pelo
método do padrdo pelo qual é realizada a comparacao
dos seus tempos de retencdo e através do espectro de
absor¢do UV comparando-os a compostos de padrao
comercial. A taxa de fluxo foi de 0,6 mL/min,
injetando um volume de 40 pL e o comprimento de
onda foi de 254 nm para o 4cido gélico, 325 nm para
0 &cido cafeico e para o &cido clorogénico, e 365 nm
para quercetina rutina e kaempferol. Todas as
amostras e a fase movel foram filtradas por
membrana (Millipore) com poros de 0,45 pum, e
desgaseificadas por ultrassom antes de serem
utilizadas. As solugdes padrdes de referéncia foram
preparadas na fase movel do CLAE a um intervalo de
concentracdo entre 0,020 - 0,200 mg/mL para
kaempferol, quercetina e rutina; e 0,050 - 0,250
mg/mL para os &cidos galico, cafeico e clorogénico.
Os picos de cromatograma foram confirmados por
comparacdo do seu tempo de retencdo com 0s
padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a
400 nm). Curva de calibracdo para o acido galico: Y
= 10523x + 1478.8 (r = 0.9999); acido cafeico: Y =
12765x + 1381.7 (r = 0.9995); rutina: Y = 12691 -
1165.0 (r = 0.9998); quercetina: Y = 13495x — 1092.6
(r =0.9999) e kaempferol: Y = 15692x - 1218.1 (r =
0.9997). Todas as avaliagGes cromatogréficas foram
realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

Atividade antibacteriana (CIM) e modulacdo da
atividade antibiotica

As CIMs (concentragdes inibitorias minimas) foram
determinadas em ensaios de micro diluigdo em caldo
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(NCCLS, 2003) utilizando-se um inoculo de 100 uL
de cada linhagem, suspensas em caldo BHI que
apresentava uma concentracdo de 10° UFC/mL em
placas de micro titulacdo com 96 pogos, com
diluicBes em série %. Em cada poco foi adicionado
100 pL de solugao de cada amostra. As concentragdes
finais dos produtos naturais variaram entre 512 - 8
pg/mL. Para os controles foram utilizados os
antibidticos padrbes amicacina e gentamicina cujas
concentracdes finais variaram entre 512 ug/mL - 8,0
pg/mL. As placas foram incubadas a 35 °C por 24
horas e apds esse periodo a leitura foi evidenciada
pelo uso de Resazurina. As CIMs foram registradas
como as menores concentracdes para a inibicdo do
crescimento.

Para avaliar as amostras como moduladores
da acgdo antibidtica, a CIM dos antibi6ticos da classe
dos aminoglicosideos, foram avaliados na presenca e
na auséncia das amostras em microplacas estéreis. Os
antibidticos foram avaliados nas concentraces
variando de 2500 a 2,5 pg/mL.

As amostras foram misturadas em caldo BHI
10% em concentragBes sub-inibitdrias, obtidos e
determinados apds a realizagdo de teste de avaliagdo
da CIM, sendo que para o teste de modulacdo as
concentracdes das solucbes foram reduzidas 8 (oito)
vezes (CIM/8). A preparacdo das solucdes de
antibidticos foi realizada com a adicdo de Aagua
destilada estéril em concentracdo dobrada (1024
pg/mL) em relacdo a concentragdo inicial definida e
volumes de 100 pL diluidos seriadamente 1:1 em
caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100 uL do
meio de cultura continha a suspensdo bacteriana
diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados na
avaliacdo da CIM para os extratos foram utilizados
durante a modulagdo (Coutinho et al., 2008). As
placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas e ap0s
esse periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de
Resazurina como citado anteriormente no teste de
determinagdo da CIM. Os ensaios antibacterianos
foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como média das repetigdes.
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Tabela 2
Rendimento dos Extratos etanolicos da casca do caule, do cerne e das suas respectivas fragdes hexanicas (g)
Parte da planta Peso seco (g) Solvente Rendimento (%)
EECsBv 15,35 Etanol 6,59
EECeBv 8,75 Etanol 1,96
FHCsBv 7,68 Hexano 0,02
FHCeBv 4,38 Hexano 1,17

EECaBv — Extrato etandlico das cascas de Bowdichia virgilioides; EECeBv — extrato etanolico dos cerne de
Bowdichia virgilioides; FHCaBv — Fracdo hexanica da casca de Bowdichia virgilioides; FHCeBv — Fracéo
hexanica do cerne de Bowdichia virgilioides.

RESULTADOS

Os extratos e fragdes avaliados no presente trabalho,
apés todo o procedimento de preparacgao,
apresentaram rendimentos que estdo descritos na
Tabela 2. Um ensaio piloto utilizando apenas o
DMSO foi realizado, mas nenhuma atividade
antibacteriana ou moduladora foi verificada,
indicando ndo apresentar toxicidade.

A partir da elucidag¢do quimica dos extratos e
fracdes foi possivel identificar a presenca de diversas
classes de substdncias que apresentam uma extensa
diversidade de atividades biol6gicas (Matias et al.,
2010; Figueredo et al., 2013), a prospeccdo
fitoquimica dos extratos revelou a presenca de trés
metabodlitos secundarios: taninos e flavonoides,
encontrados nas cascas do caule e no cerne e
alcaloides, encontrados apenas na casca Tabela 3.

Tabela 3
Prospeccao fitoquimica dos extratos etanélicos da Casca e do cerne.

METABOLITOS

EXTRATOS 1 2 3 4 5 6

EECa - -+ - - -

EECe - -+ - -

1 — Fendis; 2 — Taninos Pirogalicos; 3 — Taninos Flobabénicos; 4 — Antocianinas; 5 — Antocianidinas; 6 —
Flavonas; 7 — Flavondis; 8 — Xantonas; 9 — Chalconas; 10 — Auronas; 11 — Flavonondis; 12 —
Leucoantocianidinas; 13 — Catequinas; 14 — Flavononas; 15 — Alcaloides; (+) presenca; (-) auséncia.EECa —
Extrato Etandlico da Casca; EECe- Extrato Etandlico do Cerne.

A andlise por HPLC identificou a presenca de
acido clorogénico (tR = 23,91 min; pico 1); acido
cafeico (tR = 38,12 min; pico 2); rutina (tR = 41,04
min; pico 3); quercetina (tR = 50,23 min; pico 4) e
kaempferol (tR = 59,68 min; pico 5) Figura 1,

revelando que os flavondides (quercetina, rutina e
kaempferol) e fenois &cidos (&cido clorogénico e
cafeico) estdo presentes nos extratos etandlicos do
caule em diferentes concentracbes, conforme
observado na Tabela 4.
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Figura 1
Representacao do perfil da cromatografia liquida de alta eficiéncia (a) extrato da casca e (b) extrato do cerne
de Bowdichia virgilioides, deteccdo UV estava em 325 nm. Acido clorogénico (pico 1), &cido cafeico (pico 2),
rutina (pico 3), a quercetina (pico 4) e kaempferol (pico 5). Condic¢Ges cromatogréaficas sdo descritos na
seccao de Métodos.

Tabela 4
Composicao dos compostos fenolicos e flavonoides de Bowdichia virgilioides resultados séo expressos como
média + desvio padréo (SD) de trés determinac6es. Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste
de Tukey a p < 0,005.

Bowdichia virgilioides

Caule externo— EECaBv

Caule interno- EECeBv

Compostos

mg/g % mg/g %
Acido clorogénico 4.63+0.01a 0.46 1443+£0.01a 1.45
Acido cafeico 31.27+0.17b 3.12 62.33+0.17 b 6.23
Rutina 13.76 £0.13 ¢ 1.37 41.95+0.13¢c 4.19
Kaempferol 1229+ 0.05¢c 1.22 58.71£0.05e 5.87
Quercetina 8.50+0.06d 0.85 16.28 +0.06 d 1.62

EEBBYV - Extrato Etanolico da casca de B. virgilioides;
EESBV - Extrato Etanolico do cerne de B. virgilioides.

A prospeccdo fitoquimica e a HPLC
revelaram a presenca de flavonoides em maior
guantidade em todas as partes do vegetal. O
kaempferol foi o metabdlito que apresentou maior
tempo de retencéo, seguido de quercetina e rutina. No
entanto, para casca, 0s resultados podem estar
direcionados a presenca de alcaloides. Esta parte do
vegetal apresentou significativa presenga deste
metabolito.

Os extratos e as fragOes apresentaram CIM >
1024 pg/mL frente as linhagens padrdes testadas, ndo
demonstrando atividade clinica relevante de acordo
com o0s limites estabelecidos pelo protocolo
(Houghton et al., 2007). No entanto, foi observado a
interferéncia das amostras sobre a atividade de
aminoglicosideos, demonstrando uma interferéncia
na atividade dos antibi6ticos, com reducdo das CIMs
tabelas 5 e 6. Sendo o efeito mais representativo foi
na associacdo do EECeBV na concentracdo de 128
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pug/mL (CIM 1/8) com os antibidticos no meio de
cultura, observando um reforco na atividade da
gentamicina associada ao EECeBV frente a EC 27
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com reducdo da CIM de 1250 para 156,25 pg/mL. linhagem de EC 27.
Foi observado ainda um aumento da CIM da

Tabela 5

amicacina de 625 para 2500 upg/mL, quando
associada ao EECaBv e ao FHCeBv em uma
concentragdo de 128 pg/mL (CIM 1/8), frente a

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos aminoglicosideos na presenca e na auséncia das amostras em
uma concentragao CIM/8 (128 pg/mL), frente a linhagem de E. coli 27

E. coli 27

CIM lsolado CIM Combinado
ANT/PROD EECaBv EECeBv FHCaBv FHCeBv
CIM do PROD >1024 >1024 >1024 >1024
Canamicina 625 156,25 625 625 625
Amicacina 625 2.500 625 156,25 2.500
Neomicina 312,5 3125 78,125 78,125 312,5
Gentamicina 1.250 1.250 156,25 312,5 1.250

EECaBV - Extrato etandlico das cascas de Bowdichia virgilioides; EECeBv — extrato etandlico das cernes de
Bowdichia virgilioides; FHCsBv — Fragéo hexanica da casca de Bowdichia virgilioides; FHCeBv — Fragéo
hexanica do cerne de Bowdichia virgilioides. Prod- Produto natural. ANT- Antibidtico

Tabela 6

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos aminoglicosideos na presenca e na auséncia das amostras em
uma concentracio CIM/8 (128 pg/mL), frente a linhagem de S. aureus 358.

S. aureus 358

CIM lsolado CIM Combinado
ANT/PROD EECaBv EECeBv FHCaBv FHCeBv
CIM do PROD >1024 >1024 >1024 >1024
Canamicina 78,13 78,13 78,13 78,13 19,53
Amicacina 39,06 39,06 4,88 39,06 39,06
Neomicina 19,53 19,53 19,53 19,53 2,44
Gentamicina 9,76 2,44 2,44 9,76 2,44

EECaBV - Extrato etandlico das cascas de Bowdichia virgilioides; EECeBv — extrato etandlico das cernes de
Bowdichia virgilioides; FHCsBv — Fragao hexanica da casca de Bowdichia virgilioides; FHCeBv — Fragéo
hexanica do cerne de Bowdichia virgilioides. Prod- Produto natural. ANT- Antibidtico
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DISCUSSAO

Varias plantas medicinais foram utilizadas como
fonte de matéria prima para isolamento e purificacéo
de muitos antimicrobianos que sdo utilizados no
tratamento de doencas infecciosas. Desse modo, é
provavel cogitar a utilizacdo das plantas como fontes
de novas drogas contra bactérias resistentes aos
antimicrobianos tradicionais (Buttler & Buss, 2006).
Nesse estudo como pode ser observado, o extrato ndo
teve acdo antibacteriana com relevancia clinica,
resultado semelhante ao observado por Agra et al.
(2013), apesar de que o mesmo tenha sido feito pelo
método de difusdo em disco. Entretanto na atividade
moduladora sobre a acdo antibiotico, foi verificada a
atividade sinérgica conforme pode ser visto nhas
tabelas 5 e 6.

E conhecida a acdo sinérgica de produtos
naturais junto a antimicrobianos normalmente
utilizados no tratamento terapéutico, determinando
uma diminuigdo na sua CIM (Sousa et al., 2011;
Figueredo et al.,, 2013). Estudos indicam que o
aumento da kaempferol, pode induzir o aumento da
atividade antibacteriana quando associada a
guercetina e rutina contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, por meio da neutralizagéo das cargas
da proteina de membrana das porinas, facilitando a
penetracdo do kaempferol na célula bacteriana
(Arima et al., 2002; Veras et al., 2011). Segundo
Teffo et al. (2010), o isolado kaempferol possui
reconhecida atividade antibacteriana.

H& outros estudos que indicam o potencial
antibacteriano do acido cafeico (Bowels & Miller,
1994; Almajano et al., 2007). Ja o composto fendlico
acido clorogénico também presente em ambos 0s
extratos, apresenta atividade antibacteriana associada
com o0 aumento permeabilidade das membranas
(Cowan, 1999; Lou et al., 2011). Por esta razdo,
acredita-se que os flavondides detectados nos extratos
afetam as estruturas das membranas, devido as suas
caracteristicas ndo  polares, aumentando a
permeabilidade e absor¢do dos antibidticos (Tsuchiya
et al., 1996; Cowan, 1999). Estes dados corroboram
com as combinaces de flavondides para
potencializacdo da acdo antibidtica, fato este que ndo
foi observado quando o0s compostos rutina e
quercetina foram ensaiados isolados (Alvarez et al.,
2008; Veras et al., 2011), mas foi observada quando
0s compostos foram ensaiados em associagdo com
outros flavonoides, tais como kaempferol (Teffo et
al., 2010; Araruna et al., 2012), podendo assim
justificar os resultado de modulagéo observados neste
trabalho.

Atividade antibacteriana de Bowdichia virgilioides

A atividade sinérgica observada, também
pode ser devido a constituicio de metabolitos
secundarios presentes no extrato e nas fragdes como
os taninos, flavonoides e alcaloides que sdo
sintetizados por plantas em resposta a infeccdes
microbianas (Dixon et al., 1983; Ho et al., 2001),
sendo capazes de alterar a parede celular ou destruir a
membrana plasmatica facilitando absor¢éo das drogas
(Tsuchiya et al., 1996; Matias et al., 2010; Figueredo
etal., 2013).

Algumas das classes dos metabdlitos
secundarios elucidados nesse trabalho ja foram
caracterizadas como modificadores da atividade
antibidtica, tais como taninos (Matias et al., 2010;
Figueredo et al., 2013), flavondides e derivados (Sato
et al., 2004).

A atividade dos flavonoides é provavelmente
devido a sua capacidade de formar complexos com
proteinas sollveis extracelulares e com a parede
celular ou ainda o caréater lipofilico dos flavondides
ser responsavel pela ruptura da membrana celular dos
microrganismos (Tsuchiya et al., 1996). J& a agdo dos
taninos esta relacionada a precipitacdo de proteinas,
0s taninos propiciam um efeito antimicrobiano e
antifangico. Algumas bactérias sdo sensiveis aos
taninos, dentre elas Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e
Shigella dysenteriae (Castro et al., 1999).

A possivel diferenca de atividade das
amostras na associacdo com o0s aminoglicosideos,
provavelmente deve-se as diferencas estruturais
destes antibi6ticos que sdo moléculas hidrofilicas,
formadas por um anel aminociclitol central ligado a
um ou mais amino aglcar através de ligacdo
glicosidica. Na maioria destes compostos com
utilidade clinica, o grupo aminociclitol é a 2-desoxi-
estreptamina, que pode ser dissubstituida na posicao
4 e5, ou4e 6 (Magnet & Blanchad, 2005). Assim
podendo interferir na polaridade, solubilidade, enfim,
na absorcao destas drogas.

J& a reducdo na atividade da amicacina na
associa¢do com o EECaBv e o FHCeBv , frente a E.
coli, possivelmente estd relacionado ao efeito
antioxidante dos flavonoides, que € atribuido a
propriedade quelante dos mesmos (Behling et al.,
2004). De acordo com Granowitz & Brown (2008),
os efeitos antagdnicos do uso combinado entre
antibioticos podem ser atribuido a quela¢do mutua.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os
extratos etandlicos da casca do caule e do cerne de B.
virgilioides e suas respectivas fracdes sdo uma fonte
alternativa de produtos naturais com acdo
antibacteriana, j& que possuem a presenca de
compostos com reconhecida atividade antibacteriana
como taninos, flavonoides e alcaloides, além de
indicar a possibilidade do uso desses produtos
naturais combinados a antibidticos tradicionais contra
linhagens Gram-positivas e Gram negativas. Os
dados obtidos no presente trabalho sdo promissores e
poderdo incentivar futuras pesquisas sobre 0s
aspectos fitoquimicos e microbioldgicos de produtos
naturais isolados de B. virgilioides, a fim de apoiar a
sua possivel utilizacdo na terapéutica e no combate a
multirresisténcia bacteriana.
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