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RESUMO: Os desafios no tratamento de doengas infecciosas vém crescendo de forma significativa, tendo em vista
que a eficicia clinica de muitos antimicrobianos existentes estd ameacada pelo surgimento de patégenos
multirresistentes. Clitoria ternatea, conhecida vulgarmente como cunha, tem vérias propriedades medicinais conhecidas
empiricamente. Nio hé relatos da a¢do antimicrobiana de extratos de C. ternatea em inibir bactérias multirresistentes
de interesse médico, necessitando de estudos adicionais para detec¢io de novas opgdes terapéuticas contra esses
micro-organismos causadores de infecgdes graves. Com isso, este trabalho buscou avaliar a atividade antibacteriana do
extrato bruto da folha de C. ternatea e suas parti¢des contra isolados clinicos multirresistentes causadores de infecgio
hospitalar. Os extratos foram testados pelo método de microdilui¢do em caldo. Dilui¢des seriadas foram realizadas
para determinar a concentragio inibitéria minima (CIM), no qual foi semeada para detectar a concentragdo bactericida
minima (CBM). O extrato e suas parti¢des apresentaram atividade inibitéria de 100 pg/mL e 250 pg/mL de CBM
frente aos isolados de Staphylococcus aureus MRSA, Klebsiella pneumoniae ESBL e Acinetobacter baumannii MBL,
demonstrando agdo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas com diferentes mecanismos de resisténcia.
Através da andlise fitoquimica foram observados compostos fendlicos, flavonoides, alcaloides, saponinas e tanino.

PALAVRAS-CHAVE: Clitoria ternatea, Atividade antibacteriana, Produtos naturais.

ABSTRACT: Challenges in treating infectious diseases are growing significantly, considering that the clinical
efficacy of many antimicrobials has been threatened by the emergence of multiresistant pathogens. Clitoria ternatea,
commonly known as Cunhi, has several medicinal properties, determined by empirical use. There are no reports in
literature about inhibition of multiresistant bacteria by the antimicrobial activity of extracts of C. ternatea, therefore
there is a need for additional studies to detect new therapeutic options against these microorganisms that cause
serious infections. Thus, the aim of this work is to evaluate the antibacterial activity of C. fernatea crude extract and
its partitions against clinical isolates of multiresistant bacteria responsible for nosocomial infection. The extracts
were tested by broth microdilution method. Serial dilutions were performed to determine minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The extract and its partitions presented
inhibitory activity of 100 pg/mL and 250 pg/mL against the Staphylococcus aureus MRSA, Klebsiella pneumoniae ESBL
and Acinetobacter baumannii MBL samples, demonstrating action against gram-positive and gram-negative bacteria
with different mechanisms of resistance. Phytochemical analysis showed phenolic compounds, flavonoids, alkaloids,
saponins and tannins.

KEYWORDS: Clitoria ternatea, Antibacterial activity, Natural products.
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INTRODUCAO

O uso abusivo e inadequado de intimeros antibidticos em diversos paises tém
resultado no aumento da resisténcia bacteriana, gerando um grande problema de satde
publica, devido a crescente da taxa de mortalidade associada (GELLER; KORB, 2009;
CALDAS; MORALES, 2010).

Entre os principais patégenos humanos estdo Enterococcus resistentes a
vancomicina (VRE), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), bactérias
gram-negativas produtoras de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) e
carbapenease (KPC), Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii produtoras de
metalo-beta-lactamases (MBL) e oxacilinases (OXA), que sdo reconhecidos como
extremamente dificeis de tratar (BALASUNDAR et al, <2011; DAHIYA;
PURKAYASTHA, 2012; DAHDOUH et al., 2014).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saidde, as principais medidas para controlar e
reduzir as consequéncias da resisténcia bacteriana sdo o monitoramento constante do
consumo e o desenvolvimento de novos antibiéticos (GELLER; KORB, 2009; CALDAS;
MORALES, 2010; WHO, 2014).

Na busca de novos antimicrobianos devemos enfatizar aqueles de origem vegetal,
uma vez que o Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta e que muitas plantas ja
vém sendo utilizadas para tal finalidade (MICHELIN et al., 2005; OLIVEIRA et al,,
2006), devido a presenga de compostos farmacolégicos ativos (metabélitos secundarios)
encontrados em vérias espécies (DUARTE et al., 2004; CALIXTO, 2000).

O semiarido brasileiro é uma regido que ocupa 11,5% do territério nacional e
estima-se ter oito mil espécies vegetais, sendo que dessas, 318 sdo endémicas da caatinga
(GIULIETTT et al, 2013). Segundo Pereira (2005), nessa regido existe uma diversidade
de plantas, em especial a familia Leguminosae, sendo utilizadas com finalidades
terapéuticas em processos inflamatérios, doengas intestinais, cicatrizagio de ferimentos e
processos infecciosos (QUEIROZ, 2006; SANTOS et al., 2010).

Clitoria ternatea Linn é uma espécie forrageira exoética, conhecida como cunhg,
pertencente a familia Leguminosae (Fabaceae), distribuida em todas as zonas tropicais do
globo terrestre, inclusive no semidrido do nordeste brasileiro. Na [ndia, a cunha foi
adotada no sistema de medicina tradicional, devido as suas multiplas propriedades
medicinais, como  ansiolitica, antidepressiva, anticonvulsivante,  antistress,

potencializadora da meméria e inteligéncia, anti-inflamatoéria, antipirética, analgésica e
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contra infecgdes (PONNUSAMY et al,, 2010). Essas propriedades estdo relacionadas aos
diversos constituintes ativos encontrados na planta como lactonas, taraxerol, glicosideo
tendlico, alcaléides, acido polipéptidico p-hidroxicinamico, hexacosanol, antoxantina,
cloreto de cianina, palmfitico, estedrico, oléico, linoléico, linolénico, taninos, resinas
(ARUMUGAM; PANNEERSELVAM, 2012).

O mercado constantemente dirige sua aten¢do para metabdlitos secundérios
produzidos pelas plantas para verificar suas propriedades e avaliar sua possivel utilizagio
na indastria (HAMDI; HSOUNA, 2012).

O aumento da resisténcia bacteriana e a falta de opgdes terapéuticas para o
tratamento de infecgdes por micro-organismos multirresistentes leva a necessidade da
busca de novos antimicrobianos. Considerando a vasta potencialidade da cunhd como
fonte de numerosos metabdlitos secunddrios, faz-se necessdria a realizagdo desta
pesquisa para a busca de novos Farmacos com agdo antimicrobiana. Esta pesquisa visa

avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto das folhas de Clitéria

ternatea e suas fragoes.

PROCEDIMENTO METODOLOGICO
Material vegetal

As tolhas de Clitoria ternatea foram cultivadas e depois coletadas no municipio de
Santana do Ipanema — Alagoas em dezembro de 2016, na area de produgdo de forragens
da Uneal/ Zootecnia/ Grupo Caatinga. Apds coleta, o material vegetal foi enviado para
o Instituto do Meio Ambiente de Alagoas para identificacdo botdnica e uma exsicata da

planta foi depositada sob o n® 1635.
Extracio

As folhas foram secas a sombra em local aberto e submetidas a secagem em estufa
a 50°C por 6 horas. Em seguida, foram trituradas e maceradas em etanol absoluto. Apés

o processo de maceragdo, o material vegetal obtido foi submetido a filtragdo e

rotaevaporagdo, visando a obtengdo do extrato etanélico bruto (BRASIL, 1997)
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Anilise fitoquimica e fracionamento biomonitorado pela atividade antibacteriana

Para a identificagdo dos principais grupos quimicos presentes nas folhas de C.
ternatea realizou-se o ensaio sistemdtico de andlise fitoquimica, utilizando metodologias
de Matos (1997) e Silva (2012). A partir do extrato etandlico bruto das folhas de C.
ternatea obtido, foi feita a parti¢do com solventes organicos em ordem crescente de
polaridade como hexano, cloroférmio e acetato de etila. Para iniciar o processo de
particdo liquido-liquido foi utilizada uma mistura metanol: 4gua nas proporgdes 9:1. Em

cada fragdo particionada foi avaliada a atividade antibacteriana.

Atividade Antibacteriana

O teste de triagem, a CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) e a CBM
(Concentragdo Bactericida Minima) do extrato bruto e suas fragdes foram avaliados em
microplacas de 96 pogos, seguindo metodologia descrita pela CLSI (2015).

A atividade antibacteriana foi evidenciada com in6culos na concentragio de 5x10°
UFC/mL obtidos das coldnias frescas de cepas-padrido (Staphylococcus aureus ATCC
29213 MRSA, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-
1705 KPC, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Acinetobacter baumannii ATCC 17978). Isolados clinicos com
perfil de multirresisténcia obtidos de amostras clinicas também foram avaliados.
Posteriormente, a suspensdo bacteriana foi transferida para os 96 pocos na microplaca,
previamente inoculada em caldo Miieller-Hinton. Em seguida, os extratos (500 pg/mL
DMSO 1%) foram adicionados aos pogos em triplicata e incubados a 87°C por 24 horas.
Para visualiza¢do dos resultados foram adicionados em cada pogo da microplaca uma
solu¢do a 1 mg/mL de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazolio
(MTT) que foi incubada a 87°C por 30 minutos. Amicacina (5 pg/mL) foi utilizada
controle positivo, DMSO 1% como controle negativo, além dos controles de crescimento
e de esterilidade. O extrato que apresentou atividade foi submetido a diluigdes seriadas
em caldo para avaliar a CIM e a CBM. A leitura foi realizada apds incubagdo das placas a

87°C por 24 horas (CLSI, 2015).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato e as fragdes obtidas das folhas de C. fernatea apresentaram atividade

antibacteriana contra as bactérias testadas, como pode ser observada na tabela 1.

Tabela 1- Concentragio inibitéria minima e concentragdo bactericida minima do extrato
e fragdes de hexano, acetato de etila e cloroférmio (particionada do extrato bruto da

tolha de Clitoria ternatea)

CONCENTRACAO INIBITORIA/CONCENTRACAO BACTERICIDA

(ng/mL)
BACTERIAS FRACAO FRACAO FRACAO EXTRATO
HEXANICA  ACETILENICA CLOROFORMICA ETANOLICO
BRUTO
Staphylococcus aureus 100/250 100/100 250/ 500 500/ 500
ATCC 29213
Staphylococcus aureus 100/100 100/100 100/250 250/500
IC169 MRSA
Enterococcus faecalis 250/ 500 100/250 100/ 500 250/ 500
ATCC 29212
Enterobacter 250/ 500 250/250 100/ 500 100/250
aerogenes ATCC
13048
Enterobacter 250/ 500 100/500 250/250 500/500
aerogenes 1C32 ESBL
HKlebsiella pneumoniae 500/ 500 250/500 250/500 250/ 500
ATCC BAA-1705 KPC
Klebsiella pneumoniae 100/250 250/250 250/250 100/500
ICos KPC
Escherichia coli ATCC 100/250 100/250 100/100 100/250
25922
Escherichia coli IC45 250/250 250/250 500/ 500 250/ 500
ESBL
Pseudomonas - 100/250 - 250/ 500
aeruginosa ATCC
27853
Pseudomonas - 500/500 - 500/500
aeruginosa 1C26 MBL
Acinetobacter - 250/250 - 250/250
baumannii ATCC
17978
Acinetobacter - 250/ 500 - 250/250

baumannii 1C53 MBL

Fonte: Dados da pesquisa
MRSA - Staphylococcus resistentes a meticilina; ESBL — Beta-lactamase de Espectro
Estendido; MBL — Metalo-beta-lactamase; KPC — Klebsiella pneumoniae carbapenemase;

IC - Isolado clinico.
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A menor concentragio inibitéria apresentada pelos extratos foi de 100 ug/mL,
considerada forte atividade antibacteriana e antiftingica, pois segundo Sartoratto et al.
(2004), uma forte atividade de extratos vegetais seria para valores de CIM entre 50-500
ng/mL, CIM com atividade moderada entre 600-1500 pg/mL e fraca atividade acima de
1500 pg/mL.

O extrato e fragdes apresentaram atividade mesmo diante de cepas
multirresistentes. Este resultado é bastante promissor devido ao ritmo crescente da
resisténcia que ocorrem em diferentes patégenos, representando um grande desatio
terapéutico (ANDREAZII; ROSSI, 2005). Nas tltimas décadas o enfoque dado para o
controle das infec¢des por bactérias gram-negativas, pode ter contribuido para o
surgimento de bactérias gram-positivas multirresistentes, principalmente Staphylococcus
resistentes a meticilina (MRSA), Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) e também
as gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae resistentes a beta-
lactamicos (ESBL) e carbapenémicos (MBL) (LOW; NADLER, 1997; SANTOS-FILHO
et al., 2002).

Os antimicrobianos beta-lactamicos tém seu mecanismo de agdo ligando-se a
proteinas que participam da sintese da parede celular, que sdo as PBPs (protefnas
ligadoras de penicilina) impedindo a formagdo da parede celular e resultando assim em
lise bacteriana. O mecanismo de resisténcia a meticilina estd relacionado ao
desenvolvimento de uma PBP adicional que é a PBP2a que é funcional, mas nio tem
afinidade por antimicrobianos beta-lactamicos, que é o caso da meticilina (BECKER et
al., 2006).

As fragoes de C. ternatea que apresentaram agdo antiestafiloccica podem
representar uma alternativa, j4 que vancomicina é uma das poucas opgdes terapéuticas
para bactérias MRSA (ALMEIDA et al, 2006). Além do mais, cepas de S. aureus
resistentes a vancomicina (VRSA) e S. auwreus com sensibilidade intermedidria a
vancomicina (VISA) ja foram isoladas e tém sido motivo de grande preocupacdo no
controle da resisténcia bacteriana (BOYLE-VAVRA et al., 2001; TTWARI; SEN, 2006).

Os Enterococcus podem ser causa de pelo menos 10% das infec¢des hospitalares,
entre elas septicemia, endocardite e infecgdes no trato urindrio, muitas delas dificeis de
tratar, devido a resisténcia natural a diversas classes de antimicrobianos que as
principais espécies apresentam (BUDZIK; SCHNEEWIND, 2006; LOVE, 2001). Por

isso estudos de agdo antimicrobiana de extratos de plantas tém sido realizados. Todas as
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fragdes foram eficazes contra uma cepa selvagem de E. faecalis, o qual chega a
representar cerca de 85 a 90% dos enterococos isolados na clinica (COSTA et al., 2010).

As bactérias gram-negativas tém sido um problema frequente no ambito
hospitalar por apresentarem habilidade de desenvolver mecanismos de resisténcia
principalmente enzimaticos. O tratamento de infec¢gdes causadas por cepas de K.
pneumoniae é dificil pela existéncia de cepas carregando plasmideos, que codificam
enzimas conhecidas como beta-lactamases (ESBL), conferindo assim resisténcia aos
beta-lactamicos. Todas as fragdes e extrato bruto de C. fernatea apresentaram atividade
frente K. pneumoniae, que é a principal espécie produtora de ESBL, responsavel por 2 a
5% das infecgdes hospitalares, principalmente respiratérias e urindrias (MENEZES et
al., 2007; SCARPATE; COSSATIS, 2009).

Apenas a fragdo acetilénica e o extrato bruto apresentaram atividade contra os
bacilos gram-negativos ndo fermentadores: A. baumannii e P. aeruginosa
multirresistentes produtoras de metalo-beta-lactamases (MBL), enzima inibidora de
carbapenémicos. 4. baumanni e P. aeruginosa vém se tornando um importante patégeno
nos ultimos anos devido a surtos de infec¢do em unidades de grandes queimados,
imunodeprimidos e pacientes em uso de ventilagdo mecanica que estdo internados em
UTI. Além disso, tém capacidade de desenvolver resisténcia a maltiplas drogas e estdo
cada vez mais resistentes aos antimicrobianos de escolha para o tratamento das infecgdes
graves como os carbapenémicos através da produgdo de carbapenemases, estando assim
relacionado com sua persisténcia nas infec¢des hospitalares e talha terapéutica (CIRINO
et al., 2008).

Com relagdo a composi¢do quimica das diferentes fragoes e extrato de C. ternatea,
observa-se uma composi¢do variada (Tabela 2).

A avaliagdo fitoquimica foi de extrema importancia para analisar a identidade e
qualidade de C. ternatea. Segundo a Farmacopéia Brasileira (1997) e Oliveira et al.
(2001), os principais componentes das inflorescéncias sdo os flavonoéides, aos quais
também sdo atribuidas diversas atividades farmacolégicas conhecidas, tal como atividade
antimicrobiana. A atividade antimicrobiana apresentada por alguns vegetais também
estd relacionada a presenca de taninos em sua composigdo, possuindo também agdo

bactericida (SIMOES, 2003).
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Tabela 2 - Constituintes quimicos presentes no extrato e fragdes de Clitoria ternatea.

METABOLITOS FRACAO FRACAO FRACAO
SECUNDARIOS HEXANICA ACETILENICA CLOROFORMICA
FENOIS N 3 N
TANINOS PIROGALICOS P P N Pdgina | 436
TANINOS FLOBAFENICOS N p N
ANTOCIANINA E N P N
ANTOCIANIDINA
CHALCONAS E AURONAS N P N
FLAVONONOIS N 3 p
LEUCOANTOCIANIDINAS N N N
CATEQUINAS N P p
FLAVONONAS N P p
FLAVONOIS, FLAVONONAS, N P N
FLAVONAS E XANTONAS
ESTEROIDES P N
TRITERPENOIDES N 3 N
SAPONINAS P P p

Legenda: N= negativo; P= positivo

Fonte: Dados da pesquisa

Compostos fendlicos, flavonoides, saponinas, taninos e esteroides apresentaram-se
como compostos majoritarios em Clitoria ternatea (Tabela 1). O grande interesse em
torno dessas classes de metabdlitos secundarios é a correlagdo que esses compostos tém
com atividade antimicrobiana.

Substancias como saponinas sdo atribuidos de carateristicas como agdo
emulsificante e detergente, propriedades expectorante, diurética, anti-inflamatoria,
antibacteriana e antiviral, demonstrando viabilidade farmacolégica. Os taninos possuem
efeitos adstringente, antidiarreico, antisséptico e antimicrobiano. Os flavonoides sdo
abundantes em frutas e possuem propriedades anti-inflamatéria, antibacteriana,
antifingica, antioxidante, anticancerigena (MULLER et al., 2013).

A fragdo acetilénica foi a que mais apresentou compostos fenélicos, mostrando
também atividade contra grande parte das bactérias utilizadas na pesquisa. Diante
desses resultados torna-se necessdrio a realizacdo de estudos mais aprofundados sobre
essa fragdo, para comprovar a presenca desses compostos fitoquimicos e sua agdo

antibacteriana.
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CONCLUSAO

O extrato etandlico bruto e fra¢des de hexano, acetato de etila e cloroférmio de
Clitoria ternatea apresentaram em sua composi¢do quimica uma variedade de compostos
com potencial antibacteriano contra as diversas bactérias multirresistentes analisadas,
sendo esta um promissor para o estudo de desenvolvimento de novos medicamentos com

atividade antibi6tica.
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