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RESUMO

A pesquisa teve como objetivo estabelecer o menor grau etanolico para a solubilizagéo da cumarina
em meio aquoso e avaliar a sua atividade antibacteriana. Avaliou-se a solubilidade em agua destilada
e solugdes etandlicas 10%, 30%, 50% e 70%, sendo estabelecida a solugdo etandlica a 30%, como
solvente. As concentragdes 1.024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 e 2ug/mL (p/v) de cumarina foram
testadas pelo método da microdiluicéo contra as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 14458),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Escherichia coli (ATCC 11229), Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium
(ATCC 13311), Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhi (ATCC 19214) e Shigella flexneri
(ATCC 12022). A solugo etandlica a 30% de cumarina teve efeito inibitorio significativo para bactérias
Gram positivas, apresentando CIM <2ug/mL para S. epidermidis, B. cereus e L. monocytogenes.

Descritores: Cumarinicos; Solubilidade; Antibacterianos

ABSTRACT

The research aimed to establish the lowest degree ethanolic to solubilize the coumarin in aqueous
and to evaluate its antibacterial activity. It was evaluated the solubility in distilled water and solutions
ethanolic 10%, 30%, 50% and 70%, it is set at 30% ethanolic solution as a solvent.. The concentrations
of 1.024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, and 2jg/mL (w/v) of coumarin were tested by the microdilution
method against bacteria Staphylococcus aureus (ATCC 14458), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Escherichia coli (ATCC
11229), Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium (ATCC 13311), Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar. Typhi (ATCC 19214) e Shigella flexneri (ATCC 12022). The ethanolic solution
at 30% of coumarin has significant inhibitory effect on Gram positive bacteria, showing MIC <2ug/mL
for S. epidermidis, B. cereus and L. monocytogenes.

Descriptors: Coumarin; Solubility; Antibacterials
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Introducao

As plantas medicinais sdo objetos de pesquisa cientifica na tentativa de descoberta de novos principios ativos. S&o
plantas assim denominadas por apresentarem propriedades curativas e/ou preventivas para determinadas doencgas'.

As agdes bioldgicas dos produtos naturais estao diretamente relacionadas a diversidade quimica que apresentam?
e a biossintese dos metabdlitos secundarios, consequentemente, os seus principios ativos®.

As substancias produzidas pelos vegetais sdo classificadas como metabdlitos primarios e secundarios. No primeiro
caso, sdo assim chamadas por serem essenciais @ manutencdo da vida celular, e no segundo, acreditava-se que eram
produtos de degradagé@o do metabolismo, sem finalidade especifica, cuja concentragdo ocorria em fungéo do seu acumulo
citoplasmatico. Entretanto, atualmente os metabdlitos secundarios séo considerados como consequéncia de uma alta
capacidade de diferenciagao e especializa¢do celular, sendo sintetizados com uma finalidade especifica no vegetal, e que
sao responsaveis pela manutencédo de processos vitais para a perpetuacao da espécie, tais como atragao de polinizadores
e animais dispersores de sementes, prote¢do contra os raios UV, defesa contra herbivoros e micro-organismos, controles
hidricos e térmicos do vegetal, controle da a¢éo de hormdnios vegetais, efeitos alelopaticos (capacidade de causar um efeito
sobre outros organismos ao liberar uma determinada substancia no meio ambiente) e agéo antioxidante*.

Todavia, os antimicrobianos tradicionais ndo tém sido encontrados por uma pesquisa sistematica, mas por uma
combinag&o de coincidéncias e observagdes, ou seja, por tentativa e erro. Desse modo, pode-se inferir que as pesquisas
cientificas para novos antimicrobianos progrediram em duas linhas principais: etnofarmacologia (ervas medicinais,
substancias de abuso e venenos) e toxicologia (plantas venenosas, animais pegonhentos e venenos de peixes).
Historicamente, as plantas s&o as fontes mais importantes para os produtos naturais®.

O género Mikania, popularmente conhecido como guaco, tem sido associado as agdes expectorante e antigripal®,
alelopatia de sementes de alface’, agdo anti-inflamatéria®, além de atividades broncodilatadoras, antialérgicas,
antiasmaticas, antiulcerogénicas e relaxantes da musculatura lisa®. No entanto, ressalta-se a importancia de verificar
outras atividades bioldgicas de M. glomerata Sprengel, assim como a cumarina - o principal metabdlito encontrado no
guaco, presente principalmente nas folhas. A cumarina apresenta agdes bioldgicas tradicionalmente conhecidas para
o tratamento de doengas respiratorias, devido as ag¢des broncodilatadora, expectorante, antiinflamatéria e antialérgica,
tornando o guaco um potente fitoterapico contra asma e bronquite'.

Ha mais de 1300 tipos de cumarinas identificadas, distribuidas em mais de 30 familias, totalizando sua presenga
em cerca de 150 espécies na natureza™®.

Estruturalmente as cumarinas sdo lactonas do acido o-hidroxi-cindmico, sendo o representante mais simples a
cumarina (1,2-benzopirona). A palavra cumarina € originada do caribenho cumaru, nome popular da planta Amburana
cearensis A. C. Smith, também conhecida por fava-tonka. No Brasil essa planta é encontrada na regido norte e suas
sementes contém de 1 a 3% de cumarina.

A descoberta da substancia inicialmente chamada de dicumarina, hoje conhecida como dicumarol, aconteceu
por volta de 1920, quando Schofield descreve a “doenga do trevo doce”, que afligia 0 gado de Dakota do Norte (EUA)
e do Canadé. O principal sintoma dessa doenga era a tendéncia a hemorragia, que Schofield atribuiu a presenca de
uma substancia toxica no feno de trevo doce quando inadequadamente seco. A dicumarina foi isolada, identificada e
sintetizada por Link et al. entre 1933-19392,

As cumarinas séo derivadas do metabolismo da fenilalanina, sendo um dos seus primeiros precursores o acido
p-hidréxi-cindmico (acido p-cumarinico), que é hidroxilado na posigdo C-2’ (orto-hidroxilagao)".

O objetivo deste trabalho foi estabelecer o menor grau etanolico para a solubilizagdo da cumarina em meio aquoso
e avaliar a sua atividade antibacteriana.

Metodologia

Teste de solubilidade da cumarina

O teste de solubilidade consistiu em preparar solugdes de 50 mL com a concentragéo de 10.240 pg/mL de cumarina
adquirida comercialmente (Laborsyth) utilizando os seguintes solventes como tratamentos: dgua destilada e solugbes
etanodlicas 10%, 30%, 50% e 70%.
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As solugdes dos solventes foram preparadas no volume total de 200mL e dispersas em volumes de 50 mL em
trés repeti¢des. Para cada repeticdo foram pesadas as massas de cumarina (soluto) que variaram apenas a ultima casa
decimal (0,5121 a2 0,5128 g).

As solugdes de cumarina foram entdo submetidas a agitacdo em banho de agua Dubnoff durante uma hora a
35°C. Apés essa agitacao, cada solucao foi filtrada em papel de filtro previamente seco em estufa de circulagéo de ar a
105°C/1 h e pesado.

Apos a filtragdo, cada papel de filtro correspondente a cada solugéo de cumarina foi novamente seco em estufa de
circulagao de ar a 105°C/3 h e pesado.

A diferenga entre o peso do papel de filtro ap6s a filtragao e antes da filtragédo foi considerada como a massa de
cumarina ndo solubilizada durante a agitagao de sua solugao. Esses valores foram submetidos a analise de variancia e
as médias de cada solvente foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia para determinar o solvente que
teve menor retengdo de cumarina apds a sua solubilizagdo e com menor teor de etanol, para diminuir a interferéncia do
solvente na atividade antimicrobiana da cumarina.

Atividade antimicrobiana da cumarina

A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando o método de microdiluicdo em caldo'™ para determinar a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) da cumarina.

A'solugéo padréo de cumarina foi preparada na concentragao de 10.240 pg/mL utilizando o solvente mais adequado
para o estudo determinado no item anterior (teste de solubilidade da cumarina).

A partir da solugao padrdo foram preparadas as concentragdes 1.024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 e 2 pg/mL
(p/v) em Caldo MUeller-Hinton nos volumes finais de 100 ul apds a adi¢do do indculo, além de ensaios controles positivos
(bactéria mais meio de cultura e bactéria mais meio de cultura e solvente 1:1), negativo (meio de cultura) e os controles
da esterilidade dos principios ativos.

A atividade antimicrobiana foi verificada para as seguintes culturas: Staphylococcus aureus (ATCC 14458),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes (ATCC 7644),
Escherichia coli (ATCC 11229), Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium (ATCC 13311), Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar. Typhi (ATCC 19214) e Shigella flexneri (ATCC 12022).

As culturas estoques foram ativadas em caldo BHI e incubadas a 35°C/24 h, sendo ent&o os indculos bacterianos
padronizados em solugao salina 0,85% estéril na escala 0,5 de MacFarland, obtendo suspenséo bacteriana ao redor de
1,0x108 UFC/mL. A padronizagéo foi verificada pela leitura da absorbancia entre 0,08 e 0,10 em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 625 nm. Ap6s a padronizagao foi realizada uma dilui¢do 1:100.

Nas placas de microdiluicdo (com 96 pogos) foram adicionados 50 uL de cada concentragdo final a serem
testadas preparadas em concentracdo dupla. Adicionou-se 50 L das suspensdes bacterianas padronizadas e diluidas
1:100, obtendo-se entdo as concentragdes finais dos principios ativos em estudo e a concentracdo bacteriana de
aproximadamente 5x10° UFC/mL em cada pogo.

Aleitura das placas foi realizada apds incubagao das mesmas a 35°C/24 h, com adi¢do 15 uL de indicador redox
(resazurina 0,1%) em cada pogo, sendo que a coloragédo azul final em cada concentragao indicou resultado negativo e a
coloragao rosa resultado positivo para o crescimento bacteriano.

Os testes foram feitos em triplicata para cada bactéria e a CIM de cumarina foi considerada a menor concentragédo
em que ndo houve crescimento bacteriano em no minimo duas replicatas apds o periodo de incubagao.

Resultados e Discussao

O teste de solubilidade da cumarina baseou-se na massa retida na filtragdo do principio ativo apds a sua
solubilizagdo em diferentes solugdes sob agitacdo e a 37 °C (Tabela 1). Foram testadas solu¢des etanolicas em diferentes
porcentagens e agua destilada como solventes para a cumarina.
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Tabela 1 - Massa em gramas de cumarina retida na filtracdo apds solubilizacao
sob agitacao a 37°C em diferentes solucdes

Agua Solucgao Solucgao Solucgao Solucgao
destilada etanédlica10% | etandlica30% | etandlica50% | etandlica 70%
0,0346a + 0,0199b +0,0047 0,0060c =+ 0,0063c +0,0025 0,0011c =*

0,0058 0,0036 0,0011

Letras iguais na mesma linha indicam igualdade estatistica a 5% de significancia.

O etanolfavoreceu asolubilizagdo da cumarina, sendo que amenor massa retida nafiltragao indicou maior solubilizagao,
0 que ocorreu com a solugé@o de maior porcentagem de etanol testada (70%). No entanto, néo houve diferenca significativa
a 5% de significancia entre as porcentagens 30, 50 e 70% de etanol, indicando que a mesmo em menor proporgao de
etanol, a solucéo a 30% teve a mesma eficiéncia da solugéo a 70% na solubilizagdo da cumarina. Desse modo, adotou-se
a concentragao etanélica a 30% para preparar a solugdo padrao de cumarina na concentragéo de 10.240 pg/mL para a
continuidade do estudo. Enfatiza-se a importancia da completa dissolugao dos principios ativos para os testes in vitro de
concentragado inibitéria minima, de forma que se os compostos n&o estiverem completamente solubilizados, compromete a
sua atividade contra os micro-organismos a serem testados, resultando em dados controversos.

As CIMs para a cumarina sdo apresentadas na Tabela 2, encontradas para as bactérias em estudo.

Tabela 2 - Concentracdes inibitérias minimas de cumarina frente a patdgenos bacterianos selecionados

Bactérias testadas Cumarina
Staphylococcus aureus (ATCC 14458) 256ug/mL
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) < 2ug/mL
Bacillus cereus (ATCC 11778) < 2pg/mL
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) < 2pg/mL
Escherichia coli (ATCC 11229) > 1.024ug/mL
Salmonella enterica sorovar. Typhimurium (ATCC 13311) | > 1.024pg/mL
Salmonella enterica sorovar. Typhi (ATCC 19214) 512pg/mL
Shigella flexneri (ATCC 12022) >1.024pg/mL

A cumarina solubilizada em solugéo etandlica a 30% apresentou efeito inibitdrio principalmente para as bactérias
Gram+, além de CIM de 512 pg/mL para Salmonella enterica sorovar. Typhi (ATCC 19214).

Especificamente para as bactérias Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Bacillus cereus (ATCC 11778)
e Listeria monocytogenes (ATCC 7644) houve inibicdo na menor concentracdo testada de cumarina, ficando entéo
estabelecida neste estudo a CIM menor que 2 ug/mL para essas bactérias, apresentando-se promissora como agente
antimicrobiano contra bactérias Gram positivas.

Resultados da atividade antimicrobiana associada aos extratos alcodlicos de M. laevigata Sch. Bip. Ex Baker e
M. glomerata Sprengel mostraram que a CIM variou entre 12,5 e 100 pg/ml para trés espécies de Streptococcus (S.
mutans, S. sobrinus e S. cricetus)' .Em outro estudo, considerou-se que um extrato é considerado de atividade seletiva
e relevante quando apresenta IC; abaixo de 100 pg/ml™. Ambos os estudos observam que a cumarina € um dos
compostos majoritarios nas folhas do guaco.

A atividade antimicrobiana da cumarina de ocorréncia natural e de seus derivados foi avaliada com um total
de 43 compostos, dos quais 20 compostos ndo exibiram qualquer atividade antimicrobiana na concentragdo mais alta
testada de 1000 pg/mL contra Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, MRSA, Escherichia coli e
Salmonella Typhimurium. A cumarina de ocorréncia natural apresentou CIM >1000 pg/mL para S. aureus e MRSA, CIM
de 500 pg/mL para E. coli e CIM de 1000 pg/mL para M. luteus, B. subtilis e S. Typhimurium. No entanto, dois derivados
da cumarina, o 5,7-dimetoxi-8-iodo-cumarina e o 8-iodo-5,7-dihidroxicumarina apresentaram étima atividade contra S.
aureus e MRSA, sendo o CIM de 62,5 ug/mL e de 1,56 pg/mL, respectivamente™.
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Na investigacédo da atividade contra MRSA foi identificada maior eficiéncia de compostos bis-triazoles sintetizados
a partir do esqueleto da cumarina com valor de CIM de 2 pg/mL, duas vezes e oito vezes mais ativo que a enoxacina e a
cloromicina, respectivamente’”. No entanto, compostos derivados da cumarina com tiazolidinona também apresentaram
menor halo de inibicdo na concentragdo de 100 pg/ml que as drogas padrdes ciprofloxacina e gresiofulvin, ambos a 50
Mg/ml, na agdo contra bactérias e fungos, respectivamente®.

Compostos derivados da cumarina com sulfonamidas exibiram moderada atividade contra bactérias e fungos,
sendo concentracdes iguais ou superiores as das drogas padrdes testadas, ciprofloxacina (CIM de 1ug/mL) e fluconazol
(CIM de 8ug/mL), respectivamente™.

Para a bioquimica e fisiologia vegetal ha um grande envolvimento das cumarinas no metabolismo, que podem atuar
como inibidores enziméticos, antioxidantes, precursores de substancias toxicas, além de agdes hormonais reguladoras de
crescimento, respiracao e fotossintese. Outras atividades farmacoldgicas tém sido descritas para esses compostos, que podem
agir como hepatoprotetores, antioxidantes, antialérgicos, anti-inflamatorios, antitrombéticos, antivirais e anticancerigenos?.

Estudo recente mostrou que o dicumarol inibe a divisdo celular em células embrionérias do ourigo do mar, agindo
sobre um processo essencial durante a mitose, processo esse relacionado com a fungao dos microtubulos do fuso mitético.
Os microtubulos sao polimeros dindmicos constituidos pela proteina tubulina heterodimérica, que alternam estados de
crescimento e encurtamento, comportamento denominado de instabilidade dindmica. Os microtubulos sé&o compostos
por um nucleo de tubulina-GDP instavel e uma tubulina-GTP estavel ou tubulina-GDP-Pi em suas extremidades. O
dicumarol pode exercer um efeito antiproliferativo através de uma ligagéo a tubulina-GDP instavel, promovendo uma
estabilizacdo dindmica dos microttbulos fusiformes?'.

Diante desse contexto, evidencia-se a necessidade de pesquisas cientificas para a busca de novas fontes de
substancias antimicrobianas e os produtos naturais tém sido a fonte mais importante para novas drogas®. No entanto, é
essencial 0 uso responsavel, racional, seguro e ndo abusivo, para que a fitoterapia possa trazer os beneficios esperados
aos usuarios e ser utilizada como uma terapia alternativa’.

Consideracoes Finais

Neste estudo observou-se a completa solubilizagéo da cumarina, principio ativo do guaco, em solugéo etandlica a
30%, sendo essa solugédo com efeito inibitorio significativo para bactérias Gram positivas, apresentando CIM menor que
2ug/mL para Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes.
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