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RESUMO

O uso de plantas medicinais no tratamento de doengas ¢ uma estratégia antiga utilizada por
praticamente todas as populagdes do mundo. Diversos extratos de plantas medicinais tém
efeitos antimicrobianos, isso por que existe uma vasta gama de compostos organicos naturais
de origem vegetal, produtos do metabolismo secundario, que sdo biologicamente ativos. A
pesquisa de produtos naturais de origem vegetal que tenham acdo antimicrobiana se justifica
uma vez que o uso indiscriminado de antibidticos tem contribuido para o surgimento de
micro-organismos resistentes, principalmente os causadores de doengas com alta mortalidade.
Os taxons mais investigados sdo as angiospermas, enquanto poucos dados estdo disponiveis
atualmente sobre outros grupos de plantas, incluindo-se as bridfitas. Representante deste
grupo, Orthostichella rigida (Miill. Hal.) B.H. Allen & Magill ¢ um musgo da familia
Neckeraceae que, no Brasil, possui distribuicdo restrita ao Dominio da Mata Atlantica, o qual
apresenta boa parte do seu territorio na zona costeira. Apesar de existirem alguns estudos que
versem sobre o uso de briofitas como fonte de compostos bioativos, hd a necessidade de
novas pesquisas que visem a elucidacdo da existéncia e potencialidades de tais compostos
bioativos, especialmente no Brasil. Desta maneira, este trabalho teve como objetivo a
elucidacdo das potencialidades antimicrobianas dos extratos etanolicos da espécie de musgo
Orthostichella rigida, coletada no Litoral Norte do RS, Brasil, perante as principais bactérias
patogénicas de origem alimentar Salmonella enterica serovar enteritidis, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli, bem como perante os principais
patdgenos fungicos responsaveis por micoses oportunistas, Candida albicans e Cryptococcus
neoformans, levando-se em consideracdo a sazonalidade, ou seja, o periodo da coleta das
amostras vegetais, para que se pudesse tragar um perfil, em que definiu o comportamento dos
extratos frentes as distintas estagdes do ano. A atividade antimicrobiana foi determinada a
partir da concentrac¢do inibitoria minima — CIM e, para tanto, analisou- se a concentragdo
minima necessaria para impedir 0 crescimento microbiano (acdo
bacteriostatica/fungiostatica); e a concentracdo bactericida/fungicida minima — CBM/CFM,
concentragdo minima necessdria para que ocorra a morte microbiana (acgdo
bactericida/flingicida), todos em triplicata. A influéncia das esta¢des foi determinada a partir
dos valores absolutos de CIM e CBM/CFM e a partir das médias das triplicatas destes
mesmos resultados. Foram observadas atividades antimicrobianas substanciais para os
extratos etandlicos de O. rigida, uma vez que as atividades bacteriostatica e bactericida
ocorreram em concentragdes que variaram entre 19,53 pg/mL - 156,25 pg/mL entre todos os
micro-organismos avaliados. Os extratos do verdo, outono e inverno foram os que obtiveram
os menores valores absolutos de CIM e CBM/CFM, logo as melhores atividades
antimicrobianas para todos os micro-organismos testados. A primavera apresentou uma
menor atividade antimicrobiana quando comparada as outras estacdes (P<0,05). O. rigida ¢
uma espécie vegetal ainda ndo referenciada em publicacdes cientificas de interesse
biotecnoldgico clinico, mas que demonstrou ter potencial promissor para novos estudos e
possivel aplicacdo como antimicrobiano de origem natural.

Palavras chave: Atividade antimicrobiana. CIM/CBM. Bryophyta. Orthostichella rigida



ABSTRACT

The use of medicinal plants in the treatment of diseases is an old strategy used by practically
all the populations of the world. Several extracts of medicinal plants have antimicrobial
effects, that is why there is a wide range of natural organic compounds of vegetal origin,
products of the secondary metabolism, that are biologically active. The research of natural
products of plant origin that have an antimicrobial action is justified since the indiscriminate
use of antibiotics has contributed to the emergence of resistant microorganisms, mainly those
causing diseases with high mortality. The most investigated taxa are the angiosperms, while
few data are currently available on other groups of plants, including bryophytes.
Representing this group, Orthostichella rigida (Miill. Hal.) B.H. Allen & Magill is a moss
from Neckeraceae family that, in Brazil, it has a restricted distribution to the Domain of the
Atlantic Forest, which has a large part of its territory in the coastal zone. Although there are
some studies about the use of bryophytes as a source of bioactive compounds, there is a need
for new research aimed at elucidating the existence and potentials of such bioactive
compounds, especially in Brazil. The objective of this work was to elucidate the
antimicrobial potentials of the ethanolic extracts of the Orthostichella rigida moss species,
collected on the north coast of RS, Brasil, against the main foodborne pathogenic bacteria
Salmonella enterica serovar enteritidis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytiogenes and
Escherichia coli, as well as against the main pathogens fungi responsible for opportunistic
mycoses, Candida albicans and Cryptococcus neoformans, taking into account the
seasonality, that is, the period of collection of the plant samples, so that a profile could be
drawn, in which it defines the behavior of the extracts fronts to the different seasons. The
antimicrobial activity was determined from the minimum inhibitory concentration - MIC and,
for this purpose, the minimum concentration required to prevent microbial growth
(bacteriostatic action) was analyzed; and minimum bactericidal concentration - CBM/CFM,
minimum concentration required for microbial death (bactericidal action), all in triplicate.
The influence of the stations was determined from the absolute values of MIC and
CBM/CFM and from the means of the triplicates of these same results. Substantial
antimicrobial activities were observed for the ethanolic extracts of O. rigida as bacteriostatic
and bactericidal activity occurred in concentrations ranging from 19.53 pg/mL - 156.25
pg/mL among all microorganisms evaluated. The extracts from summer, autumn and winter
were the ones that obtained the lowest absolute values of MIC and CBM/CFM, thus the best
antimicrobial activities for all microorganisms tested. The spring presented a lower
antimicrobial activity when compared to the other seasons (P<0.05). O. rigida is a plant
species not yet referenced in scientific publications for clinical biotechnological interest, but
has been shown to have promising potential for new studies and possible application as an
antimicrobial of natural origin.

Key words: Antimicrobial activity. MIC / MBC. Bryophyta. Orthostichella rigida
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1. INTRODUCAO
Os micro-organismos possuem uma ampla distribuicdo, uma vez que podem habitar

os mais diversos locais, desde diferentes ecossistemas até a microbiota natural do corpo
humano, onde estabelecem relagdes em diferentes graus de parasitismo, mutualismo e
comensalismo (BRASIL, 2000). Em geral, sdo poucos micro-organismos que causam
doengas em um hospedeiro, uma vez que as relagdes entre o corpo humano e os micro-
organismos em muitos casos sdo benéficas e necessarias. Porém, a microbiota normal do
corpo esta distribuida em regides distintas e especificas, e a presenca de um tipo particular de
micro-organismo em uma parte do corpo, onde ele normalmente ndo ¢ encontrado, pode levar

ao surgimento de doencas (MADIGAN et al., 2016).

Os principais meios de transmissdo de um micro-organismo patogénico para um
hospedeiro sdo os veiculados por meio da 4gua ou do alimento. Neste caso, a Organizagdo
Mundial da Satide (OMS) define as DTHA (Doengas de Transmissdo Hidricas e Alimentares)
como uma “doenca de natureza infecciosa ou toxica causada por ou através de consumo de
alimentos ou dgua contaminados” (FIGUEIREDO et al., 2007). Entre os micro-organismos
responsaveis por infeccdes alimentares, destacam-se, dentre outros, Salmonella enteritidis
(Gaertner 1888) Castellani & Chalmers 1919 e Escherichia coli (T. Escherich, 1885),
(BRASIL, 2010). J& as intoxicagdes alimentares sdo causadas principalmente por
Staphylococcus aureus Rosenbach 1884 e Listeria monocytogenes (Murray et al. 1926) Pirie
1940 (BRASIL, 2010). Segundo estimativas da Agéncia das Nac¢des Unidas, o numero de
mortes ao ano por DTHA, em todo o mundo, ¢ de 420 mil (WHO, 2015).

Outros micro-organismos patogénicos, alvos de estudos, sdo os patéogenos fingicos
oportunistas. Na maioria dos casos esses organismos podem ser colonizadores benignos ou
saprofitas ambientais, s6 causando infec¢des sérias quando ha uma diminui¢do das defesas do
hospedeiro, como por exemplo aqueles individuos acometidos com a AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), doenca causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

(TORTORA et al., 2017).

Toda a infeccdo fingica ¢ chamada de micose, que por sua vez pode ser classificada
como sistémica, subcutinea, cutanea, superficial ou oportunista, dependendo do modo de
entrada no hospedeiro e o grau de envolvimento tecidual (TORTORA et al., 2017). As
micoses oportunistas sdo mais frequentemente causadas pelos fungos Candida spp.,

Cryptococcus neoformans (San Felice) Vuill. e Aspergillus spp. (TORTORA et al., 2017).
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No mundo, estima-se que cerca de 11,5 milhdes de infec¢des graves e micoses superficiais
sdo recorrentes de fungos patogénicos, causando 1,5 milhdo de mortes por ano
(GIACOMAZZI et al, 2016). Estes micro-organismos, tanto os patdogenos de origem
alimentar quanto os patdégenos fingicos oportunistas, sdo responsaveis por sérias doengas e,
como ja mencionado, sdo responsaveis por uma alta mortalidade em todo mundo,
aproximadamente dois milhdes de mortes por ano (WHO, 2015; GIACOMAZZI et al,
2016).

A forma de tratar as enfermidades causadas por micro-organismos patogénicos ¢
utilizando antimicrobianos. Os antimicrobianos sdo substiancias que tém a capacidade de
inibir o crescimento e/ou destruir micro-organismos, estes por sua vez podem ser de origem
animal, vegetal ou sintética (SAEZ-LLORENS, 2000). Dentre os antimicrobianos disponiveis
no mercado, cita-se a ciprofloxacina altamente ativa contra as enterobactérias, € o

itraconazol, que apresenta um amplo espectro de acdo antimicotica (TRABULSI, 2008).

Assim como o advento dos antimicrobianos trouxe muitos aspectos positivos, tratando
com eficiéncia as enfermidades causadas por micro-organismos patogénicos, 0 seu uso
indiscriminado, tanto na medicina quanto na agricultura, tem elevado o surgimento de micro-
organismos patogénicos resistentes, bem como tem causado efeitos adversos aos pacientes e
grande impacto ambiental. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publicou, em 2017, um
catdlogo de “agentes patogénicos prioritarios” com 12 familias de bactérias resistentes aos
antibidticos que representam a maior ameaca para a satude humana, entre elas estdo
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella enteritidis. Desta maneira, hd a
necessidade da descoberta de novos antimicrobianos, que apresentem atividade comparavel
as dos tradicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade, mais eficazes contra a
resisténcia de micro-organismos patogénicos € com menor impacto ambiental

(NASCIMENTO, 2000).

Dentre as possiveis fontes de compostos de interesse farmacologico para a formulacao
de antimicrobianos, as de origem vegetal vém ganhando destaque entre os pesquisadores. E
observado o antigo uso de plantas medicinais ao longo da histéria da humanidade, cujas
funcdes foram passadas de geragdo em geragdo e estabelecidas no uso popular, e hoje servem
como embasamento para o desenvolvimento de fitomedicamentos com a¢do antimicrobiana

(BRASIL, 2006, 2009b). Existe uma vasta gama de compostos organicos naturais de origem

vegetal, produtos do metabolismo primario e secundario, que sdo biologicamente ativos. A
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quantidade e qualidade desses metabdlitos sdo influenciadas por varios fatores ambientais
como sazonalidade, umidade, temperatura dentre outros (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
Os taxons mais investigados sdo as angiospermas, enquanto poucos dados estdo disponiveis
atualmente sobre outros grupos de plantas, incluindo as bridfitas (ASAKAWA, 1982;
MARKHAM, 1988). Orthostichella rigida (Miill. Hal.) B.H. Allen & Magill ¢ um musgo,

pertencente a familia Neckeraceae, a qual ndo foi referenciada em trabalhos académicos.

Ha relatos na literatura sobre a utilizagdo de bridfitas na medicina tradicional,
principalmente na China e na Europa, porém o seu uso como fonte de compostos bioativos de
interesse farmacoldgico por muito tempo foi negligenciado, fato este que pode ser explicado
pelo tamanho reduzido da planta e, consequentemente, menor biomassa (ASAKAWA, 1981).
Estudos recentes comprovaram o efeito bioldgico das bridfitas, cujos extratos apresentaram

alta atividade antimicrobiana em espécies patogénicas (CASTALDO, 1988).

A pesquisa de produtos naturais de origem vegetal que tenham agdo antimicrobiana se
justifica uma vez que o uso indiscriminado de antibidticos tem contribuido para o surgimento
de micro-organismos resistentes, principalmente os causadores de doengas com alta
mortalidade, constituindo-se assim como um importante problema de satde publica. Vale
ressaltar a importancia de pesquisar os compostos oriundos de bridfitas, uma vez que estas
por muito tempo foram desconsideradas dos ensaios para a obten¢do de medicamentos e
outros produtos de interesse farmacoldgico. Apesar de existirem alguns estudos que versem
sobre o uso de briofitas como fonte de compostos bioativos, ha a necessidade de novas
pesquisas que visem a elucidacdo da existéncia e potencialidades de tais compostos bioativos,
especialmente no Brasil. Desta maneira, este trabalho teve como objetivo a elucidagdo das
potencialidades antimicrobianas dos extratos etanolicos da espécie de musgo Orthostichella
rigida (Mill. Hal.) B.H. Allen & Magill perante as principais bactérias patogénicas de origem
alimentar Salmonella enterica Le Minor & Popoff 1987 sorovar enteritidis, Staphylococcus
aureus (Rosenbach 1884), Listeria monocytogenes (Murray et al., 1926) Pirie, 1940 e
Escherichia coli (T. Escherich, 1885), bem como frente aos principais patdogenos flingicos
responsaveis por micoses oportunistas, Candida albicans (Berkhout, 1923) e Cryptococcus
neoformans (San Felice) Vuill, levando-se em consideracdo a sazonalidade, ou seja, o
periodo da coleta das amostras vegetais, para que se possa tracar um perfil temporal, para o

qual se descreva a acdo dos extratos frentes as distintas estagdes do ano.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS
O uso de plantas no tratamento e cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a espécie
humana, sendo estas utilizadas por diferentes civiliza¢des, as quais foram transmitidas de

geragdo a geragdao (RATES, 2001)
A Organizacdo Mundial de Saide (OMS), define planta medicinal como sendo:

“Todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais orgdos, substidncias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos.”

Em contrapartida, a Anvisa (2004) define como fitoterapico:

“Todo medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas
vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constincia de sua qualidade. Sua eficécia e
seguranca ¢ validada através de levantamentos etnofarmacologicos de utilizagao,
documentagdes tecnocientificas em publicagdes ou ensaios clinicos.”

Desta maneira, um medicamento fitoterapico (i.e., fitomedicamento) pode ser obtido a
partir de plantas medicinais, porém através da tecnologia farmacéutica para ser
industrializado, caracterizado por apresentar diversas substdncias quimicas (i.e.,
fitoquimicos) responsaveis pelos efeitos terapéuticos e\ou colaterais, os quais sdo definidos e

conhecidos cientificamente.

Seguindo orientagdo da Organizacao Mundial de Saude (OMS), o Ministério da Saude
criou, em 1998, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares em Saude, que
define o estudo das plantas medicinais como uma das prioridades de investigag¢do clinica.
Para tanto foi criado, em 2008, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
com o intuito de desenvolver uma terapéutica alternativa e complementar, com embasamento
cientifico, pelo estabelecimento de medicamentos fitoterdpicos com base no real valor
farmacoldgico de preparagdes de uso popular a base de plantas medicinais (BRASIL, 2006,

2009b).

A este respeito, os dois tdpicos mais relevantes no desenvolvimento de
fitomedicamentos sdo agentes anticancerigenos e antibioticos. Entre os anos de 1980 e 2010
cerca de 65% dos antibioticos e 35% dos agentes anticancerigenos registrados foram
oriundos de produtos naturais ou derivados semissintéticos (ASAKAWA, 2012). Em se

tratando especificamente de medicamentos derivados de plantas, estima-se que 90 espécies
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de plantas sdo utilizadas como fonte de compostos farmacologicamente ativos, e que juntas
sdo responsaveis por cerca de 25% dos medicamentos existentes no mercado mundial
(CALIXTO, 2000). Entre os vegetais os tdxons mais investigados sdo as angiospermas,
enquanto poucos dados estdo disponiveis atualmente sobre outros grupos de plantas,

incluindo-se as briofitas (ASAKAWA, 1982; MARKHAM, 1988).

Embora ndo sejam aplicadas diretamente na nutri¢do humana, as bridfitas comegaram
a ser usadas como plantas medicinais ha mais de 400 anos na China, Europa, India, Asia e
América do Norte (ASAKAWA, 1990). As primeiras briofitas medicinais foram notadas no
primeiro século e, subsequentemente, um nimero relativamente grande de espécies do Filo
Bryophyta foram reconhecidas pelo seu uso medicinal desde o século XVI (DROBNIK &
STEBEL 2014, 2015). Em 1600, Caspar Schwenckfeld listou seis nomes botanicos para as
bridfitas, que especificavam pelo menos quatro espécies usadas como remédio na medicina
popular (DROBNIK & STEBEL 2015). Na Asia, ja foram estudadas 500 espécies briofitas
com relagdo a sua quimica, farmacologia e aplicagdo como cosméticos e medicamentos,
enquanto na China como medicamento para varias doengas, inclusive para doencas de origem

bacteriana (ASAKAWA, 2013).

Ha exemplos de briofitas utilizadas na medicinal popular, pode-se citar o musgo
Polytrichum spp., cuja agdo diurética foi conhecida na Europa do século XVII e usada
independentemente na medicina tradicional chinesa e guatemalteca (DROBNIK & STEBEL
2015). Os musgos Sphagnum spp., um dos géneros mais estudados, foram usados para
curativos ja em 1882. Apesar dos numerosos estudos bioquimicos consolidando os multiplos
efeitos positivos de cura pelo Sphagnum spp., eles s6 foram finalmente aceitos e descritos na
década de 1990 (DROBNIK & STEBEL, 2017), o que facilitou a aplicacdo efetiva de

esfagano (um componente do Sphagnum sp.) para infec¢des da pele e feridas.

Desta forma, devida a demanda crescente de produtos naturais, fica evidente a
utilizagdo de bridfitas como fonte de compostos naturais de interesse farmacoldgico, bem
como a utilizagdo das plantas vasculares, visando a descoberta de novos agentes antibidticos
e anticancerigenos provenientes dos extratos vegetais, com o objetivo de descobrir compostos
com atividade comparavel as dos tradicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade,
mais eficazes contra a resisténcia de micro-organismos patogénicos € com menor impacto

ambiental (NASCIMENTO, 2000).
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2.2 FITOQUIMICA E ACAO ANTIMICROBIANA EM PLANTAS

Fitoquimica se define como “quimica vegetal”, que se desdobra em quimica organica
vegetal e bioquimica vegetal. A primeira trata dos chamados metabdlitos primarios
produzidos pelas plantas (proteinas, lipideos, carboidratos), enquanto que a segunda estuda os
metabolitos secundérios (alcaldides, terpenos, flavonodides, lignanas, taninos, glicosideos)
(SIMOES, 2004). Uma vasta gama de compostos orginicos naturais de origem vegetal,
produtos do metabolismo primario e secundario, ¢ biologicamente ativa. Estimava-se, ja na
primeira metade dos anos 1990, que o nimero de componentes com atividade bioldgica

comprovada fosse de cerca de 2.793 compostos (HARBONE & BAXTER, 1993).

Os metabolitos secundarios sdo compostos quimicos, produtos do metabolismo
secundario das plantas, varidveis entre as categorias taxondmicas, proporcionando
singularidade a cada espécie. Esses metabolitos possuem atividades biologicas envolvidas
nos mecanismos de adaptacdo da planta a seu meio, como por exemplo prote¢do ao pastejo
por insetos e herbivoros, além de oferecerem protecdo as doencas vegetais e nao
apresentarem funcdes diretamente relacionadas ao crescimento e desenvolvimento da planta,
como ¢ visto nos metabolitos primarios (ASAKAWA, 2007). A quantidade e qualidade
desses metabolitos sdo influenciadas por varios fatores ambientais como sazonalidade,

umidade, temperatura, dentre outros (Figura 1) (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
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Figura 1. Fatores que alteram quantitativamente e qualitativamente os
metabolitos secundarios (GOBBO- NETO & LOPES, 2007).

A atividade antimicrobiana se destaca dentre as atividades bioldgicas de origem
vegetal existentes. Uma vez que o potencial antimicrobiano das plantas estd diretamente

relacionado a composi¢do quimica de cada espécie, se faz necessario a identificacdo e
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caracterizacdo dessas substiancias para que se possa comprovar sua eficacia na acdo
antimicrobiana (BURT, 2004). Para tanto, utilizam-se os 6leos essenciais e extratos vegetais
como objetos de pesquisas, afim de testar o uso potencial destes como antimicrobianos na
terapéutica de doengas infecciosas (AL-REZA, 2010). Os principios ativos dos Oleos e
extratos vegetais podem ser encontrados em todo tecido vivo de plantas e sdo, geralmente,
quimicamente constituidos de fendis simples, acidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavonois
e flavonodides, assim como o tanino, cumarina, terpenoides, alcaldides, lectinas e

polipeptidios (ASAKAWA, 1982).

Os estudos sobre atividades antimicrobianas de extratos e 60leos essenciais de plantas
tém sido relatados em diversas regides do mundo, inclusive no Brasil, orientados pelo seu uso
na medicina tradicional na tentativa de se encontrar extratos com atividades bioldgicas e com
acOes terapéuticas contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos filamentosos
(HOLETZ, 2002). Como revisao, pode-se citar o estudo de Wiest et al. (2009) frente aos
isolados de Salmonella spp. que testou extratos aquosos, alcodlicos e hidroalcoodlicos de 86
plantas “superiores”, em que 58% apresentaram algum fator inibidor sobre o micro-
organismo; ¢ um levantamento bibliografico de Silva (2011), o qual analisou 44 trabalhos
publicados de 1991 a 2010, referentes a atividade antimicrobiana de plantas medicinais
“superiores” frente a Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, dentre

outros, para os quais também foi observado algum grau de atividade antimicrobiana.

A forma de agdo dos principios ativos de extratos vegetais sobre as células bacterianas
¢ muito similar ao dos antimicrobianos convencionais, ou seja, (i) desintegracdo da
membrana citoplasmatica, (if) desestabilizagdo da for¢a proton motriz (FPM), (iii) fluxo de
elétrons, (iv) transporte ativo e (v) coagulagdo do contetido da célula, representados na Figura

2 (BURT, 2004).
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Figura 2. Locais e mecanismo de agdo que podem ser sitios para acdo de
compostos naturais na célula bacteriana (BURT, 2004).

Para as células fungicas a forma de a¢do se da por meio da ruptura da membrana
celular, inibicdo de sintese de DNA/RNA, inibi¢do da sintese de ergosterol, inibi¢do da
sintese da parede celular, inibi¢cdo da sintese de acidos nucléicos e na inibi¢do da formagao de

microtubulos (Figura 3) (MADIGAN et al., 2010).
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Figura 3. Locais e mecanismo de acdo que podem ser sitios para a¢do
de compostos naturais na célula fingica (MADIGAN et al., 2010).

2.3 BRIOFITAS

As briofitas sdo pequenas plantas terrestres, criptogdmicas e avasculares, ou seja, ndo
possuem vasos de transporte, como o xilema e o floema (VANDERPOORTEN &
GOFFINET 2009), podendo viver em diferentes tipos de substrato, como em troncos € ramos
de arvores (corticicolas), folhas (epifilas), troncos em decomposi¢do (epixilas) solo
(terricolas) ou rochas (rupicolas). Ocorrem, normalmente, em lugares imidos, mas possuem

uma alta tolerancia a lugares indspitos, sendo encontradas desde o Artico e Antartica até
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desertos ¢ ambientes submersos (DELGADILLO & CARDENAS, 1990). Sio plantas
pioneiras na colonizagdo de ambientes alterados e atuam no combate a erosdo do solo e na
manuten¢do da umidade dos ecossistemas, pois acumulam a agua da chuva (POCS, 1982;
SCHOFIELD, 2001). Estdao incluidas no grupo das criptdgamas, por ndo produzirem
sementes, flores nem frutos. Possuem um ciclo de vida com alternancias de geragdes, onde a
geracdo gametofitica hapldide (n) ¢ dominante e a geragdo esporofitica dipldide (2n) ¢

dependente da gametofitica (VANDERPOORTEN & GOFFINET, 2009).

Briofita ¢ um termo artificial utilizado para designar o conjunto de trés diferentes
grupos vegetais que juntos formam um clado parafilético e se subdividem em trés linhagens:
as hepaticas, mais basais e representadas pela Divisdo Marchantiophyta, os musgos,
representados pela Divisdo Bryophyta e os antdceros, grupo mais derivado e constituinte da
Divisdo Anthocerothophyta (GOFFINET & SHAW, 2009). De acordo com Goffinet & Shaw
(2009), as briofitas correspondem, em numero de espécies, ao segundo maior grupo de
plantas terrestres existentes, com cerca de 18.000 espécies descritas, sendo cerca de 100
espécies de antoceros, 5.000 de hepaticas e 13.000 de musgos, atrds somente das
angiospermas. A maior diversidade encontra-se na Regido Neotropical, com cerca de 4.000

espécies (GRADSTEIN et al. 2001).

No Brasil, estima-se que a brioflora apresente cerca de 1.534 espécies, sendo que a
maior riqueza ¢ encontrada na Floresta Atlantica, sendo reconhecidas 1.337 espécies
(COSTA & PERALTA, 2015). O Dominio da Floresta Atlantica cobre cerca de 15% do
territorio nacional, ocorrendo deste o estado do Rio Grande do Sul, até o estado do Rio
Grande do Norte, sdo cerca de 17 estados brasileiros. E um complexo de ecossistemas de
grande importancia, pois abriga uma parcela significativa da diversidade biologica do Brasil;
estima-se que este dominio abrigue cerca de 20.000 espécies de plantas, das quais 30% sdo
endémicas (MITTERMEIER et al., 2004). Assim sendo, o Dominio da Mata Atlantica, ¢é a
regido mais rica regido do Brasil em termos de diversidade de briofitas, com cerca 71% dos
taxons reconhecidos para o pais, 30% para o neotropico e 6% para o mundo (STEHMANN e¢
al., 2009). No total existe 242 espécies endémicas da Mata Atlantica o que corresponde a

13% da brioflora conhecida para o Pais (COSTA & PERALTA, 2015).

Quando se faz uma andlise de diversidade por regido, temos que a Regido Sul ¢ a
segunda com maior em numero de espécies de bridfitas, um total de 843, sendo que no

Estado do Rio Grande do Sul sdo encontradas cerca de 569 espécies (COSTA & PERALTA,
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2015). No Litoral Norte do Rio Grande do Sul sdo conhecidas até o momento 47 espécies de
bridfitas agrupadas em 27 familias, sendo que as espécies de musgos ocorrem em maior
nimero com 30 espécies identificas, e 17 de hepaticas (WEBER et al., 2014; CHILANTI &
BORDIN, 2016).

2.2.3 Orthostichella rigida
Orthostichella rigida (Miill. Hal.) B.H. Allen & Magill (Figura 4) ¢ um musgo,
predominantemente epifitico e que, frequentemente, cresce em massas densas e pendentes.

Pertencente a Divisao Bryophyta, Classe Bryopsida, Ordem Hypnales.

Existe uma problematica com relagdo a posicdo taxondmica do género
Orthostichella, sendo que alguns autores o colocam na Familia Meteoriaceae, outros na
Lembophyllaceae e ainda outros na Neckeraceae (ALLEN & MAGILL, 2007). Esta
distingdo ¢ ocasionada devido ao fato de que estas familias apresentaram caracteristicas
morfolégicas muito semelhantes, sendo todas pertencentes a Ordem Hypnales (BUCK &
GOFFINET, 2000). Segundo Allen & Magill (2007), as caracteristicas gametofiticas
mostram variagdes significativas em Orthostichella, o que justificaria a divida sobre a qual
familia realmente este género pertence: tamanho relativo da planta; forma de folha; postura

da folha; desenvolvimento da costa; e forma do apice da folha.

No presente estudo, seguiremos a classificagdo descrita por Goffinet et al. (2009) e
Allen & Magill (2007) que reconhecem o género Orthostichella pertencente a Familia
Neckeraceae, a qual ¢ reconhecida como a maior da ordem, a qual compreende 37 géneros,
que juntos somam 140 espécies aceitas (GOFFINET & SHAW et al., 2009). A espécie citada
faz parte do género Orthostichella, o qual compreende outras nove espécies (ALLEN &

MAGILL, 2007).

Figura 4. (A-B) Orthostichella rigida (Mill. Hal.) B.H. Allen
& Magill em seu habito pendente; (C) Gametodfitos ramificados;
(D) Filidios ecostados. Foto: Autora.
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Em termos de distribuicdo, O. rigida encontra-se mundialmente distribuida na Regiao

Neotropical e Paleartica (Figura 5) (ALLEN & MAGILL, 2007).

Figura 5. Mapa de distribuicdo mundial de Orthostichella rigida de acordo com
o Global Biodiversity Information Facility (GBFI).

No Brasil, de acordo com Vilas Boas-Bastos (2018), esta espécie ¢ naturalizada com
ocorréncia nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de Janeiro e

Sao Paulo, exclusivamente no Dominio Fitogeografico Mata Atlantica (Figura 6).

Figura 6. Mapa de distribui¢@o nacional de Orthostichella rigida
de acordo com a Lista de Espécies da Flora do Brasil (Vilas Boas-
Bastos, 2018 — Flora do Brasil 2020).
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2.2.3 Compostos bioativos e atividade biologica em briofitas

A utilizagdo de briofitas como fonte de compostos bioativos por muito tempo foi
negligenciada por apresentarem um tamanho reduzido e, consequentemente, menor biomassa
(ASAKAWA, 1981). No entanto, observacdes em campo mostraram que bridfitas sdo
raramente atacadas por patogenos, o que sugere a presenca de um metabolismo quimico com
metabodlicos secundéarios que as permitem evitar o ataque destes patogenos (ASAKAWA,
2007). Outros detalhes que tornam este grupo altamente bioativo ¢ o fato de apresentarem
caracteristicas reprodutivas exclusivas, com uma eficiente plasticidade fenotipica, bem como
estruturais evidenciadas pela sua alta tolerancia a dessecacdo e resisténcia aos ambientes
extremos (CARRION, 2003). Estudos demonstraram, efetivamente, que os musgos e as
hepaticas sdao uma fonte rica de compostos secundarios os quais estdo ligados ao sistema de
defesa, desenvolvido ao longo de milhdes de anos de evolugdo, uma vez que os mesmos
possuem datagdo do Ordoviciano Médio, cerca de 475 milhdes de anos atras (XIE & LOU,
2009).

Nas briofitas, que sdo as plantas terrestres mais simples, as barreiras anatomicas sao
menos efetivas e, como consequéncia, a sintese de moléculas particulares, metabolitos
secundarios com atividade antimicrobiana: a chamada 'barreira quimica” (HARBORNE,
1988) ¢ o0 mecanismo de defesa mais eficaz. Desta maneira, as bridfitas sdo um rico deposito
de componentes biologicamente ativos, como terpendides, flavonoides, glicosideos, taninos e
outros compostos aromaticos (XIE & LOU, 2009). Nos ultimos anos, mais de 400 novos
compostos quimicos foram isolados das bridfitas e estruturalmente elucidados (ASAKAWA,

2013).

De acordo com Schuster (1984), a primeira publicacdo sobre quimica de brio6fitas foi a
dissertacdo de Lohmann em 1903, a qual estudou o efeito de dleos essenciais de hepaticas
como inibidoras de apetite em caracdis, e dois anos depois um artigo de Karl Muller sobre
6leos essenciais em hepaticas. Apds esses trabalhos, passou-se um periodo de quase 50 anos
sem trabalhos relativos a quimica de hepaticas e musgos, retornando apenas na década de
1950, quando um grupo japonés comegou a estudar os 6leos essenciais em hepaticas e em
1963, com o estudo da quimica de bridfitas (SCHUSTER, 1984). O longo periodo de
abandono pode ser atribuido, principalmente, a dificuldade na coleta e aquisi¢cao de grandes
quantidades de material (biomassa vegetal), aos procedimentos laboriosos necessarios para a
obtencdo de substancias puras e seu escasso ou nulo uso na dieta humana (ZINSMEISTER et

al., 1991).
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Na década de 1950, o notéavel efeito antibacteriano de algumas espécies (Anomodon
rostratus (Hedwig) Schimpe, Orthotrichum rupestre Schleich e Plagiomnium cuspidatum
(Hedwig) T. J. Koponen) (MCCLEARY, 1960) atraiu interesse cientifico, e alguns anos
depois, o primeiro estudo extensivo sobre este topico, incluindo a andlise de 50 espécies, foi
publicado (MCCLEARY, 1966). Em um estudo abrangente publicado em 1979, a atividade
antibiotica de 52 espécies foi examinada em oito cepas bacterianas; 56% das espécies
testadas eram ativas contra, pelo menos, uma das bactérias de teste (BANERJEE, 1979).
Desde entdo, varias espécies dos géneros Bazzania, Conocephalum, Diplophyllum,
Dumortiera, Marchantia, Metzgeria, Lunularia, Pellia, Plagiochila, Porella, Radula e

Riccardia foram relatadas como tendo atividade antimicrobiana (KIM, 2007; BAEK, 2004).

Outros estudos foram realizados, com destaque para os que testaram potencial
antifungico (Wu, 2008), antibacteriano e antiviral (VAN HOOF, 1981; SINGH, 2006) e
antioxidante (CIOFFI, 2011) em hepéticas e musgos. Ha também evidéncias na literatura que
confirmam a atividade antibidtica produzida pelas bridfitas contra fungos e células
procaridticas. Isso € bem conhecido para Conocephalum conicum (L.) Dum, Mnium
undulatum Hedw. e Leptodictyum riparium (Hedw.) Warns, cujos extratos apresentaram alta

atividade antimicrobiana contra espécies bacterianas patogénicas (CASTALDO, 1988).

No Brasil, sdo conhecidos apenas dois estudos sobre a fitoquimica e/ou atividade
bioldgica em bridfitas: PINHEIRO et al. (1989), os quais analisaram as briofitas como fonte
de compostos antibidticos e, recentemente, COSTA et al. (2018), que analisaram a
diversidade de metabdlitos secunddrios em Syzygiella rubricaulis (Nees) Steph em
populagdes do México, Venezuela, Equador e Brasil, verificando a existéncia de 50

diferentes componentes.

2.4 BACTERIAS E FUNGOS

De acordo com o Ministério do Meio Ambiente (MMA), micro-organismo ¢ todo
organismo uni ou pluricelular, ndo visivel a olho nu, que ocorra na natureza como célula
isolada ou agregados de células. Desta maneira, esta definicdo acaba considerando taxons
filogeneticamente distintos, incluindo as bactérias, arqueas, fungos, protozodrios e virus.
Estes organismos habitam os mais diversos locais, desde diferentes ecossistemas até a
microbiota natural do corpo humano, onde estabelecem relagdes em diferentes graus de

parasitismo, mutualismo e comensalismo (BRASIL, 2000). Atualmente, a classificacao
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filogenética de micro-oorganismos, sugerida por (WOESE et al., 1990), aloca os diferentes

grupos em trés grandes Dominios: Archaea, Bacteria e Eucarya.

Os organismos inseridos no Dominio Bacteria, sdo seres procariotos, unicelulares que
ndo apresentam membrana nuclear, mitocondria, complexo de Golgi, ou reticulo
endoplasmatico; se reproduzem por divisdo assexuada. As espécies de bactérias podem ser
divididas em dois grupos principais, as chamadas Gram-positivas e Gram-negativas. Esta
distingdo ¢ baseada na reacdo de coloracdo de Gram, esta técnica confere diferentes cores a
diferentes tipos de células, desta maneira apds a coloracdo as bactérias Gram-positivas
coram-se em roxo-violeta, enquanto as bactérias Gram-negativas, em cor-de-rosa
(MADIGAN et al., 2016). Esta diferenca de coloragdo ¢ explicada pela diferenga na estrutura
da parede celular das células Gram-positivas ¢ Gram-negativas, a primeira possui uma parede
celular com uma camada bem espessa de peptidioglicano, enquanto a segunda ¢ constituida
de uma parede celular com uma camada fina de peptidioglicano e uma membrana externa

sobreposta (MURRAY et al., 2014).

Em relagdo ao niimero de espécies de bactérias, ndo ha nenhuma estimativa precisa,
porém, os taxonomistas microbianos ja caracterizaram mais de 10 mil espécies e creem que
sua diversidade filogenética seja, sem duvidas, superior a todas as espécies de plantas e
animais juntas (MADIGAN et al., 2016). Estima-se que existam mais de 80 filos de
bactérias, porém cerca de 90% das espécies descritas estdo classificadas em apenas quatro
filos: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes. O primeiro filo ¢ o maior e
metabolicamente mais diverso e ¢ nele que estdo classificadas a maioria das bactérias
conhecidas que possuem interesse médico, industrial e agricola, este filo ¢ caracterizado por
contemplar apenas bactérias Gram-negativas. Os dois seguintes, Actinobacteria e Firmicutes
somados ao Filo Tenericutes compreendem as bactérias Gram-positivas e juntos somam
quase metade das espécies de bactérias ja caracterizadas. Por ultimo, os Bacteroidetes contém
cerca de 700 espécies e sdo caracterizadas por serem bacilos Gram-negativos e normalmente

sacaroliticas e aerobias ou fermentativas (MADIGAN et al., 2016).

Os fungos estdo inseridos no Dominio Eucarya, desta maneira, diferentemente das
bactérias, sdo organismos eucariotos que podem ser unicelulares ou multicelulares, sdo
amplamente disseminados e consistem em bolores, cogumelos e leveduras.
Morfologicamente, podem ser agrupados em leveduras e fungos filamentosos, o primeiro sao

fungos unicelulares, geralmente esféricos ou ovais, enquanto o segundo consiste em
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organismos multicelulares que possuem longos filamentos de células conectadas

denominadas hifas (TORTORA et al., 2017).

Estes organismos podem ser alocados, de acordo com aspectos filogenéticos em
cinco filos fungicos distintos: Chytridiomycota, conhecidos como quitridios, degradam
matéria organica e sdo parasitas de animais, plantas e protistas; Zygomycota, conhecidos
principalmente por seu papel na deterioracdo de alimentos; Glomeromycota, fungos
importantes em algumas associa¢des micorrizicas; Ascomycota, constitui um grande grupo e
muito diverso de fungos que variam de espécies unicelulares, como as leveduras até as
espécies que crescem em forma de filamentos como o bolor; e os Basidiomycota, com mais
de 30.000 espécies descritas, correspondem aos cogumelos, dos quais alguns sdo comestiveis
e outros venenosos para os seres humanos. Este filo inclui também as ferrugens e um

importante grupo fungico patégeno humano, Cryptococcus spp. (MADIGAN et al., 2016).

Quanto as Archaes, as mesmas possuem caracteristicas semelhantes tanto a
procariotos como eucariotos, mas também possuem caracteristicas proprias. Dentre suas
caracteristicas distintivas, temos a composi¢ao de sua membrana citoplasmatica, e a auséncia
de peptideoglicano em suas paredes celulares, propriedade comum a todas as bactérias
(Kandler & Konig, 1998). Originalmente, o Dominio Archaea foi dividido em dois filos
formalmente aceitos até hoje: Euryarchaeota e Crenarchaeota. Euryarchaeota ¢ um filo
fenotipicamente heterogéneo, composto por organismos com fisiologias bastante distintas,
tais como archaeas metanogénicas, termoacidofilas, halofilas, além de algumas
hipertermofilas (Forterre et al., 2002). O Filo Crenarchaeota continha apenas organismos
termofilos e foi considerado inicialmente como um filo mais ancestral e homogéneo

(Madigan et al, 2010).

2.4.1 Patogenicidade

A capacidade de um micro-organismo de causar doengas no seu hospedeiro ¢
denominada patogenicidade e se inicia com a exposicdo e aderéncia dos micro-organismos as
células hospedeiras, seguida pela invasdo, infeccdo e, finalmente, pela doenca. Cada
patdgeno apresentard propriedades Unicas que irdo determinar a sua patogenicidade, bem
como as diferengas de resisténcia ou suscetibilidade do hospedeiro ao micro-organismo
(MADIGAN et al., 2016). Em geral, poucos sdo 0s micro-organismos patogénicos, uma vez
que muitos deles sdo benéficos e necessarios para o organismo humano. Estima-se que o

corpo humano contenha um numero estimado de 1 x 10'* células bacterianas (ou 10 vezes
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mais células bacterianas do que células humanas). A microbiota normal do corpo esta
distribuida em regides distintas no corpo, e a presenca de um tipo particular de micro-
organismo em uma parte do corpo onde ele normalmente ndo ¢ encontrado pode acarretar no

surgimento de doenca (MADIGAN et al., 2016).

O organismo possui sistema imune inato que tem como alvo patdgenos comuns,
independentemente de sua identidade e um sistema imune adaptativo, tendo como alvo
patogenos especificos. Quando o sistema imunoldgico do corpo humano estd comprometido,
0s micro-organismos, que fazem parte da microbiota normal do corpo, podem torna-se
patogénicos, sendo considerados oportunistas, ou seja, causam doencas em individuos
imunocomprometidos, por sua vez os patégenos que causam doencas em individuos
saudaveis, ou seja, que ndo possuem seu sistema imunologico comprometido, os chamados

imunocompetentes, sdo considerados patogenos primarios (TORTORA et al., 2017).

As principais fontes, ou reservatorios, que se encontram esses miCro-organismos
patogénicos incluem, o proprio corpo humano, como citado anteriormente, animais
domésticos e silvestres ou, ainda, reservatérios inanimados, como a agua e o solo. Cada fonte
fornece ao patdgeno condigcdes adequadas de sobrevivéncia e multiplicagdo, assim como a
oportunidade de ser transmitido. A transmissdo de um patégeno para um hospedeiro
suscetivel pode se dar por trés vias: (i) por contato, neste caso transmissao se da pelo contato
fisico entre o patdogeno e um hospedeiro; (i7) por veiculos, dispersdo do agente infeccioso por
um meio como a agua, alimento ou ar; e (iii) por vetores, neste caso os artropodes sao o
grupo mais importante, pois sdo 0s principais responsaveis por transportar patdgenos de um

hospedeiro a outro (MADIGAN et al., 2016).

2.5 BACTERIAS PATOGENICAS DE ORIGEM ALIMENTAR

A Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) define as DTHA (Doengas de Transmissao
Hidricas e Alimentares) como “doengas de natureza infecciosa ou téxica causadas por ou
através de consumo de alimentos ou dgua contaminados” (FIGUEIREDO et al., 2007). Desta
maneira, as doencas transmissiveis por alimentos podem ser classificadas em infecgdes
alimentares, intoxicagdes alimentares, ou ainda toxinfeccdo alimentar, caso em que algumas
doencas transmissiveis por alimentos se enquadram em ambas as categorias (BASSAN et al.,

2008).

A intoxicagdo alimentar ¢ uma doenca resultante da ingestdo de alimentos contendo

toxinas microbianas pré-formadas. Nao € necessario que os micro-organismos produtores de
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toxinas crescam no hospedeiro, e estes muitas vezes nem estdo vivos quando o alimento
contaminado ¢ consumido; a ingestdo e a atividade da toxina ¢ o que desencadeia a doenga,
exemplo disso sdo as infec¢des estafilococdcicas. Contrariamente a intoxicagdo alimentar, a
infeccdo alimentar ¢ uma infec¢do microbiana resultante da ingestdo de alimento
contaminado, contendo quantidades suficientes de patdégenos vidveis capazes de promover a
coloniza¢do e o crescimento do micro-organismo no hospedeiro, finalmente resultando em
doenga, como por exemplo os casos de listerioses. Por fim, a toxinfeccdo causada por
alimentos ¢ a ingestdo de alimentos com certa quantidade de micro-organismos causadores de
doengas, os quais depois de ingeridos liberam toxinas, como no caso das salmoneloses
(BARBOSA, 2009). Entre os micro-organismos responsaveis por infec¢des alimentares,
destacam-se Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni e
Escherichia coli (BRASIL, 2009). Ja as intoxicacdes alimentares sdo causadas por
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus (cepa emética) e Clostridium botulinum (BRASIL,
2009). A espécie Salmonella enteritidis ¢ o patdégeno entérico de origem alimentar mais
frequentemente descrito na literatura nas ocorréncias de toxinfec¢cdes em seres humanos

(BASSAN et al., 2008).

O Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica das Doengas Transmitidas por
alimentos (VE-DTA) foi implantado no Brasil, em 1999, devido ao aumento dos casos de
DTHA no Pais. O mesmo tem como objetivo obter mais informagdes a respeito das DTHA
no territorio brasileiro, além de subsidiar medidas de prevencao e controle contribuindo entao
para melhoria da qualidade de vida da populacdo (BRASIL, 2014). Segundo estimativas da
Agéncia das Nagdes Unidas, o nimero de mortes ao ano por DTHA, em todo o mundo, ¢ de
420 mil. Nas Américas, por exemplo, sdo nove mil mortes e a estimativa ¢ de que 600
milhdes de pessoas sejam afetadas anualmente. Apesar destes dados, estima-se que muitos
casos de DTHA passam despercebidos, ou seja, ndo sdo declarados ou investigados (WHO,
2015). O Rio Grande do Sul ¢ considerado o Estado que mais tem investigado e notificado de

forma eficaz seus surtos alimentares (BRASIL, 2014).

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2011 foram notificados 8.663 surtos de doengas
veiculadas por alimentos com 163.425 pessoas doentes e 112 6bitos (BRASIL, 2011). Em um
estudo comparativo entre os anos de 2015 e 2016, em que foram identificados 673 e 543,
respectivamente, pode-se observar uma reducdo de 19,3% dos surtos epidemiologicos entre
estes periodos (BRASIL, 2017). Em um estudo realizado no Rio Grande do Sul, entre os anos

de 2000 e 2015, foram confirmados 1.148 surtos de DTHA envolvendo cerca de 25.372
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individuos e deixando 10 mortes. (RIO GRANDE DO SUL, 2016). Os agentes etiologicos de
maior incidéncia foram Sa/monella spp., seguido de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Escherichia coli, e, os principais alimentos envolvidos nestes surtos foram maionese a base

de ovos e produtos carneos (RIO GRANDE DO SUL, 2016).
2.5.1 Bactérias Gram — negativas

2.5.1.1 Salmonella enteritidis

Salmonella ¢ um género do Filo Proteobacteria composto por duas espécies,
Salmonella bongori e Salmonella enterica. Esta ultima inclui seis subespécies, que
juntamente com Salmonella bongori englobam cerca de 2.610 serovares (TINDALL et al.,
2005). Seu habitat normal ¢ o trato intestinal dos seres humanos e de muitos animais, sendo
também comuns em esgotos, uma vez que sua presenca no trato intestinal possibilita a sua
eliminagdo pelas fezes. Todas as Salmonella sao consideradas patogénicas em algum grau,
causando a febre tifoide, causada pela Salmonella enterica serovar Typgy, as febres entéricas
causadas pela Salmonella enterica serovar Parathyphy e a salmonelose, causada
principalmente pelas Salmonella enterica serovar Typhimurium e Salmonella enterica

serovar Enteriditis, ilustrada abaixo (Figura 7) (FRANCO & LANDGRAF, 2005).

Figura 7. Salmonella enterica serovar Enteriditis.
Foto: James Archer.
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A salmonelose causada pela Salmonella enteritidis passou a ser, a partir das décadas
de 70 e 90, uma das principais zoonoses da Europa e Estados Unidos da América, e Brasil,
respectivamente (SILVA, 2002; PERESI, 1998). Caracterizada por ser uma doenca
gastrintestinal decorrente da ingestdo de alimentos contaminados de origem animal,
principalmente carnes, aves, ovos ¢ leite ou por meio do manuseio de animais ou produtos
animais contaminados pela bactéria; ja foram relatados cerca de 1,4 milhdes de casos, com
cerca de 400 obitos (KNODLER, 2010). Ja a febre tifoide, considerada a doenca mais grave,
causada por membros do género, com mais de 21 milhdes de casos registrados e com 200.000
mortes anuais em todo o mundo (DEVI, 2010); diferentemente das Salmonella spp. que
causam salmonelose, esse patogeno ndo ¢ encontrado em animais, eles sdo patdgenos
humanos estritos, desta maneira estas infec¢des sdo transmitidas de pessoas para pessoas,

disseminado principalmente pelas fezes (MURRAY et al., 2014).

Nos Estados Unidos estima-se que o género Salmonella seja responsavel por um
milhdo dos casos de doengas transmitidas por alimentos DTHA notificados, sendo que 28%
dos casos resultam em o6bitos em decorréncia das DTHA (SCALLAN et al., 2011). No Brasil,
segundo dados epidemioldgicos da Anvisa, o serovar S. enteritidis possui a maior taxa de
prevaléncia nos surtos de salmonelose em humanos (MICRO-ORGANISMO, 2011). Quanto
aos surtos alimentares confirmados laboratorialmente de 1999 a 2009 no Pais, cerca de 42,5%
destes tiveram como agente etioldgico bactérias do género Salmonella, frequéncia muito
provavelmente subestimada (BARBOSA, 2009). Um outro estudo mostra que Salmonella é o
principal agente identificado em DTHA, responsavel por 19,16% dos casos entre 2000 a

2011, com 1660 casos confirmados (BRASIL, 2011).

2.5.1.2 Escherichia coli

A Escherichia coli (Figura 8) ¢ uma enterobactéria, pertencente ao Filo
Proteobacteria, sendo a mais comum e importante dentre as sete espécies que compde o
género Escherichia spp. (LEVINSON, 2010). Esta espécie ¢ encontrada normalmente nos
intestinos dos animais ¢ do homem, exercendo a fun¢do de suprimir bactérias nocivas e
participa da sintese de diversas vitaminas, representando cerca de 80% da microbiota
intestinal aerdbia (FRANCO & LADGRAF, 2005). Por ser encontrada naturalmente nos
intestinos humanos e de animais, estes micro-organismos acabam sendo eliminados pelas
fezes, desta maneira o contdgio por E. coli se dé através da ingestdo de agua ou alimentos que
ndo foram processados e tiveram algum tipo de contaminagdo fecal durante a sua producao

(ALVES, 2012).
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Figura 8. Modelo 3D da Bactéria Escherichia coli. Foto: James
Archer.

Apesar de alguns sorotipos de E. coli serem considerados comensais para humanos e
animais, outros estdo associados a uma variedade de doengas, incluindo gastrenterite e
infecgcOes extra intestinais como infecgdes do trato urindrio (ITU), meningites e sepses
(MURRAY et al., 2014). Estas linhagens patogénicas sdo agrupadas, com base no tipo de
toxina que produzem e nas doencas especificas que acarretam, em seis grupos: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), comumente conhecida como causadora da diarreia dos viajantes;
E. coli enteropatogénica (EPEC), que causa diarreia aquosa em criancas; E. coli
enterohemorragica (EHEC), que causa diarreia sanguinolenta, esse grupo inclui a E. coli
STEC, produtora de shigatoxina; E. coli enteroagregativa (EAggEC), que causa diarreia
aquosa persistente; E. coli enteroinvasiva (EIEC), que causa febre e diarreias profusas
contendo muco e sangue; e por fim, E. coli difusamente adesiva (DAEC), que tem sido
associada em alguns estudos, de forma ndo consistente, com diarreia (TORTORA et al.,
2017). Essa bactéria possui diversos fatores de viruléncia, dentre eles: os pili, endotoxina e

exotoxinas (enterotoxinas) (FREMAUX et al., 2008).

De acordo com uma nota divulgada pelo Ministério da Saiade (2011), o surto mais
recente atribuido a E. coli é o caso ocorrido em 2011 na Europa causado pela estirpe E. coli
enterohemorragica (EHEC), em que aparentemente se iniciou na Alemanha e se espalhou

rapidamente pelos paises do continente europeu e em muitos casos evoluia para casos de
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Sindrome Urémica Hemolitica (HUS). Foram registrados casos em 16 paises da Europa e
América do Norte, totalizando-se 3167 casos de EHEC com 16 casos de 6bito ¢ 908 casos de
HUS sendo que desses, 34 resultaram em oObito. Apds investigacdo epidemiologica, o
alimento identificado como veiculador do surto foi o broto de feijdo que normalmente ¢
consumido cru (FAO/WHO, 2011). No Brasil, de acordo com dados de 2000 a 2014 do
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica das Doengas Transmitidas por Alimentos
(VE-DTA), na maioria dos casos (51,34%) o agente etiologico ndo foi identificado, porém
entre as bactérias identificadas E. coli ocupa o terceiro lugar com 6,33% dos casos. Um
estudo realizado por Welker ef al. (2010) no periodo que compreendeu os anos de 2006 e
2007, no Rio Grande do Sul, verificou-se que na maioria dos casos de surtos de DTHA E.

coli foi a responsavel, totalizando-se 126 casos.
2.5.2 Bactérias Gram — positivas

2.5.2.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (Figura 9) pertence ao Filo Firmicutes e encontra-se
disseminada na natureza, como por exemplo no solo, silagem, montes de esterco, pasto,
fardos imidos de feno, locais de processamento de alimentos, carnes cruas e fezes animais e
humanas. O género Listeria compreende 10 espécies, sendo que apenas Listeria
monocytogenes € Listeria ivanovii sdo consideradas patogénicas. A primeira ¢ um patégeno
humano significativo enquanto que a segunda ¢ primariamente um patdégeno animal

(MURRAY et al., 2014).

s ‘\
Figura 9. Modelo 3D da Bactéria Listeria monocytogenes. Foto:
Katcryna Kon.
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Ap6s entrar no hospedeiro por via oral, devido a ingestdo de alimentos contaminados,
estes micro-organismos causam uma infec¢do alimentar gastrintestinal, chamada listeriose
que pode levar a bacteriemia (presenca de bactérias no sangue) e meningite (MADIGAN et
al., 2016). A transmissdo pode ocorrer por outras vias, tais como vias aéreas, a cutinea, a
transplacentaria, a nosocomial, por contato direto ou por via digestiva, que ¢ realmente a via
mais comum de transmissdo (CAMEJO et al, 2011). Estas infec¢des sdo normalmente
oportunistas, acometendo principalmente individuos com o sistema imunologico debilitado,

incluindo mulheres gravidas, recém-nascidos e idosos (BRASIL, 2011).

L. monocytogenes tem como caracteristica multiplicar-se entre uma ampla faixa de
temperatura, entre 2,5°C e 44°C, bem como em uma ampla faixa de pH, de 4,4 a 9,6,
resistindo assim a sucessivos congelamentos e descongelamentos. E também anaerébica
facultativa com metabolismo fermentativo, por este motivo se multiplica bem em ambientes
com baixa quantidade de O> e aumento na tensdo de CO> (FRANCO & LANDGRAF, 2005;
LOGUERCIO et al., 2001). Desta maneira, estas caracteristicas tornam produtos embalados a
vacuo ou em atmosfera modificada, como os produtos carneos prontos para consumo, 0s
queijos cremosos frescos, os laticinios ndo pasteurizados e o leite pasteurizado
inadequadamente, importantes fontes de listeriose humana, uma vez que permitem a
multiplicagdo da bactéria, apresentam uma longa vida de prateleira quando refrigerados e sdo

frequentemente consumidos sem cozimento prévio (ILSI, 2005).

A listeriose ¢ uma doenca de baixa incidéncia, porém a taxa de mortalidade ¢ de 30%
para recém-nascidos, 35%, em adultos (sem gravidez), 11% para adultos com menos de 40
anos e 63% para adultos com mais de 60 anos. Quando ocorre septicemia, a taxa de letalidade
¢ de 50% e para a meningite pode chegar a 70% (BRASIL 2009). No Rio Grande do Sul,
foram registrados dois surtos de Listeria nos ultimos anos, em 2007 e 2009, ambos com 19
doentes no total e nenhum 6bito. No entanto, s6 em 2016, foram 22 mortes no Pais causadas
por meningite ocasionada pela bactéria, segundo dados obtidos pelo Ministério da Saude
(2016). Recentemente, entre o final do semestre de 2017 e comego de 2018, de acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a Africa do Sul sofreu o maior surto de listeriose
registrado no mundo, em que um total de 945 casos foram reportados e 176 pessoas
morreram, devido ao consumo de carne conhecida como “polony”, produzida pela Enterprise
Food. O segundo foi nos Estados Unidos em 2011 com 143 casos reportados, com 13 mortes,

devido ao consumo de meldes contaminados (ESTADO HOME PAGE).
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2.5.2.2 Staphylococcus aureus

Um dos agentes bacterianos mais comuns associados a intoxica¢do alimentar ¢ a
bactéria Staphylococcus aureus (Figura 10) (GOTZ et al., 2006). O género pertence ao Filo
Firmicutes e possui 33 espécies (BASTOS et al., 2013). Os estafilococos existem no ar, na
poeira, no esgoto, na agua, no leite e nos alimentos ou equipamentos de processamento de
alimentos, nas superficies expostas aos ambientes, ¢ também sdo frequentemente encontrados
em diversas partes do corpo, tais como fossas nasais, garganta, intestinos e pele; sendo que as
narinas sdo consideradas o maior sitio de colonizagdo, com prevaléncia de aproximadamente
40% na populagdo adulta saudavel (GRUNDMANN et al., 2009). Todavia, podem provocar
infeccoes que vao desde infeccdes mais simples como espinhas, furinculos e celulites até
infeccdes graves (pneumonia, meningite, endocardite, bacteremias, sindrome do choque
toxico, septicemia e outras) (KANAFANI, 2006), sendo que as bacteremias e endocardites
sdo frequentemente associadas a sérias complicagcdes e alta taxa de mortalidade (PETTI,

2003).

Figura 10. Modelo 3D da Bactéria Staphylococcus aureus
Foto: Frank DeLeo.

Além de constituir um imenso problema para as industrias alimenticias, pela
disseminagdo de patdégenos através do alimento, Staphylococcus spp. possui a capacidade de
formar biofilmes tanto em superficies bioldgicas quanto inertes. Esses biofilmes além de
apresentarem elevada resisténcia a antimicrobianos, quando formados em superficies de

instalagdes ou equipamentos de industrias alimenticias podem liberar células bacterianas, as
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quais podem contaminar o alimento e/ou colonizar uma nova superficie iniciando um novo
biofilme, gerando assim, uma nova fonte de contaminacio (MATHUR et al., 2005;
b 9

OLIVEIRA et al., 2010).

As intoxica¢des humanas sdo causadas pela ingestdo de enterotoxinas estafilococicas
produzidas nos alimentos por Staphylococcus aureus, a produgdo destas ocorre normalmente
ou porque o alimento ndo foi mantido quente (60°C ou mais) ou frio o suficiente (7,2°C ou
menos) (HENNEKINNE et al, 2012). Isso porque espécies de estafilococos produzem
enterotoxinas termoresistentes as temperaturas entre 10 e 46°C, e conseguem se multiplicar
com pH variando entre 4,2 ¢ 9,3 (SANTANA et al., 2010). Dentre as varias toxinas e
enzimas produzidas por essa bactéria, trés exotoxinas sdo clinicamente importantes: a
enterotoxina, a toxina da sindrome do choque toxico e a esfoliatina (LEVINSON, 2010;

TRABULSI & ALTHERTHUM, 2008).

No Brasil, entre os anos de 2007 a 2017, a vigilancia epidemioldgica notificou que o
Staphylococcus aureus foi o segundo agente etioldgico mais prevalente nas DTHA, ficando
atras apenas da Salmonella spp. Quantos aos alimentos responsaveis pelos surtos alimentares,
leite e queijo assumiram a sexta posi¢do (BRASIL, 2017). Bactérias oriundas de alimentos de
origem animal demonstram, frequentemente, perfil de resisténcia e multirresisténcia aos
antimicrobianos utilizados no tratamento de diversas doencas (RODRIGUEZ & VESGA,
2005; ARAUJO et al., 2011), e no caso de cepas de Staphylococcus aureus resistentes
constituem um problema de ordem mundial, bem como o controle de sua disseminagdo ¢ um

fato preocupante para os profissionais da saude (BAGGESEN & AARESTRUP, 1998).

2.6 PATOGENOS FUNGICOS OPORTUNISTAS

Qualquer infeccdo fungica ¢ chamada de micose. Estas por sua vez, podem ser
classificadas como sistémica, subcutdnea, cutdnea, superficial ou oportunista, isso vai
depender do modo de entrada no hospedeiro e o grau de envolvimento tecidual. As micoses
oportunistas sdo mais frequentemente causadas pelos fungos Candida spp., Cryptococcus
neoformans ¢ Aspergillus spp. Na maioria dos casos esses organismos podem ser
colonizadores benignos ou saprofitas ambientais, s6 causando infec¢des sérias quando ha
uma diminui¢do das defesas do hospedeiro, como por exemplo aqueles individuos
acometidos com a AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida) ou aqueles que estdo
sendo submetidos a um tratamento antineoplasico, estes apresentam uma maior probabilidade

de desenvolver infec¢des fungicas graves (TORTORA et al., 2017).
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No mundo, estima-se que cerca de 11,5 milhdes de infecgdes graves e micoses
superficiais sdo decorrentes de fungos patogénicos, causando 1,5 milhdo de mortes por ano,
mais que o total de Obitos decorrentes da malaria e da tuberculose (GIACOMAZZI et al.,
2016). No Brasil. de acordo com um estudo realizado por Colombo et al. (2013), das quase
quatro milhdes de infecgdes fungicas relatadas, a cada ano, 2,8 milhdes sdo infecg¢des
causadas por Candida spp. e cerca de um milhdo de casos de infeccdes causadas por
Cryptococcus neoformans, mais especificamente a meningoencefalite, forma mais grave da
doenga. Em pacientes com AIDS esta doenga ¢ responsavel por aproximadamente 625.000

obitos.
2.6.1 Fungos leveduriformes

2.6.1.1 Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans (Figura 11) € uma levedura encapsulada, pertencente ao

Filo Basidiomycota, forma assexuada do também basidiomiceto Filobasidiella neoformans.
As diferencas na estrutura dessa capsula sdo a base para separacdo dos isolados de C.
neoformans em quatro sorotipos € um hibrido. Inicialmente os quatro sorotipos pertenciam a
trés variedades: variedade neoformans, variedade grubi e variedade gattii, porém este ultimo
foi considerado uma espécie distinta de C. neoformans (BOEKHOUT et al., 2001). Em
termos de distribuicdo C. neoformans ¢ cosmopolita e C. gattii tém sido isolado

principalmente em regides tropicais e subtropicais (JUNIOR et al., 2015).

Figura 11. Modelo 3D do Fungo Cryptococcus
neoformans. Foto: Dennis Kunkel.
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Ambas as espécies sdo responsaveis pela criptococose, sendo que C. neoformans
manifesta a doenga oportunista acometendo hospedeiros imunocomprometidos, ou seja
aqueles que tem seu sistema imunoldgico comprometido, como os portadores da AIDS
(JUNIOR et al., 2006; BACKES et al., 2016), enquanto C. gattii manifesta a doenga primaria
em hospedeiros imonocompetentes, ou seja, aqueles sem alteragdes imunologicas (GULLO,

2016).

Criptococose ¢ uma micose sistémica, uma vez que a contaminacdo do paciente se da
por inalagdo de particulas infectadas, que inicialmente se instalam nos pulmdes, causando um
processo pneumonico, até se disseminar para outros lugares do corpo podendo evoluir para
casos mais sérios como a meningite, meningoencefalite e encefalite (LAZERA et al., 2005).
Os principais vetores de transmissdo sdo animais infectados, interacdo com micro-
organismos, mas principalmente associado as espécies de pombos e suas excretas, € a restos
vegetais de eucaliptos. Enquanto C. neoformans var. neoformans e var. grubii sao
encontrados em todo o mundo em associagdo com solo contaminado com excretas de aves, C.
gatii ¢ geralmente encontrado em associacdo com as espécies de eucaliptos: Eucalyptus
camaldulensis e Eucalyptus tereticornis (LAZERA et al., 2010; TRILLES et al., 2003;
NISHIKAWA et al., 2003).

No Brasil, nas regides Sul e Sudeste, predomina principalmente a criptococose
associada a AIDS, em homens, causada por C. neoformans sendo a letalidade de cerca de 35
a 40%, enquanto que casos com C. gattii sdo mais esporadicos. No Rio Grande do Sul, 25%
dos casos por C. gattii e 45% dos casos por C. neoformans causaram o 6bito dos respectivos
hospedeiros. Em pacientes ndo aidéticos foram diagnosticados 56 casos adicionais de
criptococose no Rio Grande do Sul, 31 por C. neoformans nove por C. gattii ¢ 16 que nao

foram caracterizados (LOPES et al., 1997).

Em um estudo realizado na Cidade de Pelotas, no Rio Grande do Sul, ficou
demonstrado que esta Cidade corre risco de uma epidemia de criptococose, uma vez que, por
ser uma cidade historica, oferece habitat propicios para que espécimes de pombos, vetores
conhecidos de Cryptococcus neofromans, se estabelecam e se multipliquem (FARIA et al.,

2010).

2.6.1.2 Candida albicans
Candida albicans (Figura 12) ¢ uma levedura, inserida no Filo Ascomycota e a

Familia Saccharomycetaceae e pertencente ao género Candida. De acordo com Tortora et al.
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(2017), a morfologia desses micro-organismos pode variar de uma forma leveduriforme até
formagdes filamentosas, o que pode constituir um fator importante na sua patogenicidade
pois assumindo estas formas o fungo ganha a capacidade de se adaptar a diferentes nichos

bioldgicos.

Figura 12. Modelo 3D do Fungo Candida albicans.
gettyimages.com.

O género Candida spp. engloba os patégenos fungicos oportunistas mais comuns. Sao0
conhecidas cerca de 350 espécies de Candida spp., mas as que possuem maior interesse
clinico incluem, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosi
e Candida glabrata (DALAZEM et al., 2010). Espécies de Candida sp. sio normalmente
encontradas na populacdo adulta saudavel, no tubo gastrointestinal, em 20 a 80% dos
individuos e em cerca de 30% a 35% na microbiota da boca; entre as mulheres, cerca de 20 a
30% apresentam colonizagdo por Candida sp. na vagina (DIGNANI et al., 2003). Estes
micro-organismos tornam-se patogénicos apenas quando ocorrem alteracdes nos mecanismos
de defesa do hospedeiro, ocasionado a candidiase, doenca fungica causada de 85 a 90% pela
espécie Candida albicans, que se caracteriza como a invasdo e multiplicacdo destes fungos
nos tecidos (TORTORA et al., 2017). Esta forma de infeccdo pode se manifestar desde
infecgdes fungicas superficiais na pele e mucosas, como a candidiase oral e vaginal,
acometendo também individuos imunocompetentes (PAPPAS et al., 2016) até infecgdes
sistémicas, neste caso a incidéncia estd em individuos imunodeprimidos, como aqueles

acometidos com a AIDS (REX et al., 2000).
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Estima-se que quase quatro milhdes de pessoas no Brasil adquiram infec¢des fingicas
a cada ano, e desse total, 2,8 milhdes sdo infec¢des causadas por Candida sp. (COLOMBO et
al., 2013). Em se tratando da candidiase vaginal, a microbiota vaginal normal ¢ rica em
lactobacilos, responsaveis pela acidez vaginal (pH 4,5) o que dificulta a proliferagdo da
maioria dos patogenos, mas a Candida spp. € uma excecdo pois se prolifera em ambiente
acido (JAWETZ et al., 1998). Isso somado ao fato de a vagina ser quente e Umida
propiciando um “ambiente” adequado para que o patdégeno se desenvolva, e havendo
qualquer desequilibrio imunolégico, os micro-organismos se multiplicam, alterando a relago
de comensalismo que esse fungo tem com o hospedeiro (ALVARES et al., 2014). Em
pacientes acometidos com a AIDS, a candidiase ¢ uma das infecgdes mais comuns e
importantes, uma vez que ¢ a maior causa de morbidade e mortalidade entre os que possuem
essa enfermidade, sendo que a candidiase orofaringea ¢ a mais frequente (TAPIA et al,

2003), seguida da candidiase oral (MATOS et al., 2009).

2.7 TERAPIA ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos sdo substancias que tém a capacidade de inibir o crescimento e/ou
matar micro-organismos; podem ser de origem animal, vegetal ou sintética (MELO et al.,
2010). O principal objetivo de um antimicrobiano ¢ o de prevenir ou tratar uma infec¢do sem
que afete a microbiota e as células normais do corpo. Desenvolver um farmaco efetivo contra
células procarioticas, ou seja, contra bactérias, sem que afete as células eucarioticas dos seres
humanos ¢ comparativamente mais facil, do que desenvolver um farmaco contra patdégenos
com células eucariodticas, como ¢ o caso dos fungos. Esse fato ¢ explicado por que em nivel

celular, esses organismos se assemelham as células humanas muito mais intimamente do que

as células bacterianas (MADIGAN et al., 2016).

Os antimicrobianos sdo caracterizados de acordo com a sua capacidade de afetar
diferentes tipos microbianos. Eles podem ter um espectro restrito de atividade microbiana ou
um amplo espectro. O primeiro afeta bactérias Gram-positivas e poucas Gram-negativas,
enquanto o segundo afeta uma grande variedade de bactérias Gram-negativas. Em geral, os
antimicrobianos apresentam problemas de penetracdo nas bactérias Gram-negativas, isso por
que essas bactérias além de apresentarem membrana citoplasmética como nas Gram-
positivas, possuem também de fora para dentro, uma membrana externa cuja complexidade

dessa membrana dificulta a penetracdo de antibidticos (LEVINSON, 2005).
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Exemplo de antimicrobianos disponiveis no mercado sdo: (i) cloranfenicol, um
potente inibidor da sintese de proteinas em bactérias ¢ em menor grau, em células
eucarioticas (RUIZ & RAMIREZ, 1990); (ii) gentamicina, ativa contra bactérias Gram-
negativas aerobias e alguns estafilococos (TRABULSI, 2008); (iii) tetraciclina, constituem
um amplo grupo de antibioticos de largo espectro que em geral inibe tanto bactérias Gram-
positivas como Gram-negativas (JAWETZ, 2005); (iv) sulfazotrim, jungdo entre
sulfametoxazol e trimetoprima, agem sinergicamente (TRABULSI, 2008); (v) ciprofloxacina,
constitui a mais potente quinolona contra micro-organismos Gram-negativos, sendo
altamente ativa contra as enterobactérias (TRABULSI, 2008); (vi) itraconazol, apresenta um
amplo espectro de a¢do antimicdtica, uma vez que baseia-se na capacidade de inibir a sintese
do ergosterol, um componente vital da membrana da célula dos fungos (PITISUTTITHUM,
2005).

De acordo com Levy (1998), os micro-organismos possuem a capacidade natural de
criar resisténcia antibidtica, uma vez que, quando um antibidtico ¢ usado, as bactérias
sensiveis sdo mortas ou inibidas, e isso resulta em uma pressao seletiva para a sobrevivéncia
de bactérias resistentes. Porém, este mesmo autor ressalta que o uso indiscriminado de
antibidticos na medicina ou na agricultura como suplementos de ra¢des animais, tanto como
substancias promotoras de crescimento, quanto como aditivos profilaticos para impedir a
ocorréncia de doencas tem levado ao surgimento de micro-organismos patogénicos

resistentes.

A resisténcia aos antimicrobianos também pode ser adquirida como resultado de
mutagdes que podem ocorrer durante a replicacdo celular ou serem induzidas por intermédio
de agentes mutagénicos como radiacdes ionizantes € ndo ionizantes, agentes alquilantes ou
espécies reativas de oxigénio (ROS) (BAPTISTA, 2013). Pode também ser adquirida pela
aquisicdo de material genético exdgeno anteriormente presente em outros micro-organismos
que contenham genes de resisténcia que sdo propagados por meio de mecanismos de
transferéncia génica horizontal (TAVARES, 2000; COSTA, 2016) ou ser uma caracteristica
intrinseca de certas espécies de bactérias que podem resistir a agdo de um dado antibacteriano
como resultado de uma caracteristica estrutural ou funcional inerente de dada espécie
(BLAIR et al., 2015). Os principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos incluem:
(7) inativagdo enzimadtica do antibiotico, (i7) modificacdo do alvo do antibidtico, (iii) bombas
de efluxo, (v) alteragdo da permeabilidade da membrana e (vi) formagdo de biofilme. Estes

mecanismos estdo ilustrados na Figura 13.
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Figura 13. Representagdo dos diversos tipos de mecanismos de
resisténcia bacteriana (COSTA, 2017).

Madigan et al. (2016) destacaram que, em escala mundial, cerca de 50% de todos os
antibioticos produzidos sdo utilizados com finalidades agropecuérias e que em apenas 20%
dos casos o uso de antibidticos em individuos que procuram tratamento em decorréncia de
doengas infecciosas sdo justificados. No entanto, sdo prescritos antibidticos em 80% dos
casos, além disso, em 50% dos casos ou as doses prescritas estdo incorretas ou a dura¢ao do
tratamento se mostra inadequada. A soma do uso indiscriminado de antibidticos com a
exposicao de patdogenos virulentos as doses subletais de antibidticos por periodos de tempo
inadequados, resulta na selecdo de linhagens resistentes aos farmacos. Desta forma, a
descoberta e o uso clinico/veterinario de varios antibidticos conhecidos foram concomitantes

a emergéncia de bactérias a eles resistentes.

A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) publicou em 2017 sua primeira lista de
“agentes patogénicos prioritarios” resistentes aos antibidticos — um catdlogo de 12 familias de
bactérias que representam a maior ameaga para a saide humana. A lista da OMS ¢ dividida
em trés categorias de acordo com a urgéncia em que se necessitam de novos antibioticos:
prioridade critica, alta ou média. Os micro-organismos considerados prioridade critica
incluem bactérias multirresistentes do Filo Proteobacteria, Familia Enterobacterteriaceae,
(géneros Klebsiella, Escherichia, Serratia e Proteu) essas bactérias tornaram-se resistentes a
um grande niimero de antibiodticos, incluindo carbapenémicos e cefalosporinas de terceira
geracdo — os melhores antibioticos disponiveis para tratamento de bactérias multirresistentes;
os patdgenos considerados de prioridade alta e média incluem, dentre outros, os géneros

Staphylococcus e Salmonella (OMS, 2017).
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As principais drogas utilizadas no tratamento de infecg¢des fungicas incluem os (i)
azoblicos, como por exemplo itraconazol, fluconazol, cetoconazol, a anfotericina B e a (if)
flucitosina. Justamente pelas poucas opc¢des de tratamento, vem crescendo a resisténcia
fungica a estes farmacos. Os fungos podem ser naturalmente resistentes a determinadas
drogas flngicas (resisténcia primaria) ou podem desenvolver resisténcia a droga durante o
tratamento (resisténcia secundaria) (PEREA & PATTERSON, 2002; PERFECT & COX,
1999). A resisténcia a anfotericina B em infec¢des por Candida sp. e Cryptococcus sp. pode
ser desenvolvida em pacientes previamente tratados com azolicos, provavelmente por conta
de uma altera¢do nos componentes da membrana do fungo, como o ergosterol que ¢ o alvo
deste antifingico (GHANNOUM & RICE 1999; PEREA & PATTERSON, 2002). A
resisténcia primaria a anfotericina B e a flucitosina € vista para Candida spp., Cryptococcus
neoformans e Aspergillus spp., sendo que para flucitosina estes micro-organismos também
podem apresentar resisténcia secundaria (GHANNOUM & RICE, 1999; PEREA &
PATTERSON, 2002; WHITE et al., 1998).

2.8 METODO DE AVALIACAO ANTIMICROBIANA

Os testes de avaliagdo antimicrobiana realizados no Brasil, adotam as normas
padronizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Dentre os métodos
para avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos e Oleos vegetais, os mais utilizados
sdo: (7) disco de difusdo em agar (ou placas), (ii) turbimétrico (em tubos) ou o (ii7) método de
microdiluicdo em caldo; este ultimo além de possibilitar a utilizagdo de mais de uma
substancia-teste, utiliza-se também diferentes micro-organismos em um mesmo ensaio. Outra
vantagem ¢ o fato de o ensaio ser realizado em microplacas, exige pequenos volumes de
amostras e reagentes, fato extremamente vantajoso quando se trabalha com produtos naturais,

que na grande maioria das vezes sdo obtidos em pequenas quantidades (CLSI, 2015).

Com a utilizagdo das técnicas supracitadas ¢ possivel avaliar o padrao de resposta do
micro-organismo (padrdo de suscetibilidade) frente as concentragdes pré-estabelecidas de
antimicrobianos, podendo assim inferir a sensibilidade e a resisténcia dos patégenos a
determinados antimicrobianos (TURNIDGE et al., 2006). Com o método quantitativo de
microdilui¢do em caldo, a atividade antimicrobiana de extratos vegetais ¢ determinada a
partir da concentracdo inibitéria minima — CIM. Este teste consiste na concentragdo minima
necessaria para impedir o crescimento de uma bactéria (acdo bacteriostatica) e a concentragdo
bactericida minima — CBM ou fungicida minima CFM, necessaria para que resulte na morte

microbiana (SALIE et al., 1996; NEWTON et al., 2000).
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Outro aspecto relevante na determinagdo de um composto biologicamente ativo esta
no tipo de solvente utilizado no processo de extracdo, uma vez que para a extracdo de
compostos hidrofilicos, sdo utilizados solventes polares, tais como etanol e metanol, para
compostos lipofilicos s@o utilizados solventes diversos, como, por exemplo, o diclorometano
(SASIDHARAN et al., 2011). Para um solvente ser considerado bom, além de ndo interferir
nos testes bioldgicos, este deve possuir certas propriedades, tais como: (i) baixa toxicidade,
(if) facilidade de evaporacdo a baixas temperaturas, (iii) absor¢do fisiologica rapida do
extrato, (v) acdo conservante e (vi) incapacidade de fazer com que o extrato se dissocie ou
torne um complexo (DAS et al., 2010). De maneira concomitante, para garantir autenticidade
e confiabilidade dos experimentos ¢ necessario utilizar culturas microbianas de colegdes de
referéncia, como por exemplo as cole¢des American Type Culture Collection - USA (ATCC),
a National Culture Type Collection — Inglaterra (NCTC), a Colecao de Culturas Oswaldo
Cruz/Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde — Rio de Janeiro (IOC/INCQS),
dentre outras (BRASIL, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

As amostras teciduais de O. rigida foram coletadas no Municipio de Osorio, Rio
Grande do Sul (RS), na Area de Protegdo Ambiental Morro de Osoério (APA Morro de
Osorio), Sitio Cascata da Borrusia, no limite sul do Dominio Mata Atlantica. Apos as coletas,
a identificacdo da espécie foi realizada no Laboratorio de Biologia e Conservagdo da
Universidade Estadual do Rio Grande do Sul — Litoral Norte (LABeC), com auxilio de

microscopio Optico, estereomicroscopio e literatura especializada (Figura 14).
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Figura 14. Area de Protegio Ambiental Morro de Osorio (APA) onde foram
realizadas as coletas do material vegetal. Fonte: (CHILANTI & BORDIN, 2016).

Foram realizadas quatro coletas, uma para cada estacdo do ano, no periodo de outubro
de 2017 a julho de 2018. Sempre no meio de cada estagdo do ano, ou seja, nos meses de
outubro, janeiro, abril e julho; no periodo da tarde. Foram coletadas aproximadamente 100 g
de cada vegetal in natura, acondicionados em sacos de papel devidamente identificados. Um
voucher foi depositado no Herbario Dr. Ronaldo Wasum da Universidade Estadual do Rio

Grande do Sul — Litoral Norte (HERW), sob o numero HERW 1930.

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os extratos etandlicos foram obtidos por maceragdo estatica a frio. Como liquido
extrator foi utilizado alcool etilico a 96°GL. O material vegetal (100 g) foi lavado em agua
abundante oriunda da rede de fornecimento municipal e, posteriormente, em agua destilada;

quando entdo foi posto para secar em temperatura ambiente. Apds a secagem, o material
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vegetal foi solubilizado com o solvente etandlico, acondicionado em potes de vidro e mantido
em temperatura ambiente por um periodo de sete dias. Apds o periodo de extragdo, foi
realizada a filtragdo em papel filtro e posterior remog¢do do solvente com o auxilio de um
rotaevaporador rotatério, em banho termostatizado em temperatura constante a 50° C.
Posteriormente, o extrato foi colocado no liofilizador para remocdo completa de agua ou

residuos do solvente (Figura 15).

Liofilizador

Figura 15. Processo de extragdo para obtencdo do extrato vegetal seco bruto.
Foto: Autora.

3.2.1 Diluicao dos extratos

As diluigdes dos extratos foram feitas conforme adaptacdo da metodologia descrita
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Obtido o extrato etandlico
seco bruto, foi aferida a massa de 200 mg de extrato, sendo entdo avolumado em 5 ml do
diluente Tween80® 1%, obtendo-se assim uma concentragdo final de 40 mg/ml de extrato. Na
primeira coluna da placa de 96 pogos foram colocados 50 pL de extrato, homogeneizado 50
pL de meio de cultura e, por fim, 50 pL. do in6cuo resultando em uma concentracdo inicial de
10.000 pg/mL. Desta maneira, a diluicdo seriada variou entre 10.000 e 19,5 ug/mL para os

extratos de cada esta¢do do ano (Figura 16).
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Figura 16. Diluigdes seriadas.

3.3 MICRO-ORGANISMOS

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foram testadas cepas padrao ATCC
(American Type Culture Collection) das bactérias Gram-negativas Escherichia coli (ATCC
35150) e Salmonella enteritidis (ATCC 13076), das gram-positivas Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Listeria monocytogenes (ATCC 19615), bem como dos fungos
leveduriformes Candida albicans (ATCC 10231) e Cryptococcus neoformans (ATCC
32045), cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia da UNIANALISES/ Universidade do
Vale do Taquari-RS.

3.3.1 Estocagem e manutenc¢io da cepas microbianas

As cepas bacterianas e fungicas, foram mantidas em skin milk 10% de glicerol a -6° C.
Para uso, as cepas bacterianas foram repicadas em AMH (4gar Mueller-Hinton) e incubadas
por 24 h a 37°C. Enquanto que as cepas fungicas foram repicadas em ASB (4dgar Sabouraud)

e incubadas a 27° C, por 48h.

3.3.2 Substancia empregada como padrio antimicrobiano

Os antibidticos utilizados para verificagdo da atividade antimicrobiana foram
padronizados de acordo com as recomendacdes descritas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015). Para isso foram utilizados Ciprofloxacino® 60 ug/mL para

bactérias e Itraconazol® 32 pg/mL para fungos.
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3.3.3 Padronizac¢io da suspensio bacteriana

As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de uma cultura de 24 horas, em
solugdo salina estéril a 0,85% até atingir turvagdo igual a suspensao do tubo 0,5 da escala de
McFarland (aproximadamente 1x10®% UFC/ml). Em seguida, foi realizada a leitura
espectrofotométrica a 625 nm para a confirmagdo da concentragdo bacteriana (CLSI, 2015).
Imediatamente apos, foi retirado 100 ml do in6cuo padronizado e transferido para tubo de
ensaio contendo 4,9 ml do Caldo Mueller-Hinton (CMH), obtendo-se assim a solugdo de
indculo 2x10% UFC/ml. Posteriormente, a suspensdo bacteriana foi diluida na propor¢do 1:50,
seguida de outra dilui¢do de 1:10 (1 ml desta solucdo e transferido para um novo tubo de
ensaio, este contendo 9 ml do mesmo caldo utilizado anteriormente). Assim, o indculo ficou

em uma concentra¢do de 1 a 5x10° UFC/ml (CLSI, 2015).

3.3.4 Padronizac¢ido da suspensio fungica

As suspensdes fungicas foram padronizadas a partir de uma cultura de 48 h, em
solugdo salina estéril a 0,85% até atingir turvagdo (aproximadamente 1 a 5x10° UFC/mL).
Em seguida, foi realizada a leitura espectrofotométrica a 530 nm para confirmacdo da
concentragdo dos fungos. Posteriormente, a suspensao fungica foi diluida de 1:20, seguida de
outra dilui¢do de 1:50, em CBS (Caldo Sabouraud) obtendo-se uma suspensdo de 1 a 5x10°

UFC/mL, para utilizagdo nos ensaios (CLSI, 2015).
3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.4.1 Determinacio da Concentracio Inibitéoria Minima (CIM)

A determinag¢do da CIM e CBM (Figura 16) foi realizada segundo a metodologia de
diluicao em caldo (microdilui¢dao) de Salie ef al. (1996) e Newton et al. (2000), utilizando-se
placas de acrilico com 96 pogos. Em cada placa foram aplicados os extratos em triplicata, o
antimicrobiano € o diluente Tween®. Também foram acrescentados controles negativos (meio
sem adicao de indculo) e controles positivos (meio com adigdo de indculo e sem a presenca
do antimicrobiano). Vale ressaltar que os testes foram realizados em triplicada para todas as
amostras vegetais e para todos 0s micro-organismos, ou seja, para cada amostra de material
vegetal e para cada micro-organismo foram repetidas as andlises de MIC e CBM/CFM trés
vezes ou mais, até que se obtivesse uma concentragdo absoluta repetida ao menos um vez,

para s assim validar os resultados encontrados.

Ap6s a inoculacdo, as placas foram incubadas. Transcorrido o tempo de incubagdo

(27° C por 48h para fungos e 37° C por 24h para bactérias), realizou-se a leitura das mesmas.

47



A confirmagdo de crescimentos nos pogos foi realizada por meio da aplicagdo da solucao
aquosa estéril de Resazurina® 0,02%. Essa solugdo apresenta uma alteragdo de coloragdo
original a partir do crescimento microbiano, momento em que apresenta o desenvolvimento
de uma coloragdo rosa, pois forma um complexo rosa com a enzima da respiragao celular dos
organismos vivos; nos pogos onde ocorrer crescimento bacteriano havera o desenvolvimento
dessa cor. Onde ndo ocorre o crescimento microbiano se desenvolve uma coloragdo azul

(SALIE et al., 1996; NEWTON et al., 2000).

3.4.2 Determinacio da Concentracio Bactericida Minima (CBM)

Para determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (Figura 16) dos extratos
etanolicos, foram utilizadas placas de Petri contendo o meio de cultura AMH (4gar Mueller-
Hinton). Foram realizadas semeaduras de todos os pocos onde o extrato estava limpido, para
que se possa afirmar a acdo do extrato. Essas placas foram incubadas a aproximadamente 37°
C por 24h. Vale ressaltar que os testes foram realizados em triplicada para todas as amostras
vegetais e para todos os micro-organismos. Para interpretacdo dos resultados foram
considerados os seguintes critérios: crescimento dos micro-organismos no meio de cultura
significou agdo bacteriostatica; auséncia de crescimento de micro-organismos no meio de

cultura significou acdo bactericida (SALIE et al., 1996; NEWTON et al., 2000).

3.4.3 Determinacio da Concentracio Fungicida Minima (CFM)

Ap6s a incubacdo das microplacas, foram realizadas as determinagdes da CFM. Com
auxilio de hastes estéreis, a mistura de cada pog¢o da microplaca foi repicada em placa de
Agar Sabouraud dextrose (ASD). As placas foram incubadas a 27° C por 48h. E entdo foram
utilizados os mesmos critérios para 0 CBM (SALIE et al, 1996; NEWTON et al., 2000).
(Figura 17).
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Figura 17. Representagdo da determinagdo da CIM e CBM/CFM segundo a
metodologia de microdilui¢do em caldo utilizando placas de acrilico com 96 48
pocos. Autora.



3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para determinar se a época de coleta influenciou significantemente os resultados, por
condi¢do dos métodos estatisticos existentes, foram calculadas médias dos valores absolutos
obtidos de CIM e CBM/CFM e submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov
e de homogeneidade de Levene. E quando necessario aplicou-se uma transformagao (LOG)
de dados para o atendimento dos pressupostos estatisticos de normalidade e
homocedasticidade. Posteriormente, os dados foram submetidos a uma analise de variancia
de duas vias (Two-Way ANOVA), e quando significativo as médias foram comparadas
através do teste de Tukey e Bonferroni, com 5% de significancia. As andlises e confec¢do de
graficos foram realizadas com auxilio dos softwares estatisticos Statistical Analysis System —

SAS 9.4% ¢ GraphPad Prism 7.0®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o potencial antimicrobiano de quatro amostras vegetais da
espécie de musgo Orthostichella rigida, as quais foram coletadas em diferentes épocas do
ano e que foram submetidas ao processo de extra¢do se utilizando como solvente alcool
etilico, resultando assim, em um extrato etanolico. A avaliagdo da atividade antimicrobiana
dos extratos etandlicos de O. rigida foi realizada contra Escherichia coli, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Candida albicans e
Cryptococuus neoformans. Os controles negativos e de crescimento, assim como o controle
positivo e de esterilidade do meio de cultura responderam aos resultados esperados, ndo
havendo atividade para os dois controles citados primeiramente e com atividade
antimicrobiana para o controle positivo e comprovada a esterilidade do meio de cultura. Estes

resultados bem como a avaliagdo do CIM estdo representados na (Figura 18).

CTE———

Figura 18. Determinagdo da CIM pelo método de microdiluigdo em placas de 96
pogos utilizado o extrato etandlico de Orthostichella rigida frente a Cryptococcus.
neoformans nas diferentes estagdes do ano. Nos pogos com coloragdo rdsea, o extrato
ndo inibiu o crescimento microbiano. Nos pocos delimitados pelos retdngulos pretos
houve inibi¢do microbiana (ag¢ao bacteriostatica).
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Nos pocos em que houve a agdo bacteriostitica, ou seja, houve inibicdo do
crescimento  dos  micro-organismos, realizou-se o teste de  Concentragdo
Bactericida/Fungicida Minima. Em placas com meio de cultura adequado foi adicionado,
utilizando-se algas estéreis, uma aliquota do extrato de cada poco onde se testou a acdo
bacteriostatica. Foi considerado que, se houve crescimento do micro-organismo na placa com
meio de cultura, o extrato possuiria apenas acdo bacteriostatica/fungiostatica e naquelas em

que ndo houve crescimento microbiano o extrato teria acao bactericida/fungicida (Figura 19).

Figura 19. Determinacdo da CBM utilizando-se os extratos de Orthostichella
rigida frente & Echerichia coli. Em A ndo houve a morte microbiana, logo
ocorreu a a¢ao bacteriostatica; em B houve a morte microbiana, logo ocorreu a
a¢do bactericida.

4.1 CRITERIOS PARA ACEITACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS
EXTRATOS

Os resultados mostraram que todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana
frente aos isolados, em variadas magnitudes. Os valores de CIM e CBM/CFM dos extratos
etanolicos de O. rigida contra E. coli, S. enteritidis, S. aureus, L. monocytogenes, C. albicans
e C. neoformans estdo apresentados nas (Tabelas 1 e 2), respectivamente. Apesar de ter sido
estabelecido uma diluicdo seriada no teste de Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM)
variando de 10.000 pg/mL a 19,53 pg/mL de extrato, considerou-se como validos apenas
valores menores que 1.000 pg/mL, de acordo com a literatura consultada, a qual estabelece
critérios para a aceitagdo da atividade antimicrobiana dos extratos, como estd compilado na

(Tabela 3).

51



Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos etanolicos de Orthostichella

rigida.
Bactérias Bactérias
Gram-negativas Gram-positivas Fungos
Amj’StrLaS CIM CIM CIM
(ng/mL) E. coli S. enteritidis S. aureus L. monocytogenes C. albicans C. neoformans
Primavera - - 78,13 156,25 - 625
Verdo 156,25 78,13 19,53 19,53 156,25 39,06
Outono 312,50 312,50 19,53 19,53 312,50 78,13
Inverno 156,25 156,25 39,06 19,53 156,25 39,06
(-) Valores > 1.000 pg/mL.
Tabela 2. Concentracdo Bactericida e Fungicida Minima (CBM/CFM) dos extratos
etanolicos de Orthostichella rigida.
Bactérias Bactérias
Gram-negativas Gram-positivas Fungos
Amj’StrLaS CBM CBM CFM
(pg/mL) E. coli S. enteritidis S. aureus L. monocytogenes C. albicans  C. neoformans
Primavera - - 156,25 312,50 - 625
Verdo 156,25 78,13 78,13 39,06 156,25 39,06
Outono 312,50 312,50 78,13 19,53 625 78,13
Inverno 156,25 156,25 78,13 78,13 312,50 39,06

(-)Valores > 1.000 pg/mL.

Dados da literatura sobre a atividade antibacteriana de extratos vegetais, avaliada
frente a micro-organismos sensiveis e resistentes a antibidticos, mostram o grande potencial

das plantas para o tratamento terapéutico (NASCIMENTO et al., 2000).

Ainda de acordo com a bibliografia disponivel, ndo existe um consenso sobre o nivel
aceitavel para os valores de CIM de extratos ou fracdes de materiais vegetais. Como este
trabalho se propds a trabalhar com extrato bruto de O. rigida, optou-se por comparar os
resultados com quatro critérios distintos sugeridos por Holetz et al. (2002); Aligiannis et al.
(2001); Webster et al. (2008) e Lambert et al. (2011), como mostrado na (Tabela 3). Para
Holetz et al. (2002), extratos vegetais que apresentam atividade antimicrobiana em
concentragdes acima de 500 pg/mL possuem fraca atividade, sendo de dificil aproveitamento
farmacéutico no tratamento de infec¢des bacterianas ou fungicas, enquanto que para
Aligiannis et al. (2001) e para Lambert et al. (2011) concentragdes acima de 1000 pug/mL
surtem este mesmo efeito. De outra maneira, Webster et al. (2008) consideraram que

quaisquer concentragdes menores de 1.000 pg/mL sdo consideradas satisfatorias.
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Tabela 3. Critérios (adaptados) para aceitagcdo da atividade antimicrobiana de extratos brutos
(Holetz et al., 2002; Aligiannis et al., 2001; Webster et al., 2008; Lambert et al., 2011).
Sendo que (-) significa auséncia de classificagao.

CIM (ug/mL) Holetz Aligiannis Webster Lambert
(2002) (2001) (2008) (2011)
<10 - - - Excelente
Abaixo de 100 Boa Potente - Boa
Entre 100 e 500 Moderada Potente - Moderada
Entre 500 ¢ 1000 Fraca Moderada - Fraca
<1000 - - Satisfatorio -
>1000 Inativa Fraca - Inativa

Ao se analisar os resultados dos CIM (Tabela 1), observando-se o comportamento de
cada micro-organismo frente aos distintos extratos etanolicos obtidos em diferentes épocas do
ano/estagcdes meteoroldgicas, obteve-se para as bactérias Gram-negativas, tanto para E. coli
quanto para L. monocytogenes, os melhores resultados no verdo e no inverno, CIM igual a
156,25 pg/mL para a E. coli em ambas as estagdes, e, um CIM de 156,25 pg/mL e 78,13
ug/mL para L. monocytogenes para o inverno e verdo, respetivamente (Grafico 1). Esses
valores, de acordo com os critérios estabelecidos na (Tabela 3), se enquadram na
classificacdo de Holetz et al. (2002) e Lambert et al. (2011), como uma atividade
antimicrobiana moderada para valores de CIM iguais a 156,25 pg/mL e como atividade
antimicrobiana boa para CIM de 78,13 pg/mL. De forma contrastante, para a classificagdo de
Aligiannis et al. (2001) os valores de CIM abaixo de 500 pg/mL s3o definidos como com
atividade antimicrobiana potente, como foi o caso do presente ensaio (156,25 e 78,13

pg/mL).

O extrato etanolico obtido no outono, para ambas as espécies, resultou em um CIM
igual a 312,50 pg/mL, sendo também considerado com atividade antimicrobiana de moderada
a potente, seguindo-se os mesmos critérios (Holetz et al., 2002; Aligiannis et al., 2001;
Webster et al., 2008; Lambert et al., 2011). A amostra da primavera ndo atingiu o esperado,
resultando em um CIM maior que 1.000 pg/mL, desta maneira de acordo com os critérios
estabelecidos pela literatura (Tabela 3), o extrato etandlico de O rigida na primavera, para
ambas as espécies de bactérias Gram-negativas, possui uma atividade antibacteriana fraca
segundo Aligiannis et al. (2001) e inativa para os demais autores (Holetz et al., 2002;

Webster et al., 2008; Lambert et al., 2011).
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Ao se analisar os valores obtidos da CBM (Concentragdo Bactericida Minima),
observaram-se resultados semelhantes aos da CIM (Gréafico 1). Sendo assim, pode-se inferir
que para E. coli o extrato de O. rigida mais efetivo foi o do inverno e verdo, possuindo assim
acdo bactericida em concentragdes de 156,25 pg/mL e, para S. enteritidis, o do verdo, com

78,13 pg/mL, possuindo assim também acao bactericida para essa concentracao.

CBM Bactérias Gram - negativas CIM Bactérias Gram - negativas
350 350
300 300
- 250 250
13 -
B 200 T 200
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100 100
50 I 50 I
0 0
Primavera Verdo Outono Inverno Primavera Verdo Outono Inverno
B E.coli 156.25 312.50 156.25 W E.coli 156.25 312.50 156.25
S. enteritidis 78.13 312.50 156.25 S. enteritidis 78.13 312.50 156.25

Grifico 1. CIM e CBM das bactérias Gram-negativas de acordo com as diferentes estagcdes do ano. Quanto
menor o valor do CIM/CBM mais potente o extrato. (-)Valores > 1.000 pg/mL.

Para bactérias Gram-positivas os valores de CIM apresentaram as menores
concentragdes quando comparados aos outros micro-organismos testados. Como
exemplificado na (Tabela 1), excetuando-se a amostra da primavera de L. monocytogenes que
resultou em um CIM de 156,25 pg/mL, todos os outros resultados se enquadram, de acordo
com os critérios estabelecidos na (Tabela 3), como a¢do antimicrobiana boa ou potente, uma
vez que seus valores sdo menores que 100 pg/mL. No caso das bactérias Gram-positivas,
todos os extratos obtidos em diferentes épocas do ano resultaram em concentragdes baixas de
CIM, porém ¢ possivel se observar no (Grafico 2) que as menores concentracdes foram
obtidas nos meses de verdo e outono para S. aureus; verdo, outono e inverno para L.
monocytogenes, €, no més de primavera, ocorreram as maiores concentragdes para ambas as

espécies, resultado semelhante ao ocorrido para as bactérias Gram-negativas (Grafico 1).

Observando-se os resultados do CBM, vé-se que, exceto para L. monocytogenes, na
coleta de outubro em que o resultado da CIM se repetiu, para os outros periodos de coletas os
resultados da CBM para ambas as bactérias foram maiores que os resultados da CIM (Gréfico
2). E possivel se inferir que para S. aureus os extratos do verdo e outono foram os que
resultaram em menores concentragdes de CIM, logo possuem agdo bacteriostatica em

concentragdes de 19,53 pug/mL enquanto que para L. monocytogenes a agao bacteriostatica
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com essa concentragdo ¢ vista também para o extrato de inverno, além dos extratos citados.
Por sua vez, para os resultados de CBM as menores concentragdes obtidas foram as do
outono para L. monocytogenes, em que a ac¢ao bactericida ocorreu em concentragdes de 19,53
pug/mL e, para S. aureus, a acdo bactericida ocorreu em concentragdes de 78,13 pg/mL,

resultado este que se repetiu para os meses de verdo, outono e inverno (Grafico 2).

Observando-se os resultados obtidos para os fungos, mostrados na (Tabela 1),

observa-se que tanto para C. albicans quanto para C. neoformans as menores concentracdes

CIM Bactérias Gram - positivas CBM Bacterias Gram - positivas
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L. monocytogenes 156.25 19.53 19.53 19.53 L. monocytogenes 312.5 39.06 19.53 78.13

Grifico 2. CIM e CBM das bactérias Gram-positivas de acordo com as diferentes épocas do ano. Quanto menor
o valor do CIM/CBM mais potente o extrato.

foram as do verdo e inverno, com 156,50 pg/mL e 39,06 pg/mL, respectivamente. Segundo
os critérios estabelecidos na (Tabela 3), esses valores se enquadram para antiflingicos de
moderados a potentes (156,50 pg/mL), enquanto que para a concentragdo de 39,06 ug/mL
como bom ou potente. Desta maneira, o que vinha ocorrendo com o0s outros micro-
organismos se repetiu, os menores resultados de CIM, ou seja, as menores concentracdes de

extrato se mantiveram nas coletas de verdo e inverno, como pode ser observado no (Gréfico

3).

Analisando-se os resultados da CFM, constatou-se que para C. neoformans 0s
resultados da CIM se repetiram, enquanto que para C. albicans, excetuando a coleta de verdo,
os valores de CFM foram maiores que de CIM. Sendo assim, pode-se afirmar que para C.
albicans o extrato do verdo de O. rigida ¢ bactericida em concentragdes de 156,50 ug/mL,

enquanto que para C. neoformans a agao bactericida ocorre em contragdes de 39,06 pg/mL

(Grafico 3).

55



CIM Fungos CFM Fungos

%
550 550
500 500
450 450
400 400
350
300 300
250 %38
100
58 P ’ ¢ 58 4 ’ 4

Hg/mL
&
o
Hg/mL

Primavera Verédo Outono Inverno Primavera Verdo Outono Inverno
® C. albicans 156.25 312.50 156.25 = C. albicans 156.25 625 3125
C. neoformans 625 39.06 78.13 39.06 C. neoformans 625 39.06 78.13 39.06

Grifico 3. CIM e CFM dos fungos de acordo com as diferentes épocas do ano. Quanto menor o valor do CIM/CFM
mais potente o extrato. (-)Valores > 1.000 pg/mL.

Com base nos resultados obtidos pode-se inferir quais micro-organismos obtiveram os
menores valores de CIM e CBM/CFM. Quanto aos valores de CIM, na coleta da primavera, o
micro-organismo que foi mais sensivel ao extrato de O. rigida foi o S. aureus, uma vez que
se obteve a menor agdo bacteriostatica (CIM = 78,13 pg/mL); na coleta do verdo os micro-
organismos mais sensiveis foram S. aureus e L. monocytogenes (CIM = 19,53 pg/mL),
seguidos de C. neoformans com agdo bacteriostatica comprovada para uma CIM igual a
39,06 ug/mL e S. enteriditis com a¢ao a CIM igual a 78,13 pg/mL; para a coleta de outono os
mais sensiveis foram S. aureus, L. monocytogenes e C. neoformans com a agado
bacteriostatica comprovada com uma CIM igual 19,53 pg/mL para os dois primeiros e 78,13
pg/mL para o ultimo micro-organismo; por fim para a coleta de inverno os micro-organismos
apresentaram uma agao bacteriostatica diferente (CIM — 39,06 pg/mL para S. aureus; 19,53

ug/mL para L. monocytogenes; € 39,06 ng/mL para C. neoformans) (Gréfico 4).

Vale ressaltar que, de acordo com os critérios estabelecidos na (Tabela 3), os valores
de CIM enquadram o extrato de O. rigida como bom ou potente frente aos micro-organismos
supracitados. E de se esperar que os menores valores de CBM fiquem por conta dos mesmos
micro-organismos, uma vez que este teste ¢ dependente dos resultados de CIM, porém
observou-se que, para C. neoformans, os valores de CFM permaneceram os mesmos que oS
valores de CIM (39,06pug/mL para verdo e inverno; e 78,13ug/mL para outono), bem como
para L. monocytogenes (19,53pg/mL para a coleta de outono); esse padrao também ¢ visto em
S. enteritidis, que repetiu todos os valores de CIM (78,13 pg/mL para o verdo, 312,50 ug/mL

para o outono e 156,25 pg/mL para o inverno). S. aureus foi o Unico dentre os micro-
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organismos acima citados que teve um aumento da CBM em relagdo a CIM em todas as

estagoes.
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Grafico 4. Relagdo da atividade bacteriostatica/fungiostatica e bactericida/fungicida dos micro-organismos

frente as diferentes épocas de coleta. R .
De uma maneira geral, os extratos do verdo e inverno apresentaram os menores

valores absolutos de CIM e CBM/CFM para todos os micro-organismos testados. Porém, ao
realizar—se a analise estatistica, em que foram utilizadas as médias das triplicatas, obteve-se
que, para os resultados obtidos com o teste de CIM (Tabela 4), a influéncia das estagdes
apenas ¢ evidente na primavera, a qual diferiu significantemente das outras estagdes
(P<0,05), por apresentar um CIM maior para C. albicans quando comparado ao verao, outono
e inverno (Gréafico 6). Sendo assim, as melhores épocas para se coletar material vegetal de O.
rigida seriam verdo, outono e inverno, uma vez que ndo houve diferenga significativa entre
os resultados de CIM (p>0,05). Observou-se também que apenas obteve-se diferencas
significativas (P<0,05) entre os valores de CIM para cada micro-organismo apenas no
periodo da primavera, em que os valores de Candida albicans foram significativamente

maiores do que os observados para os outros micro-organismos (Grafico 5).

Tabela 4. Médias das concentracdes (ng/mL) obtidas a partir do teste de CIM, CBM/CFM

Micro-organismos

Estacao Gram-negativas Gram-positivas Fungos
E. coli S. enteritidis S. aureus L. monocytogenes C. albicans C. neoformans
Primavera 208.30:360,80B  0,00:0,00B* 104,17+45,11B  130,21245,11B  6250,00+2500,00Aa 520,83180,42B
Verao 156,30+0,00* 78,134+0,00* 16,27+5,64 21,97+12,29 130,21+45,11b 39,06=£0,00*
Outono 312,50+0,00* 312,50+0,00* 26,04+11,28 19,53+0,00%* 253,91+£117,19b 78,13+£0,00*
Inverno  156,30£0,00%  156,30+0,00%  32,55+11,28 19,5340,00% 208,33+90,21b 52,08+22,55

*Valores de média idénticos aos absolutos. Letras maitisculas diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas
entre os micro-organismos dentro de cada estagdo do ano pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minusculas distintas na
mesma coluna indicam diferengas significativas entre as estagdes do ano pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Grafico 5. Médias das concentragdes (pug/mL) obtidas a partir do teste de
CIM, CBM/CFM. Letras maitsculas indicam diferencas significativas
(p<0,05) entre os micro-organismos dentro de cada estagdo do ano. Letras
minusculas indicam diferengas significativas entre as estagdes.

4.2 FATORES QUE INFLUENCIAM A ATIVIDADE BIOLOGICA DOS EXTRATOS

O padrao observado foi o previsto, uma vez que na literatura muitos autores
consideram a estacdo do ano como um fator que influencia no metabolismo e na producao de
metabolitos nas plantas, assim como outros fatores naturais como radiagdo solar, raios UV,
periodos de seca ou chuva, em que no segundo caso os compostos mais polares sao
eliminados da planta por lixiviagdo (BECHO et al., 2009), temperatura, solo, nutrientes, ou
ainda fatores artificiais, como poluentes, que podem interferir fazendo com que a planta

produza maior quantidade de metabdlitos secundarios como mecanismo de defesa contra

adversidades e/ou patdégenos (BECHO et al., 2009; SILVA et al., 2009).

Além das influéncias citadas anteriormente, o fato dos menores valores de CIM terem
sido observados no verdo, outono e inverno pode ser explicado pelas caracteristicas
bioldgicas de Orthostichella rigida. Um aspecto interessante ¢ o comportamento reprodutivo
das espécies de bridfitas. De acordo com um estudo desenvolvido por Lloret & Pérez (1984),
o qual analisou tal comportamento em espécies de musgos, foi visto um padrdo semelhante
para os fendmenos reprodutivos estudados, em que o desenvolvimento dos gametangios
ocorreu no outono e inverno, a fecundacdo teve lugar na primavera e verdo, o esporofito
apresentou crescimento no verdo, seguida da dispersdo dos esporos também no verdo. Esse
padrdo ¢ visto para espécies de musgos de ambientes em que hd presenca de estacdes
climaticas bem definidas, como ¢ o caso do Rio Grande do Sul, uma vez que o mesmo ¢

caracterizado com clima subtropical imido (ou temperado), constituido por quatro estagdes
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razoavelmente bem definidas (MOREIRA, 2007). O estudo também ressalta que, assim como
em espécies de plantas vasculares, existe uma periodicidade nos processos de reprodugdo
mesmo que a fase dominante ndo seja o esporéfito (LLORET & PEREZ, 1984). Sendo assim,
pode-se inferir que O. rigida possui o mesmo padrao reprodutivo supracitado, o que poderia
explicar o fato dos melhores resultados de CIM terem sido observados no inverno, outono e
verdo, uma vez que nestes periodos criticos reprodutivos O. rigida estaria produzindo
substancias especificas para o desenvolvimento dos gametangios bem como crescimento do

esporoéfito e liberacao dos esporos (dispersao).

Uma outra caracteristica a ser destacada ¢ a produgdo do gametangio masculino que,
possivelmente, apresenta maior gasto energético do que a de um gametangio feminino.
Estudos indicam que a diminui¢@o da disponibilidade de 4gua age de forma inibitdria sobre a
expressdo sexuada, diminuindo o desenvolvimento de gametangios masculinos, promovendo
um aumento na densidade de individuos femininos, reduzindo assim a reprodu¢do sexuada. A
raridade de individuos masculinos pode ser causada, em parte, pela tolerdncia a dessecacdo
diferencial entre os sexos, com masculinos menos capazes de tolerar ciclos repetidos de
hidratacdo e dessecagdo, devido a sua maior necessidade energética para a expressdo sexual
(STARK et al., 2000, BENASSI et al., 2011). Desta maneira, os resultados do inverno
poderiam ser explicados por que além de O. rigida produzir substancias para a producao de
gametofitos, sob influéncia das condigdes climaticas favoraveis a mesma poderia produzir
substancias especificas para o desenvolvimento do gamet6fito masculino, ou ainda, caso
contrario, se as condi¢cdes nao fossem favoraveis, os esforgos energéticos ficariam por conta
da produgdo de gametofitos femininos, o que induziria a planta a outros métodos
reprodutivos como, por exemplo, a reproducdo por apogamia. Neste ultimo caso, o
desenvolvimento do gametofito em esporofito ocorre sem que haja fecundacdo, originando

assim esporofitos apogamicos (Figura 20) (CHOPRA, 1988).

Os resultados do verdo poderiam também ser explicados caso houvesse a presenga do
espor6fito apogdmico, uma vez que existem hormonios especificos envolvidos nesse
processo como € o caso dos hormonios de crescimento, que em baixas concentragdes sao
promocionais para resposta apogamica, bem como outras substancias como o hidrato de
floral. Outra substancia envolvida no desenvolvimento de esporo6fito apogadmico em briofitas
¢ o fator sporogon, uma substancia labil que ¢ translocada do esporofito para o protonema,
onde induz a esporofilia (LONGTON, 1988). A natureza hormonal do fator sporogon esta em

um derivado da adenina, a bryokinina, presente em musgos, € que apoia a formacdo de
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esporogonio apogamico; bem como promove a diferenciacdo do arquegdnio (6rgdo sexual

feminino — gametangio), na fase de maturagdo sexual (CHOPRA, 1988).

/

/
/ ( Sporophyte
&

f

Apogamous
Sporophyte

Figura 20. Gametofito (n) dando origem sexualmente ao esporéfito
(2n) e o desenvolvimento sem fecuntagdo do esporofito apogamico (n)
(CHOPRA, 1988) .

Em relagdo ainda aos resultados do verdo, de acordo com Bopp (1993), o fito-
hormdénio ABA (4cido absisico), estd presente em bridfitas, assim como em plantas
vasculares, envolvido em processo de déficit hidrico, s6 que para o primeiro caso o ABA
serve como um mediador para induzir proteinas especificas (desidrinas) fortemente
conectadas a essa tolerancia, enquanto que no segundo o ABA est4 envolvido em processos
como o fechamento dos estdomatos. Portanto, pode-se concluir que, nas bridfitas, o ABA tem
a mesma fun¢do que nas plantas vasculares, atuando como mediador em condi¢des de
estresse. Sendo assim, a producdo de substancias especificas em combate a dessecacdo

poderia explicar os resultados obtidos no verao.

Ilhan (2006) comparou extratos de metanol e acetona do musgo Palustriella
commutate (Brid.) Ochyra, Ordem Hypnales, o qual foi coletado em duas diferentes épocas
do ano (outubro de 2004 e maio de 2005), demonstrando que na coleta de outubro ocorreu
atividade antimicrobiana contra algumas das estirpes testadas, enquanto que para a coleta de
maio ndo houve nenhuma ag¢do. Ele descreveu ainda que ndo houve nenhuma agdo
antifingica para nenhum dos extratos testados. Comparativamente, as presentes coletas

ocorreram nos meses de outubro, janeiro, abril e julho, em que outubro corresponde a
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primavera e abril corresponde ao outono. Por outro lado, o estudo de Ilhan (2006) em que as
coletas foram no hemisfério norte, outubro corresponde ao outono e maio a primavera. Sendo
assim os presentes resultados corroboraram com o ensaio descrito de Ilhan (2006), uma vez
que a atividade antimicrobiana foi mais efetiva na coleta de outono (outubro HN/abril HS),
em relagdo a coleta da primavera (outubro HS/maio HN) tanto para o presente estudo quanto

para o de Ilhan (2006).

Outro ponto a ser levado em consideragdo ¢ o fato de que existe uma variedade de
relacdes simbidticas ou comensais entre bridfitas e bactérias ou fungos do solo. Em algumas
espécies, essas relacdes sdo muito importantes para diferentes fases do ciclo de vida, como
germinagdo de esporos, crescimento protonemal e desenvolvimento de gametdforos (LAL,
1984). Spiess et al. (1971, 1976), mostraram que o contato direto musgo-bactéria é necessario
para formacdo de gametofito, a qual ¢ induzida pela acdo das bactérias e ndo apenas por
substancias enddgenas, produzidas pela propria planta. Portanto, embora as bridfitas
frequentemente produzam substincias antibacterianas, elas também precisam da presenga de
alguns micro-organismos. Essa aparente contradicdo poderia ser explicada pela atividade
antibacteriana seletiva obtida a partir dos extratos de O. rigida frente aos micro-organismos
testados, uma vez que, em ordem crescente, os menores valores absolutos de CIM foram
obtidos perante S. aureus, L. monocytogenes, C. neoformans, S. enteritidis, E. coli e C.
albicans. Tais fatores ambientais e fisioldgicos, assim como a metodologia empregada, e
ainda o solvente utilizado para preparo dos extratos, podem explicar os resultados obtidos nos

ensaios antimicrobianos do presente trabalho (HAYDA et al., 2007).

4.3 EFEITO DA METODOLOGIA DE EXTRACAO UTILIZADA

Devido ao solvente utilizado para o preparo dos extratos, os resultados obtidos podem
ser distintos. Um estudo desenvolvido no Brasil por Pinheiro et al. (1989), descreveu que das
25 espécies de briofitas testadas em diferentes solventes, os musgos Calymperes
lonchophyllum Schwaegrichen, 1816, Trichosteleum guianae (Miill. Hal.) Broth, Vesicularia
vesicularis (Schwigr.) Broth e Leucomium lignicola Spruce ex Mitt apresentaram os
melhores resultados de acgdo inibitéria. O extrato etanolico de C. lonchophyllum apresentou
uma inibi¢do sobre E. coli, enquanto o extrato metandlico de 7. guianae apresentou inibi¢ao
sobre 0 mesmo micro-organismo. A acdo inibitoria foi vista no extrato cloroférmico de L.
lignicola sobre S. aureus, dentre outras, esta espécie € unica pertencente & Ordem Hypnales,
mesma ordem do modelo bioldgico utilizado no presente trabalho. O alcool ¢ responséavel

pela extracdo de taninos, terpendides, polifenois, poliacetilenos, esterdis, alcaloides e os
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flavonoides presentes nas plantas, que sdo conhecidos por sua atividade antimicrobiana

(COWAN, 1999).

4.4 EFEITO DE DIFERENTES COMPONENTES QUiMICOS DOS EXTRATOS

Outra questdo importante é a interagdo das substincias presentes em cada extrato. E
sabido que inumeras atividades biologicas sdo atribuidas aos compostos fitoquimicos
presentes nas plantas, no caso dos extratos brutos todos os seus constituintes quimicos estao
presentes e € esperado que haja intera¢des entre eles, sejam por sinergismos ou antagonismos,
fato este que influencia na atividade antimicrobiana de cada extrato (FUNARI, 2006). Ainda,
percebe-se que em diversos estudos os extratos brutos apresentam atividade antimicrobiana
mais promissora quando comparada aos extratos fracionados ou que empregaram solventes
com polaridades distintas, uma vez que a atividade antimicrobiana pode estar relacionada ao
sinergismo entre os constituintes fitoquimicos presentes, como ja mencionado. Portanto,
extratos brutos de espécies vegetais podem muitas vezes apresentar agdo antimicrobiana mais
pronunciada (efetiva) contra patégenos devido ao sinergismo entre os constituintes bioativos
que sdo extraidos pelo solvente ou método de extracdo empregado, uma vez que substancias
isoladas podem alterar suas propriedades na presenca de outras substincias (LEE & LEE,

2010; DELGADO-ADAMEZ et al., 2012).

Os compostos bioativos possuem mecanismos de acao inibitoria em bactérias, como €
possivel observar-se na atividade antimicrobiana dos taninos, que levam a formacdo de
complexos entre os mesmos ¢ a parede celular ou enzimas extracelulares secretadas, fazendo
com que ocorra a inibi¢do do transporte de nutrientes para a célula, consequentemente
retardando o crescimento do micro-organismo (MCSWEENEY et al., 2001). Ja& os
flavonoides possuem atividade antimicrobiana decorrente da desestruturagdo da parede
celular e consequentemente destruicdo bacteriana, destacando-se componentes como a
quercetina e rutina, frequentemente empregados como fitoterapicos (TAGURI et al., 2004).
Como também sua atividade antimicrobiana pode se dar devido a inibi¢do do metabolismo
energético da bactéria (CUSHNIE; LAMB, 2006). Os terpendides sdo considerados
importantes alternativas no controle de patdgenos multirresistentes aos antimicrobianos
convencionais (ZHANG; BASU, 2003). Sabe-se que estes compostos possuem efeitos

prejudiciais a parede celular bacteriana provocando a lise celular (TURINA et al., 2006).
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4.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS OBSERVADAS

Referente aos micro-organismos utilizados neste ensaio, as bactérias Gram-positivas
S. aureus (CIM 19,53 pg/mL CBM 78,13 pg/mL) e L. monocytogenes (CIM 19,53 nug/mL
CBM 19,53 pg/mL) foram as mais sensiveis, seguida do fungo C. neoformans (CIM 39,06
pug/mL CBM 39,06 pg/mL), depois a bactéria Gram-negativa S.enteritidis (CIM 78,13 pg/mL
CBM 78,13 pg/mL), e por fim com os maiores valores de CIM e CBM, E.coli (CIM 156,25
ng/mL CBM 156,25 ug/mL) e C. albicans (CIM 156,25 pg/mL CBM 156,25 pg/mL). E
importante observar que a atividade bacteriostatica e bactericida ocorreu em concentragdes

bem baixas de extrato (CIM < 200 pg/mL).

Um estudo realizado por Basile (1999) analisou a atividade antibacteriana de
flavonoides isolados de cinco espécies de musgos contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, incluindo S. aureus, E. coli e uma espécie do género Salmonella. Os resultados
obtidos demonstraram uma maior sensibilidade das bactérias Gram-negativas do que as
positivas frente aos flavonoides testados, uma vez que para S. aureus ndo se obteve qualquer
atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos pelo presente trabalho contrariam os obtidos
por Basile (1999), uma vez que para O. rigida os extratos etanolicos surtiram um melhor
efeito perante as bactérias Gram-positivas e fungos. Porém, como ja citado anteriormente ¢
previsto que extratos brutos e fracionados tenham atividades distintas, uma vez que no
presente estudo os compostos estdo misturados e, possivelmente, ocorra sinergismos entre
eles, enquanto que no estudo de Basile (1999) o composto estd isolado. Os autores explicam
ainda que do ponto de vista ecologico, a presenca de substdncias em musgos ativas em
bactérias Gram-negativas pode ser parcialmente explicada pelo fato das bactérias presentes
no solo serem mais Gram—negativas, seria entdo um mecanismo de defesa contra estes

patogenos.

Outro ponto relevante a se destacar deste estudo ¢ que para E. coli e S. typhi
(Kauffmann & Edwards 1952; Le Minor & Popoff 1987) o valor de CIM obtido variou de
64-128 pg/mL. Comparando-se com o presente estudo, no qual o menor valor obtido para
CIM foi de 156,25 pg/mL para E. coli e 78,13 ng/mL para S. enteritidis, ¢ possivel se
observar que mesmo que no presente estudo as bactérias Gram-negativas nao tenham obtido
os menores valores de CIM, dentre o micro-organismos testados, mesmo assim, os valores
quando comparados com o estudo de Basile (1999) se mostraram também bastante
promissores, segundo os critérios compilados na (Tabela 3). Um outro estudo, o qual também

analisou compostos isolados de bridfitas, foi o de Mellegard (2009), no qual testou-se a

63



atividade antibacteriana do acido esfagno e outros compostos fendlicos encontrados em
Sphagnum papillosum Lindb. contra bactérias de origem alimentar, neste caso a acdo

antibacteriana nao foi efetiva contra nenhum dos patogenos.

Um outro estudo realizado pelo Basile (1998), no qual foi analisada a atividade
antimicrobiana de extratos acetonicos de Pleurochaete squarrosa (Brid.) Lindenb., um
musgo da Familia Pottiaceae, perante as bactérias Gram-positivas e negativas, incluindo-se E.
coli, S. typhi e S. aureus conclui que, novamente a maioria das bactérias Gram-positivas nao
demostraram sensibilidade ao extrato, e que para S. aureus a inibi¢do ocorreu em
concentragdes mais altas (CIM igual a 512 pg/mL) o que contrasta com o presente resultado
para S. aureus de (CIM = 19,53 pg/mL). Em contrapartida no estudo desenvolvido por
Castaldo-Cobianchi (1988), para o musgo Leptodictyum riparium (Hedw.) Warnst.,
pertencente a Familia Amblystegiaceae, Ordem Hypnales, mesma ordem que a espécie
utilizada no presente estudo, mostrou bons resultados de atividade antibacteriana tanto para

bactérias Gram-positivas, quanto para negativas.

Bodade (2008) realizou um estudo com cinco musgos, dentre eles Thuidium
delicatulum (Hedw.) Schimp. in B.S.G. e Thuidium cymbifolium (Dozy & Molk.) Dozy &
Molk., que fazem parte da Familia Thuidiaceae, ordem Hypnales. Os extratos foram obtidos
em diferentes solventes e, embora todos os extratos tenham mostrado niveis variados de
atividade contra todos os fungos e bactérias testados, o extrato etandlico foi mais ativo do que
outros extratos racionados. Os resultados também mostraram que as bactérias (E. coli e S.
aureus) foram muito sensiveis ao extrato quando comparados aos fungos. O que contrasta
com o nosso resultado uma vez que para C. neoformans os resultados mostraram-se
promissores (CIM 39,06 pg/mL CBM 39,06 pg/mL) bem como para C. albicans (CIM
156,25 pg/mL CBM 156,25 pg/mL) sendo que no primeiro caso o extrato ¢ considerado bom
ou potente e no caso do segundo moderado ou potente (Holetz et al., 2002; Aligiannis et al.,

2001; Webster et al., 2008; Lambert et al., 2011).

Apesar da atividade antifungica ser melhor documentada/estudada em espécies de
hepaticas, os musgos também tém propriedades antifungicas e existem dados publicados que
corroboraram com os presentes resultados, como por exemplo, estudos com Pogonatum
aloides Palisot de Beauvois, 1805, Orthotrichum rupestre Schleich. ex Schwaegr e
Plagiothecium denticulatum (Hedw.) Schimp, sendo este ultimo da Ordem Hypnales

(SABOVLJEVIE, 2001). Outro ensaio que sustenta os resultados obtidos no presente
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trabalho ¢ o estudo realizado por Krishnan (2012), o qual analisou seis espécies do género
Bryum, com extratos produzidos com diferentes solventes utilizados contra bactérias e fungos
patogénicos humanos, observou-se que a maioria das espécies apresentou atividade
antibiotica quando se utilizou extragdo metanodlica/agua, em comparagdo com outros
solventes, e que a a¢do antimicrobiana dos extratos foi mais eficaz contra bactérias Gram-
positivas; enquanto que as Gram-negativas apresentaram menor sensibilidade, resultado este
semelhante ao do presente estudo. Ele comparou o estudo com o realizado por McCleary
(1966 apud. KRISHNAN, 2012) que analisou o musgo Hylocomium splendens (Hedw.)
Schimp o qual demonstrou atividade antibidtica contra nove cepas de bactérias Gram-

positivas.

O fato de existir sensibilidade das bactérias Gram-negativas para os extratos utilizados
¢ importante do ponto de vista médico, porque as substancias antibacterianas, que sio
normalmente usadas na terapia, sdo ativas principalmente contra bactérias Gram-positivas.
Porém, a atividade antibacteriana frente as bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
aureus também deve ser considerada devido aos elevados percentuais de resisténcia que esta
bactéria apresenta diante de toda uma classe de medicamentos beta-lactamicos. Os isolados
de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) tém sido desafiadores e a constatacdo da
resisténcia a vancomicina tem tornado o espectro de suscetibilidade de S. aureus critico,
contribuindo com elevadas taxas de mortalidade (LIU & CHAMBERS, 2003). Além disso, a
acdo antimicrobiana contra a L. monocytogenes e S. aureus pode estar relacionada ao fato das
bactérias Gram-positivas serem mais sensiveis por apresentarem uma camada Unica na parede
celular, ja as bactérias Gram-negativas apresentam uma camada extra de lipopolissacarideos
e proteinas na parede celular que formam uma barreira fisica a permeabilidade de agentes
antimicrobianos (FORSYTHE, 2013). A menor sensibilidade ao extrato de O. rigida sobre
Candida albicans, quando comparada as bactérias, poderia ser explicado uma vez que além
da composicao da membrana, a parede celular dos fungos possui estrutura diferente da parede
de bactérias (COWEN, 2008). A existéncia de atividade antibacteriana superior a antifingica
poderia ser resultado de uma possivel especificidade de acdo sobre o metabolismo bacteriano
o que pode explicar o resultado obtido no presente estudo. Outro ponto a ser levado em
consideragdo ¢ que C. albicans tem evidenciado problematico perfil de suscetibilidade aos
antifungicos. Essa resisténcia envolve diversos mecanismos moleculares e um dos principais
consiste na alteragdo da composi¢do de lipideos da sua membrana celular (SANGLARD,

2002). De outra forma, com base na existéncia de sensibilidade do extrato de O. rigida frente
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aos fungos testados, demonstra o potencial antifungico existente em musgos os quais siao
menos documentados, uma vez que os estudos da atividade antifingica ¢ melhor vista em

espécies de hepéticas (SABOVLIEVIE, 2001)

E importante ressaltar que apesar de haver diferengas dos resultados apresentados nos
trabalhos supracitados e nos resultados do presente ensaio, ndo ¢ possivel estabelecer uma
comparagdo direta entre eles, visto que além das espécies/cepas serem distintas, os métodos e
os solventes extratores, assim como as cepas microbioldgicas avaliadas foram diferentes
daquelas aqui testadas. Os resultados apresentados pelas CIM e CBM/CFM, neste estudo,
demonstraram o grande potencial dos extratos etanolicos de O. rigida, visto que apresentaram
atividade antimicrobiana em concentragdes muito baixas e contra micro-organismos de

relevancia na Area Médica.

66



5. CONCLUSAO

O extrato etandlico da briofita Orthostichella rigida mostrou-se eficaz nas
andlises antimicrobianas para todos os micro-organismos testados (Salmonella
enterica serovar enteritidis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytiogenes,
Escherichia  coli, Candida albicans e Cryptococcus neoformans),
apresentando potencial biotecnoldgico clinico;

A espécie menos sensivel aos extratos de O. rigida foi o fungo Candida
albicans quando comparado aos outros isolados testados;

A maior sensibilidade aos extratos de O. rigida foram para L. monocytogenes
(19,53 pg/mL), C. neoformans (39,06 ug/mL), S. aureus e S. enteritidis (78,13
pg/mL);

Os extratos provenientes das estagdes do ano verdo, outono e inverno foram
mais eficientes para atingir a CIM, CBM e CFM, com valores inferiores a 100
png/mL para ambos, o que ¢ considerado potente, possivelmente associado a
um aumento da eficiéncia inibitoria, bactericida e fungicida pra briofitas
durante o desenvolvimento dos gametidngios e durante o crescimento do

espoofito e dispersdo dos esporos.

67



6. CONSIDERACOES FINAIS

Orthostichella rigida demonstrou ter potencial promissor para novos estudos e
possivel aplicagdo como antimicrobiano de origem natural. Para isso, sdo necessarios estudos
adicionais que poderdo incluir a realizacdo de mais analises antimicrobianas com outras

espécies bacterianas e fingicas patogénicas humanas.

Uma vez que atividades antibioticas significativas tenham sido determinadas a partir
do extrato de O. rigida, os valores de CIM e CBM/CFM podem entdo ser comparados com o0s
antibidticos de referéncia padrdo para o desenvolvimento de medicamentos comerciais, desde
que previamente testados em relacdo a sua toxicidade. Além disso, ¢ importante o isolamento
dos compostos presentes no extrato de O. rigida utilizando-se técnicas de cromatografia para
que se possa examinar a estrutura desses compostos, €, em adi¢do, esses compostos seriam
submetidos a estudos em animais e humanos para determinar sua eficidcia em sistemas de

organismos, incluindo-se estudos de toxicidade a microbiota normal.
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