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RESUMO

A utilizacdo de plantas medicinais na terapia antimicrobiana remonta a Antiguidade, quando o conhecimento
empirico era a principal base para o tratamento de doencas. Diante do crescente avango da resisténcia
antimicrobiana, este estudo teve como objetivo investigar as propriedades bioativas e o potencial farmacolégico
de Maytenus ilicifolia, visando o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas a partir de produtos naturais.
Para isso, folhas e caules da planta foram submetidos a extracdo etandlica por maceracdo, seguida da caracterizacéo
qualitativa dos metabdlitos, determinacéo do perfil quimico, quantificacdo de flavonoides totais e avaliacéo in
silico da atividade antimicrobiana de 10 fitoconstituintes frente as enzimas KPC-2, NDM-1, OXA-48 e PBP2a.
Também foram investigadas as atividades antimicrobiana in vitro, por microdilui¢do, macrodilui¢do, difusdo em
disco e pocgo cavidade, bem como investigou-se as propriedades farmacocinéticas e de biodisponibilidade oral dos
compostos e a citotoxicidade dos extratos por ensaio de hemolise. Os extratos apresentaram taninos, flavonoides,
cumarinas e saponinas, confirmados pelo padrdo quimico, sendo o extrato E1 o que apresentou maior teor de
flavonoides. O &cido malico e o acido citrico destacaram-se como inibidores promissores das enzimas-alvo, com
perfis farmacocinéticos favoraveis. Os extratos mostraram atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus resistente & meticilina (ATCC 33591) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 70063). Além disso, apresentaram
baixa atividade hemolitica, sugerindo seguranca preliminar para aprofundamento da investigacdo terapéutica.
Dessa forma, os achados reforcam o potencial de Maytenus ilicifolia como fonte promissora de compostos
antimicrobianos naturais e fornecem subsidios importantes para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
inovadoras voltadas & contencdo de infec¢des causadas por bactérias.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants in antimicrobial therapy dates back to ancient times, when empirical knowledge was
the main basis for the treatment of diseases. Given the increasing advance of antimicrobial resistance, this study
aimed to investigate the bioactive properties and pharmacological potential of Maytenus ilicifolia, aiming at the
development of new therapeutic approaches from natural products. For this purpose, leaves and stems of the plant
were subjected to ethanolic extraction by maceration, followed by qualitative characterization of metabolites,
determination of the chemical profile, quantification of total flavonoids and in silico evaluation of the antimicrobial
activity of 10 phytoconstituents against the enzymes KPC-2, NDM-1, OXA-48 and PBP2a. The in vitro
antimicrobial activities were also investigated by microdilution, macrodilution, disk diffusion and well-well
diffusion, as well as the pharmacokinetic and oral bioavailability properties of the compounds and the cytotoxicity
of the extracts by hemolysis assay. The extracts presented tannins, flavonoids, coumarins and saponins, confirmed
by the chemical standard, with extract E1 presenting the highest flavonoid content. Malic acid and citric acid stood
out as promising inhibitors of the target enzymes, with favorable pharmacokinetic profiles. The extracts showed
antimicrobial activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (ATCC 33591) and Klebsiella
pneumoniae (ATCC 70063). In addition, they presented low hemolytic activity, suggesting preliminary safety for
further therapeutic investigation. Thus, the findings reinforce the potential of Maytenus ilicifolia as a promising
source of natural antimicrobial compounds and provide important support for the development of innovative
therapeutic strategies aimed at containing infections caused by bacteria.
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1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos séo substancias naturais, sintéticas ou semissintéticas capazes
de inibir o crescimento e o desenvolvimento de microrganismos. Entre eles, os antibidticos
destacam-se como um dos grupos mais amplamente comercializados no mundo, os quais podem
ser classificados em bacteriostaticos, quando impedem a multiplicacdo bacteriana, ou
bactericidas, quando eliminam as bactérias. Até os anos 2000, uma série de antibioticos foi
descoberta e introduzida no mercado, incluindo penicilinas, B-lactdmicos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, macrolideos, peptideos, fluoroquinolonas e outros. No entanto, desde entdo,
observou-se uma reducdo significativa na descoberta de novos antibidticos, enquanto a
incidéncia de resisténcia bacteriana aumentou consideravelmente (Pereira; Andrade; Abreu,
2021).

A resisténcia microbiana refere-se a capacidade dos microrganismos de sobreviver
e se multiplicar mesmo na presenca de antimicrobianos que antes eram eficazes contra eles.
Esse fendbmeno pode ocorrer devido a mutagdes espontaneas, transducdo viral ou selecdo
natural, sendo frequentemente impulsionado pelo uso indiscriminado e inadequado de
antibidticos (Jian et al., 2021). Até o seculo XX, a resisténcia bacteriana era majoritariamente
associada ao ambiente hospitalar. No entanto, a partir do século XXI, sua disseminacéo passou
a ser observada em diversos setores da sociedade, reforcando o conceito de Satde Unica (do
inglés One Health), que integra a saide humana, animal e ambiental (Aslam et al., 2024).

O crescimento acelerado da resisténcia bacteriana compromete a eficacia dos
tratamentos disponiveis e eleva significativamente o0s custos associados as terapias
antimicrobianas. Diante desse cenario critico, torna-se essencial investir em estratégias
terapéuticas inovadoras. Os produtos naturais tém se destacado como alternativas promissoras,
capazes de potencializar a acdo de antibidticos existentes e reduzir a dependéncia desses
farmacos (Khare et al., 2021). Reconhecendo a gravidade do problema, a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) declarou a resisténcia bacteriana uma prioridade global, incentivando a busca
por novos antimicrobianos e abordagens que atuem néo apenas na eliminagdo das bactérias,
mas também na reducéo de sua viruléncia e capacidade de proliferacéo (Silva et al., 2022).

A utilizacdo de plantas medicinais na terapia antimicrobiana remonta a
Antiguidade, quando o conhecimento empirico era a principal base para o tratamento de
doencgas. Atualmente, a fitoterapia, que envolve o uso de plantas medicinais sem o isolamento
de principios ativos, continua sendo amplamente empregada. No Brasil, os produtos
fitoterapicos sdo amplamente utilizados pela populacdo, muitas vezes sob a percepg¢éo de que

possuem menos efeitos adversos do que os medicamentos sintéticos. No entanto, essa crenga



nem sempre se confirma, uma vez que algumas plantas contém compostos potencialmente
toxicos que podem causar danos a satde. Diante disso, torna-se essencial a realizagédo de estudos
que avaliem a toxicidade dos produtos fitoterapicos amplamente utilizados no pais (Badke et
al., 2019).

A Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek tem se destacado em pesquisas cientificas
devido as suas mdltiplas atividades terapéuticas, especialmente no tratamento de gastrite,
ulceras, indigestao, dispepsia, hiperacidez e gastralgias hipercloridricas. Essa ampla aplicacéo
esta relacionada a presenca de metabdlitos secundarios de interesse farmacéutico, os quais sdo
responsaveis por suas propriedades bioativas (Colacite, 2015; Elmaidomy et al., 2022).
Considerando a crescente valorizagdo das plantas medicinais como alternativas terapéuticas,
especialmente diante do aumento da resisténcia bacteriana aos antibiéticos convencionais, este
estudo propde-se a investigar as propriedades bioativas e o potencial farmacologico de M.
ilicifolia, visando contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas baseadas
em produtos naturais para o combate de infecgdes bacterianas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material botanico e preparacado dos extratos
Aproximadamente 10g de folhas e caules de Maytenus ilicifolia da marca Bem
Estar® (E1) e 30g de folhas da mesma espécie da marca Kampo de Ervas® (E2) foram
adquiridos no comércio de Redencao-CE. Para o preparo dos extratos, 0s materiais vegetais
foram submetidos a maceracdo em solucédo etandlica a 95%, utilizando uma proporcao de 1:7
(p/v) para E1 e 1:6,7 (p/v) para E2, durante 10 dias.

2.2 Screening fitoquimico

Foi realizada uma analise fitoquimica qualitativa das folhas e caules de Maytenus
ilicifolia para identificar compostos como taninos, flavonoides, esteroides, saponinas,
cumarinas e alcaloides. Taninos foram detectados por precipitacdo com sais de ferro;
flavonoides, por reagdes especificas como Shinoda e cloreto de aluminio; saponinas, pela
formacdo de espuma persistente; cumarinas, por fluorescéncia; e alcaloides, por precipitacdo
com os reagentes de Bouchard, Dragendorff e Mayer (Costa, 1994; Dominguéz, 1973; Simdes
et al., 2004).

2.3 Caracterizacdo do padrao quimico por espectrofotometria UV-Vis



Para a realizagdo do ensaio, os extratos secos foram pesados e diluidos em uma
solucdo composta por 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), 0,5 mL de Tween 80 e volume final
ajustado para 10 mL com agua destilada, obtendo-se uma concentracao final de 1.024 pg/mL.
A analise foi conduzida em espectrofotémetro UV-Vis, com varredura no intervalo de 200 a
800 nm e leitura registrada a cada 1 nm. Ainda, utilizou-se a solugéo diluente como branco. Os
valores de absorbancia foram coletados, e as figuras foram elaboradas utilizando o software
GraphPad Prism, versdo 9.5 (Reis et al., 2025).

2.4 Determinacao de flavonoides totais

A quantificacdo dos flavonoides totais foi realizada com base no método descrito
pela ABNT (2021), com adaptacGes. A metodologia fundamenta-se na formacdo de um
complexo colorido entre os flavonoides, previamente solubilizados em metanol, e ions aluminio
(AI*"), cuja absor¢do maxima ocorre proxima a 425 nm. Para a analise, cerca de 100 mg da
amostra seca foram pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, sendo o
volume completado com metanol P.A.

Uma curva de calibracdo foi construida a partir de cinco solugdes padrdo de
quercetina, com concentracfes variando entre 30 e 90 pg/mL, preparadas a partir de uma
solugdo-mée de quercetina a 300 mg/L. A relacdo entre as concentracdes e os valores de
absorbancia obtidos permitiu a geracdo de uma equacédo linear, utilizada para o célculo da
concentracdo de flavonoides nas amostras testadas. A partir dessa equacéo, foi possivel estimar

o teor de flavonoides por meio da seguinte formula (Equacéo 1):

W=V

m* Vg

() cF = x 10

CF = Compostos flavonoides, equivalente em mg de quercetina/10g da amostra; W =
Concentracdo (mg) de flavonoides expressos em quercetina, obtido da curva de calibracdo; Vp
= Volume do baldo volumétrico utilizado na diluicdo inicial, em mL; V. = Volume da aliquota
adicionada ao tubo de ensaio, em mL; m = massa da amostra, em g; 10 = fator de converséo
para mg/10g.

Além disso, o teste t de Student foi aplicado, a fim de verificar a existéncia de
diferencgas estatisticamente significativas entre as médias dos teores de flavonoides dos extratos

de Maytenus ilicifolia, no qual considerou-se um nivel de significancia de p < 0,05.

2.5 Atividade antimicrobiana



2.5.1 Atividade antimicrobiana in silico

A atividade antimicrobiana in silico foi avaliada utilizando 10 metabdlitos
secundarios descritos por Moura et al. (2021), com alvo nas proteinas KPC-2 (PDB: 5UJ4),
NDM-1 (PDB: 5ZGZ), OXA-48 (PDB: 6P98) e PBP2a (PDB: 3ZFZ), cujas estruturas foram
obtidas no Protein Data Bank (PDB, c2025). As estruturas dos compostos foram coletadas em
2D nos bancos ChemSpider (ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY, c2025) e PubChem
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, c2025), convertidas para
3D, protonadas, ajustadas para pH 7,4, com energia minimizada e salvas em formato PDB. No
AutoDockTools, foram adicionadas cargas de Gasteiger, identificadas as ligagdes rotativas e 0s
arquivos convertidos para o formato PDBQT. O mesmo procedimento foi aplicado aos
inibidores das proteinas.

As proteinas foram preparadas com remocdo de agua e cofatores, adicdo de
hidrogénios e exclusdo dos ligantes cocristalizados. As areas de docking foram definidas com
base nos sitios ativos, com as seguintes coordenadas: KPC-2 (X=21,885; Y=14,678; Z=14,433),
NDM-1 (X=-2,022; Y=-7,864; Z=-22,915), OXA-48 (X=5,387; Y=-21,577; Z=1,867) e
PBP2a (X=26,436; Y=28,199; Z=87,44). A validacdo do protocolo foi realizada via redocking
dos ligantes cocristalizados no AutoDock Vina, com anélise de RMSD no Discovery Studio.
Com a metodologia validada, os ensaios de docking foram realizados, registrando-se as energias
de ligagdo (kcal/mol) e visualizando-se as conformacBes mais favordveis para analise das
interacdes no sitio ativo. Além disso, a eficiéncia do ligante foi avaliada pela equacéo (I1),

conforme realizado no estudo de Fatoki et al. (2024).

G
INLE =——
(In 7

AG = afinidade de ligagdo obtida; HA = nimero de a&tomos (ndo hidrogénios) do ligante.
Por fim, aplicou-se a ANOVA two-way seguida do teste post hoc de Tukey (p <
0,05) para identificar diferencas significativas entre as medias de eficiéncia dos ligantes.

2.5.2 Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima
A Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada por meio dos métodos
de microdiluicdo e macrodiluicdo em caldo, disco-difusdo e difusdo em poco-cavidade,
conforme as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2024), com
modificagdes. As seguintes cepas bacterianas foram utilizadas no presente estudo:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC 33591, Escherichia coli ATCC 25922,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa PAO1, Pseudomonas



aeruginosa PA23, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063, ATCC BAA1705, ATCC BAA2146
e ATCC BAA2524.

Inicialmente, os extratos foram secos utilizando a técnica de drop-casting, conforme
descrito por Pavinatto, Soares e Torres (2022). Esse residuo seco foi entdo solubilizado em uma
solucdo contendo 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), 0,5 mL de Tween 80, com volume final
ajustado para 10 mL com &gua destilada estéril, atingindo uma concentragcdo conhecida. A
solucdo foi esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um e utilizada para preparacoes
subsequentes. Foram realizadas dilui¢fes seriadas em solucdo salina estéril para obtencdo das
seguintes concentracdes: 1.024, 512, 256, 128, 64 e 32 pg/mL, padronizadas para todos os
métodos empregados.

Para o ensaio de microdiluicdo, utilizou-se microplacas estéreis de 96 pocos
contendo caldo Mueller-Hinton. O in6culo bacteriano foi preparado a partir de culturas puras
incubadas por 18 a 24 horas (overnight), ajustadas a turbidez equivalente ao padrao 0,5 da escala
de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL). Posteriormente, foi realizada uma
dilui¢do para atingir a concentragdo final de 5 x 10° UFC/mL em cada poco. Em triplicata, os
extratos nas diferentes concentraces foram adicionados as microplacas, seguidos do indculo
bacteriano. As placas foram incubadas a 35 = 2 °C por 16 a 20 horas. A leitura foi realizada
visualmente, com auxilio de uma solucédo de resazurina a 0,01%.

Na metodologia de macrodiluicdo, tubos estéreis contendo 2 mL de caldo Mueller-
Hinton foram utilizados. A cada tubo foi adicionado 2 mL do extrato de modo a obter as
concentracdes previamente mencionadas, atingindo assim o volume final de 4 mL. O in6culo
bacteriano foi preparado da mesma forma que na microdiluicdo, com diluicdo final para5 x 10°
UFC/mL por tubo. Os tubos foram incubados a 35 +2 °C por 16 a 20 horas. A leitura foi feita
por inspecdo visual da turbidez.

Nos métodos de difusdo, as placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton foram
inoculadas com suspensdo bacteriana em overnight padronizada a 0,5 da escala de McFarland,
com diluigéo final para 5 x 10® UFC/mL, utilizando-se um swab estéril para garantir a cobertura
uniforme da superficie. No ensaio de disco-difusdo, discos estéreis de 6 mm de diametro foram
embebidos com 20 pL dos extratos em diferentes concentragdes e aplicados sobre a superficie
das placas. Para o ensaio de difusdo em pogo-cavidade, foram utilizados po¢os com 10 mm de
diametro, feitos com auxilio de ponteiras estéreis, e preenchidos com 100 pL dos extratos
testados.

As placas foram incubadas a 35 £ 2 °C por 16 a 20 horas. Apos a incubagdo, os

halos de inibicdo foram medidos com régua milimetrada. Como controle negativo, utilizou-se



a solucdo veiculo (DMSO/Tween 80/4gua) sem extrato, a fim de verificar a interferéncia dos

solventes no crescimento bacteriano.

2.6 Insights Farmacologicos
Para prever in silico pard@metros farmacocinéticos e de biodisponibilidade oral dos
10 metabolitos secundérios, utilizou-se 0 SwisSADME (http://www.swissadme.ch/index.php),

conforme demonstrado no trabalho de Akter et al. (2024).

2.7 Atividade Citotdxica

A citotoxicidade das folhas e caules de Maytenus ilicifolia foi avaliada por meio de
um ensaio com hemaécias de carneiro, conforme metodologia adaptada de Sousa et al. (2022).
As hemacias, preparadas em suspensao a 2% em NaCl 0,9%, foram incubadas com extratos nas
concentragdes de 50, 100, 200 e 400 pg/mL por 1 hora sob agitagdo. Apos centrifugacdo, a
liberagdo de hemoglobina foi medida por espectrofotometria a 541 nm, indicando lise celular.
Agua destilada e solucdo salina foram utilizados como controles positivo e negativo,
respectivamente. Cada analise foi realizada em triplicata, e a porcentagem de hemdlise foi

determinada por meio da equagéo IlI.

ABSy — ABS;
ABScp — ABSy

ABSg = Absorbancia do extrato; ABSg = Absorbancia do branco; ABScp = Absorbancia do

(111) % de hemolise = 100

controle positivo; 100 = fator de correcdo para %.

A citotoxicidade dos extratos foi classificada com base no percentual de hemolise:
baixa (<40%), moderada (41-80%) e alta (>80%) segundo Sousa et al. (2022). A anélise
estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, seguida do teste de Tukey, com nivel de

significancia de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar as propriedades bioativas e o
potencial farmacoldgico de Maytenus ilicifolia, de forma a contribuir para o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas baseadas em produtos naturais para 0 combate a infecces
bacterianas. Inicialmente, é importante destacar que M. ilicifolia € uma planta medicinal
amplamente reconhecida por seus beneficios a saude humana, sendo empregada como

fitoterapico e incluida na Relagdo Nacional de Medicamentos. Atualmente, esté disponivel em



diversas formas farmacéuticas, como cépsulas, emulsdes, solugdes orais e tinturas (Meirelles et
al., 2022).

De acordo com Aboud et al. (2024), as plantas sintetizam metabdlitos secundarios
como parte de seus mecanismos de defesa contra estresses bidticos e abioticos. Dentre os
principais compostos desse grupo, destacam-se os alcaloides, flavonoides, terpenoides, fendis
e saponinas. Esses metabdlitos apresentam diversas atividades biologicas de interesse
farmacéutico, sendo essenciais para o desenvolvimento de novos farmacos. Estudos ja
demonstraram propriedades promissoras desses metabdlicos, como agbes antibacteriana,
anticancerigena, antidiabética, anti-inflamatéria, antioxidante, antiviral, citotoxica e
hipoglicemiante (Hasnat et al., 2024).

Neste estudo, foram aplicados diferentes testes para a detec¢do dos metabolitos
citados anteriormente. Os resultados indicaram a presenca de taninos, flavonoides, saponinas e
cumarinas em ambos os extratos. Em contraste, os testes para alcaloides ndo indicaram a
presenca desses compostos em nenhuma das amostras analisadas, o que diverge dos achados de
Meirelles et al. (2022), que relataram a presenca desse metabolito, juntamente com os demais
compostos investigados, na composicao desta espécie botanica (Tabela 1). Essa discrepancia
pode estar relacionada a sazonalidade, um fator que influencia significativamente o teor de
fitoconstituintes das plantas, conforme demonstrado no estudo de Claro et al. (2024).

Tabela 1. Screening fitoquimico dos extratos das folhas e caules (E1) e folhas (E2) da Maytenus ilicifolia.

Metabdlicos Teste El E2
Taninos Cloreto férrico + +
Shinoda + +

. Cloreto de aluminio  + +

Flavonoides

Pew + +

Taubouk + +

Saponinas Formagéo de espuma  + +
Cumarinas 365nm + +
Dragendorf - -

Alcaloides Mayer -

Bouchard - -

Legenda: + = detectado; - = ndo detectado.
Fonte: Autoria prépria, 2025.

Os perfis quimicos obtidos por espectrofotometria UV-Vis dos extratos etanélicos
foram semelhantes (Figura 1). No entanto, o extrato E1 apresentou maior intensidade de
absorcédo, sugerindo uma extragdo mais eficiente dos metabolitos secundarios previamente
identificados. Ambos os extratos exibiram um pico intenso na regido entre 300 e 500 nm,
compativel com a presenca de compostos fenolicos como taninos, flavonoides e cumarinas,
conforme indicado pelo screening fitoquimico (Macédo, 2015). Além disso, observa-se um pico

discreto entre 650 e 700 nm, o qual sugere a presenca de pigmentos como a clorofila, que possui



bandas de absor¢éo nas regides azul e vermelha do espectro visivel, com maximo em torno de
680 nm (Streit et al., 2005), refletindo luz verde. Esse achado é corroborado pela coloracéo

esverdeada observada durante a preparacao dos extratos secos.

Figura 1. Caracterizagdo do padrdo quimico por espectrofotometria UV-Vis da amostra de folhas e caules (E1) e
folhas (E2) da Maytenus ilicifolia.
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Fonte: Autoria prépria, 2025.
Dentre os fitoconstituintes analisados, os flavonoides se destacam pelo interesse

cientifico que despertam, principalmente devido a sua reconhecida capacidade de eliminar
espécies reativas de oxigénio, atuando como potentes agentes anti-inflamatorios. Além disso,
diversos estudos tém atribuido a esse grupo propriedades antimicrobianas, inclusive contra
cepas bacterianas resistentes (Pacheco; Peraza; Pinto, 2021). Considerando esses aspectos, 0
presente estudo investigou o teor de flavonoides totais em ambas as amostras comerciais de M.
ilicifolia. Para isso, foi elaborada uma curva de calibracdo para cada amostra com base nas
absorbancias obtidas nos testes de flavonoides totais, conforme ilustrado na Figura 2. Essa
curva permitiu a determinacéo da equacdo da reta e do coeficiente de correlacdo (r), que avalia
a qualidade do ajuste dos pontos experimentais. Quanto mais proximo de 1 for esse coeficiente,

melhor sera a reprodutibilidade da técnica.

Figura 2. Curva de calibracéo por padrédo de quercetina da amostra de folhas e caules (A) e folhas (B) da
Maytenus ilicifolia.
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Fonte: Autoria prépria, 2025.
Os resultados da determinagdo do teor de flavonoides totais, expressos em

equivalentes de quercetina por mg de material vegetal seco, estdo apresentados na Figura 3. A
amostra composta por folhas e caules (E1) apresentou uma media de 372,6 + 0,4 mg/10 g,
enguanto a amostra composta por folhas (E2) apresentou 346,4 + 0,3 mg/10 g. A aplicacdo do

teste t de Student revelou uma diferenga estatisticamente significativa entre as amostras,



indicando que as folhas e caules de Maytenus ilicifolia possuem uma maior concentracéo de
flavonoides totais em comparacdo a amostra composta somente de folhas (<0,0001). Além
disso, o teste identificou uma diferenca média de -26,22 + 0,3036 mg/10 g entre as amostras.

O estudo de Bittar et al. (2024), que avaliou a atividade antioxidante,
anticoagulante, antimicrobiana, citotoxica e o perfil fitoquimico das folhas de Maytenus
ilicifolia, identificou um teor de flavonoides totais de 351,40 + 37,61 mg/g na fragdo etandlica
do seu extrato. Esse valor é aproximadamente dez vezes superior ao encontrado na fragédo
etanolica composta exclusivamente por folhas (E2) utilizada no presente estudo. No entanto, €
importante destacar que os autores utilizaram uma quantidade de material vegetal para extracéo
cerca de 26 vezes maior, além de apresentarem maior variacdo nos resultados, enquanto o
presente estudo se mostrou mais preciso.

Além disso, a diferenca nos teores identificados no presente estudo pode ser
atribuida a trés principais fatores: condi¢Ges de armazenamento das amostras, sazonalidade e
variagdo na composigdo das amostras. De acordo com Marifio et al. (2019), compostos como
os flavonoides sdo facilmente oxidados por fatores como calor, luz, presenca de metais e
enzimas, 0 que pode resultar em variagdes significativas nos teores, especialmente quando as
amostras ndo sdo devidamente acondicionadas. Além disso, como mencionado anteriormente,
a sazonalidade interfere diretamente na biossintese de metabolitos secundarios — no caso dos
flavonoides, sua producdo tende a ser mais intensa durante a primavera. Por fim, a diferenca na
composicdo das amostras analisadas pode ter contribuido para os resultados observados,
entretanto ndo ha estudos especificos comparando os teores de flavonoides entre folhas e caules
dessa espécie, 0 que representa uma limitacdo para a discussao mais aprofundada dos dados
obtidos.

Figura 3. Determinacédo do teor de flavonoides totais dos extratos folhas e caules (E1) e folhas (E2) da Maytenus

ilicifolia.
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Meirelles et al. (2022) realizaram um estudo com o objetivo de analisar

sistematicamente 0s aspectos botanicos, usos tradicionais, composicdo quimica e formas



farmacéuticas de Maytenus ilicifolia, fornecendo uma reviséo critica sobre a planta e seus
derivados. Os autores destacam que 0s principais compostos responsaveis pelas atividades
bioldgicas que sustentam o uso tradicional da espécie sdo as moléculas fenolicas, em especial
os flavonoides e taninos. Diante disso, foram selecionados 10 fitoconstituintes pertencentes a
esses grupos, conforme descrito por Moura et al. (2021), para previses in silico.

Ainda, considerando o0 avango preocupante da resisténcia bacteriana, o presente
estudo avaliou a interacdo desses compostos presentes na M. ilicifolia com enzimas-chave
envolvidas na resisténcia antimicrobiana, a saber: KPC-2, NDM-1, OXA-48 e PBP2a,
baseando-se no uso da bioinforméatica como uma ferramenta estratégica de triagem inicial na
identificacdo de novos compostos com potencial atividade antibacteriana.

Essas enzimas vém sendo amplamente estudadas devido a sua relevancia
epidemioldgica e a urgéncia por novas estratégias terapéuticas que as neutralizem. Segundo
Tilahun et al. (2021), a NDM-1 ¢ a carbapenemase mais prevalente associada a resisténcia
antimicrobiana na India, Paquistdo e Sri Lanka. Ja as Enterobacteriaceae produtoras de KPC
sdo predominantes nos Estados Unidos, Colémbia, Argentina, Grécia e Italia. Enzimas
semelhantes a OXA-48, por sua vez, tém sido frequentemente identificadas na Turquia, Malta,
Oriente Médio e Norte da Africa. Além disso, o Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), conferida pela expressao da proteina de ligacéo a penicilina 2a (PBP2a), destaca-se
como um dos patégenos multirresistentes mais comuns em ambientes de assisténcia a saude em
todo o mundo, sendo, inclusive, incluido na lista de prioridade da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (Chen et al., 2022).

Antes da realizacdo do docking com os metabdlitos secundarios, os coligantes
originais de cada enzima foram removidos e, em seguida, submetidos a uma otimizagédo
estrutural. Apds essa etapa, os coligantes otimizados foram reposicionados nos sitios ativos das
proteinas para validar o método utilizado. A sobreposicdo das estruturas gerou valores de
RMSD inferiores a 2 A, o que demonstra a precisio e a confiabilidade do protocolo de
ancoragem adotado, uma vez que, de acordo com Castro-Alvarez, Costa e Vilarrasa (2017), um
RMSD <2 A ¢ considerado adequado para a valida¢io de experimentos de docking.

A Tabela 2 e a Figura 4 detalham as interagbes moleculares observadas na
ancoragem dos fitoconstituintes avaliados, juntamente com os inibidores das proteinas-alvo
estudadas. Observou-se que a afinidade de ligacdo dos compostos presentes na Maytenus
ilicifolia variou entre -14,4 e -5,9 kcal/mol para KPC-2, entre -12,4 e -4,5 kcal/mol para NDM-
1, entre -12,3 e 5,6 kcal/mol para OXA-48, e entre -14,3 e -5,6 kcal/mol para PBP2a.



No que se refere a KPC-2, uma serina f-lactamase de classe A, seu sitio ativo
hidrolisa B-lactamicos através da formacdo de uma acil-enzima covalente. Os principais
residuos de aminoacidos envolvidos no seu sitio ativo incluem Ser130, Lys234, Trp105, Thr235
e Thr237, com a maioria dos compostos estudados formando ao menos uma ligacdo de
hidrogénio com esses residuos (Tabela 2) (Oselusi et al., 2023).

Em relacdo a NDM-1, o sitio ativo desta metaloproteina é composto por dois ions
Zn*" coordenados pelos aminoacidos His120, His122, Aspl24, His189, Cys208 e His250.
Observou-se que o acido malico, a quercetina-3-rutinosideo-7-ramnosideo e a apigenina-6-C-
glicosideo-8-C-arabinosideo estabeleceram ligacGes de hidrogénio com esses residuos ativos
(Tabela 2) (Valencia et al., 2024).

Para a OXA-48, os residuos Arg250, Arg214 e Tyr211 compBGem o sitio ativo e
participaram de quase todas as interacdes de hidrogénio identificadas neste estudo (Zhang et
al., 2022). Por fim, no caso da PBP2a, conforme descrito por Ambade et al. (2023), os principais
residuos de aminoacidos envolvidos no sitio ativo incluem Ser403, Lys406, Arg445, Tyr4d46,
Glud47, 11e459, Glu460, Ser462, Asp463 e Asn464, com a maioria dos compostos apresentando
interacdes relevantes com esses aminoacidos (Tabela 2).

Todavia, embora as melhores afinidades de ligagdo tenham sido associadas a
compostos com maior nimero de atomos pesados (ndo hidrogénios), a analise da eficiéncia do
ligante, ilustrada na Figura 4A, revelou que os compostos com maior energia de ligacdo e menor
numero de atomos apresentaram melhor desempenho, uma vez que 0s compostos com menor
energia de ligacdo e menor nimero de atomos apresentaram melhor desempenho,
possivelmente por favorecerem interagdes mais especificas e eficientes com o alvo bioldgico.
No entanto, essa correlacdo deve ser interpretada com cautela, uma vez que fatores como a
distancia e a orientacdo das interagdes moleculares também influenciam significativamente o
perfil de ligagéo e a seletividade (Fatoki et al., 2024).

Além disso, ao comparar os diferentes compostos testados, observou-se que a
maioria ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas entre si (p > 0,05). No entanto,
algumas comparagdes especificas revelaram diferengas significativas, destacando-se
especialmente aquelas envolvendo o acido citrico e o &cido malico, sugerindo que esses

compostos apresentam comportamento mais promissor em relagcdo aos demais (Figura 4B).

Tabela 2. Afinidades de ligagao e ligagdes de hidrogénio dos principais fitoconstituintes da espécie de Maytenus
ilicifolia e inibidores das enzimas KPC-2, NDM-1, OXA-48 e PBP2a.

HA KPC-2 NDM-1 OXA-48 PBP2a
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Legenda: * = ChemSpider; 2 = Pubchem.
Fonte: Autores, 2025.
Figura 4. Eficiéncia dos ligantes frente as enzimas KPC-2, NDM-1, OXA-48 e PBP2a e multipla comparagéo
dos fitoconstituintes testados.
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Legenda: 1 = Acido malico; 2 = Acido citrico; 3 = Epigalocatequina; 4 = Epicatequina; 5 = Epiafzelequina; 6 =
Quercetina-3-rutinosideo-7-glicosideo; 7 = Quercetina-3-rutinosideo-7-ramnosideo; 8 = Quercetina-3-glicosideo;
9 = Kaempferol 7-O-glicosideo; 10 = Apigenina-6-C-glicosideo-8-C-arabinosideo; 11 = Avibactam; 12 =
Ceftarolina.

Fonte: Autores, 2025.

Apds a triagem inicial dos compostos presentes no extrato de Maytenus ilicifolia,
foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos frente a diferentes cepas
bacterianas, por 4 metodologias, incluindo isolados sensiveis e resistentes, abrangendo tanto
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas, no qual, conforme apresentado na Tabela 3,
observou-se que ambos 0s extratos demonstraram atividade antimicrobiana frente a cepa de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (ATCC 33591) e Klebsiella
pneumoniae sensivel (ATCC 70063).

Em consonancia com os achados deste estudo, Vargas et al. (2020) destacam que a
reduzida atividade antimicrobiana de produtos naturais contra bactérias Gram-negativas pode
estar relacionada a estrutura complexa da sua membrana externa, caracterizada pela presenca
de lipopolissacarideos, proteinas e lipideos. Essa barreira estrutural dificulta a penetragédo de
compostos bioativos, 0 que pode explicar a auséncia de atividade frente a maioria das cepas
Gram-negativas testadas, com excecdo da cepa sensivel de K. pneumoniae.

Além disso, 0s mesmos autores enfatizam que variagdes genéticas dentro de uma
mesma espécie bacteriana podem resultar em perfis de sensibilidade distintos. Essa observacéao
corrobora os resultados obtidos no presente trabalho, nos quais a cepa sensivel de S. aureus
(ATCC 25923) néo apresentou sensibilidade aos extratos, ao passo que a cepa resistente (ATCC
33591) foi inibida (Vargas et al., 2020).

No entanto, diferentemente dos achados do presente estudo, Bittar et al. (2024)
determinaram a CIM da fracédo etanodlica do extrato de M. ilicifolia em 250 pg/mL frente a S.

aureus sensivel ¢ em 500 ug/mL frente a Pseudomonas aeruginosa. Conforme mencionado



anteriormente, tais resultados podem ser atribuidos ao uso de uma quantidade
significativamente maior de material botanico disponivel para extragdo, o que pode ter
favorecido a uma extracdo mais eficiente de metabdlitos secundarios bioativos, uma vez que,
sabe-se que a combinacdo desses compostos € determinante para a atividade antimicrobiana de
diversas plantas medicinais, as quais vém sendo estudadas como potenciais alternativas frente

a crescente resisténcia aos antimicrobianos convencionais (Colacite, 2015).

Tabela 3. Concentracéo inibitéria minima, por diferentes metodologias, dos extratos folhas e caules (E1) e
folhas (E2) da Maytenus ilicifolia.
Microdiluicdo  Macrodiluicdo  Disco-difusdo  Pocgo-cavidade
El E2 El E2 El E2 El E2

>1024 >1024 >1024 - >1024 >1024 >1024 >1024

Gam Microrganismos

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Staphylococcus aureus
ATCC 33591

Escherichia coli ATCC
25922
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa
PAO1
Pseudomonas aeruginosa
PA23
Klebsiella pneumoniae
ATCC 70063
Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA1705
Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA2146
Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA2524

Legenda: As concentracfes sdo dadas em pg/mL.
Fonte: Autores, 2025.

Como mencionado anteriormente, tendo em vista o crescente desenvolvimento de

Positivo
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64 1024 - - - - - -
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resisténcia antimicrobiana, o estudo de fitoconstituintes de produtos naturais tem sido
rotineiramente impulsionado (Khare et al., 2021). Com isso, estudou-se as propriedades de
absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excregédo de 10 fitoconstituintes presentes na Maytenus
ilicifolia.

De maneira geral, os compostos com menor peso molecular apresentaram melhor
absorcdo gastrointestinal (GI) e maiores indices de biodisponibilidade. Em contraste, 0s
flavonoides glicosilados e os compostos com multiplas violagdes das regras de Lipinski
demonstraram baixa absorcdo Gl e biodisponibilidade reduzida, provavelmente devido as suas
caracteristicas estruturais desfavoraveis a permeabilidade oral. Nenhum dos compostos
avaliados foi capaz de atravessar a barreira hematoencefdlica (BHE), o que pode ser
considerado vantajoso em formulagdes destinadas a evitar efeitos no sistema nervoso central.

Além disso, apenas alguns compostos apresentaram potencial inibitério da isoforma CYP3A4,



sugerindo um baixo risco de intera¢cbes medicamentosas associadas ao metabolismo hepético

(Tabela 4). Assim, com base nos critérios propostos por Lipinski et al. (1997), os cinco

primeiros fitoconstituintes analisados mostram-se como os candidatos mais promissores para 0

desenvolvimento de farmacos.

Tabela 4. Insights farmacol6gicos dos principais fitoconstituintes da espécie de Maytenus ilicifolia.

Peso Pontuacéo de Absorc¢éo Inibidor
Composto molecular cLogP LogS Lipinski biodisponibilidade Gl BHE Pgp do
(g/mol) CYP3A4
Acido malico 134,09 -1,00 0,32 Sim 0,56 Alta Né&o - Néo
Acido citrico 192,12 -151 0,38 Sim 0,56 Baixa Né&o - Né&o
Sim; 1
Epigalocatequina 306,27 042 -2,08 violagéo: 0,55 Alta Néo - Nao
NHorOH>5
Epicatequina 290,27 0,85 -2,22 Sim 0,55 Alta Né&o + Né&o
Epiafzelequina 274,27 1,20 -2,37 Sim 0,55 Alta Né&o + Né&o
Né&o: 3
Quercetina-3- violacdes:
rutinosideo-7- 772,66 -3,16  -2,91 MW>500, 0,17 Baixa Né&o + Né&o
glicosideo NorO>10,
NHorOH>5
Né&o: 3
Quercetina-3- violagdes:
rutinosideo-7- 756,66 -2,39  -3,19 MW>500, 0,17 Baixa Né&o + Né&o
ramnosideo NorO>10,
NHorOH>5
Né&o: 2
Quercetina-3- violacdes: . x <
glicosideo 463,3 -0,23  -3,03 Nor0>10, 0,11 Baixa Néo - Nao
NHorOH>5
Né&o: 2
Kaempferol 7-O- violagdes: . x x
glicosideo 448,38 0,10 -3,18 Noro>10, 0,17 Baixa Né&o + Né&o
NHorOH>5
Né&o: 3
Apigenina-6-C- violacdes:
glicosideo-8-C- 564,49 -154  -2,27 MW=>500, 0,17 Baixa Né&o + Néo
arabinosideo NorO>10,
NHorOH>5

Legenda: HA = nimero de atomos (ndo hidrogénios); cLogP = coeficiente de particdo octanol / 4gua calculado;
LogS = solubilidade da substancia em &gua; Gl = gastrointestinal; BHE = barreira hematoencefalica; Pgp =
Glicoproteina P.

Fonte: Autores, 2025.
No que se refere a toxicidade de plantas medicinais, Pereira et al. (2022) destacam

que preparacdes e medicamentos fitoterapicos devem ser submetidos a testes rigorosos que

garantam sua seguranca, a fim de evitar danos a saude dos individuos. Esses estudos contribuem

para desconstruir a crenca popular de que “o natural nao faz mal”, evidenciando que muitos

fitoterapicos podem, sim, desencadear reagdes toxicas.

Diante disso, a Figura 5 apresenta o perfil citotoxico das folhas e caules de

Maytenus ilicifolia, com base no ensaio de atividade hemolitica. O estudo de Souza et al. (2022)



demonstra e classifica, por meio de percentuais, a citotoxicidade dos extratos naturais utilizados
como base para esta analise. Evidenciou-se na Figura 5A uma relacdo concentracdo-
dependéncia, com aumento progressivo da lise celular em concentragdes mais elevadas. Na
maior concentracdo testada (Figura 5B), ambos os extratos (E1 — folhas e caules; E2 — apenas
folhas) apresentaram citotoxicidade estatisticamente distinta entre si e em relacéo aos controles,
com valores médios de 25,2 + 1,0% (E1) e 38,6 + 1,4% (E2) (p < 0,0001). Embora ambos
permanecam dentro de um perfil de baixa toxicidade, o E2 apresentou um maior poder
citotoxico.

Nas concentracdes intermediarias (Figura 5C e 5D), os extratos mantiveram
citotoxicidade inferior a 40%. Ainda, observou-se diferenca significativa entre E1 e E2 apenas
na concentragdo de 200 pg/mL, sugerindo maior atividade citotoxica de E2 (p < 0,0001). Ja em
100 pg/mL, os extratos ndo diferiram estatisticamente entre si, com médias de 19,9 + 1,4% (E1)
e 21,5+ 0,9% (E2) (p > 0,05).

Na menor concentracédo avaliada (Figura 5E), ambos os extratos seguiram o padrdo
de baixa toxicidade, com médias de 17,8 + 1,0% (E1) e 20,9 + 1,4% (E2). A analise estatistica
confirmou diferencgas significativas entre amostras e controles em todas as concentracdes
testadas (p < 0,0001), sugerindo que a amostra E2 tem maior toxicidade.

A presente metodologia baseia-se no principio de que metabdlitos esteroidais, como
as saponinas, compostos detectados nas amostras analisadas, podem comprometer a integridade
das membranas celulares, especialmente das hemécias. 1sso ocorre porque tais substancias
interagem com componentes lipidicos da membrana, como o0s esterdis (por exemplo, 0
colesterol), promovendo sua desestabilizagdo e consequente extravasamento de hemoglobina
(Souzaet al., 2022).

De forma semelhante, o estudo de Bittar et al. (2024), que avaliou a citotoxicidade
in vitro de folhas de M. ilicifolia em macréfagos murinos, demonstrou que a fracdo etandlica
apresenta baixa citotoxicidade em concentracdes inferiores a 500 pg/mL, mostrando que,
mesmo em diferentes matrizes celulares, os extratos mostram baixa toxicidade. No entanto, a
partir dessa concentragdo, observou-se um aumento significativo da atividade citotdxica.
Assim, embora o ensaio hemolitico com hemacias fornega resultados preliminares, ele se
mostrou uma ferramenta eficaz e sensivel para a triagem inicial do potencial citotoxico da M.
ilicifolia, além de permitir a avaliagdo de concentracdes que ndo foram exploradas no estudo
dos referidos autores, contribuindo para a ampliacdo e complementacdo dos dados ja
publicados.

Figura 5. Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de folhas e caules (E1) e folhas (E2) da Maytenus ilicifolia.
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Legenda: ns = p-valor > 0,05; ** p-valor = 0,0093; **** p-valor < 0,0001.
Fonte: Autores, 2025.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que os extratos analisados apresentam
atividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina e
Klebsiella pneumoniae sensivel, sugerindo potencial aplicacdo como agentes bioativos. Dentre
0s compostos majoritarios identificados na Maytenus ilicifolia, o 4cido malico, acido citrico e
as catequinas destacaram-se quando se observou a eficiéncia do ligante, enquanto o0s
flavonoides tiveram maiores afinidades de ligacdo. No entanto, este trabalho apresenta
limitagdes importantes, como a auséncia de testes com 0s compostos isolados.

Portanto, este trabalho contribui para a ampliagdo do conhecimento acerca dos
constituintes bioativos de M. ilicifolia e oferece subsidios importantes para futuras
investigacdes voltadas ao desenvolvimento de terapias baseadas em produtos naturais.
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