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RESUMO

DE OLIVEIRA, Jéssyca Fernandes. Investigacdo da Atividade de Extratos de Humiria
balsamifera frente a Patbgenos Hospitalares: Estudo para Valorizacdo de uma Espécie da
Restinga de Jurubatiba. Rio de Janeiro, 2013. Trabalho de Concluséo de Curso em Farmacia —

Campus Prof. Aloisio Teixeira, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

O reconhecimento da medicina convencional quanto ao uso de derivados de plantas é cada vez
maior, pois diversos patdgenos tém apresentado resisténcia frente aos antimicrobianos utilizados
clinicamente. Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar a atividade antibacteriana de extratos
da espécie vegetal Humiria balsamifera utilizando bactérias isoladas de sitios de infeccdes
hospitalares e promover o isolamento biomonitorado dos constituintes bioativos. Folhas e caules
de H. balsamifera coletadas na Restinga de Jurubatiba foram submetidas & maceracdo em
etanol a temperatura ambiente. O extrato bruto da folha (EBF) mais ativo foi submetido a
particdo liquido-liquido com n-hexano (HXA), diclorometano (DCL) acetato de etila,(AcOE)
butanol (BUOH) e agua (AQ). Todos os extratos e frac6es foram avaliados a 128, 256 e 512
pg/mL frente a 32 bactérias, dentre elas, amostras de referéncia ATCC e clinicas. A fracdo AQ
inibiu 1 bactéria (Acinetobacter baumanii) a 128 ug/mL, enquanto os demais ndo apresentaram
atividade nesta concentracdo. A 256 ug/mL apenas o EBF e as fracdes AQ e AcOEt foram
ativos, inibindo 2, 1, 2 amostras, respectivamente. A fracdo AQ mostrou a melhor atividade a 512
pg/mL, inibindo 14 bactérias. Nesta concentragdo, a fracdo em AcOEt, HXA, DCL, BUOH e o
decocto inibiram 9, 6, 4, 1 e 1 bactéria(s), respectivamente, enquanto o EBF inibiu 7. Entre as
bactérias inibidas pela fracdo HXA encontram-se Staphylococcus capitis, Staphylococcus
epidermidis, Acinetobacter spp, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. A analise por
cromatografia em camada fina da fracdo HXA utilizando anisaldeido sulflrrico sugeriu a presenca
de esqueletos terpénicos, classe quimica ja descrita para H. balsamifera. A identificacao foi
confirmada por CG-EM, que revelou a presenca de derivados triterpénicos, como os do tipo
friedelan-3-ona, como majoritarios. A HXA foi purificada por cromatografia em coluna tendo sido
obtidas 390 sub-fracdes que foram reunidas por semelhanca no comportamento cromatografico
e, posteriormente, analisadas por CG-EM, que indicou a presencga de a- e 3-amirina e friedelina.
As substancias purificadas foram ainda submetidas a anélises por RMN-'H e -**C, HSQC, HMBC
e COSY, que sugeriram a presenca de um esqueleto terpenoidal em uma das fragées. Os
resultados alcancados sao promissores e descrevem pela primeira vez a atividade antibacteriana

de extratos de H. balsamifera frente a patégenos hospitalares.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana, Humiria balsamifera, Restinga de Jurubatiba,

Staphylococcus sp., triterpenos.



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Jéssyca Fernandes. Humiria balsamifera Extracts Investigation Against
Nosocomial Pathogens: A Study for the Valorization of a Specie from Restinga de
Jurubatiba. Rio de Janeiro, 2013. Trabalho de Conclusédo de Curso em Farmécia- Campus Prof.

Aloisio Teixeira, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, 2013.

The admission of conventional medicine considering the use of plant-derived drugs is growing
since many pathogens have shown resistance against the current clinical antibiotics. Therefore,
the goal of this study was to promote the antibacterial activity evaluation of Humiria balsamifera
extracts by using bacteria clinical isolates from nosocomial infections sites and, a bioguide
fractionation study. Leafs and stem from H. Balsamifera collected in Restinga of Jurubatiba were
subjected to maceration in ethanol at room temperature. The leaf crude extract (LCE), more
active, was submitted to a liquid-liquid partition with n-hexanes (HXA), dichloromethane (DCL),
ethyl acetate (EtAc), buthanol (BUOH) and water (AQ). All extracts and fractions were evaluated
at 128, 256 and 512 pg / mL against 32 ATCC and clinical isolated bacteria strains. The AQ
fraction inhibited 1 bacteria (Acinetobacter baumannii) at 128 ug / mL, while the others showed
no activity at this concentration. At 256 pg / mL just the LCE, AQ and EtAc fractions were active,
inhibiting 2, 1, 2 samples, respectively. The AQ fraction showed the highest activity at 512 ug /
mL, inhibiting 14 bacteria. At this concentration, the fractions EtAc, HXA, DCL, BUOH and decoct
inhibited 9, 6, 4, 1 and 1 bacteria, respectively, while the LCE inhibited 7. Among the bacteria
inhibited by HXA are Staphylococcus capitis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter spp and Enterococcus faecalis. The thin layer chromatography analysis of
the HXA fraction using sulfuric anisaldehyde suggested the presence of terpene skeletons, a
chemical class already described for H. balsamifera. The identification was confirmed by GC-MS
which showed the presence of triterpene type derivatives, such as friedelan-3-one, as major
compounds. The HXA was purified by column chromatography being obtained 390 sub-fractions
that were assembled for similarity in their chromatographic profile and, analyzed by GC-MS,
which indicated the presence of a- and p-amyrin and friedelin. The purified substances were also
examined by 'H-and *C-NMR, HSQC, HMBC and COSY, suggesting the presence of a
terpenoidal skeleton in one of the sub-fractions. The results are promising and describe for the

first time the antibacterial activity of H. balsamifera extracts against nosocomial pathogens.

Keywords: Antibacterial activity, Humiria balsamifera, Restinga de Jurubatiba, Staphylococcus

sp., triterpenes.



1. INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

O emprego de plantas com atividades terapéuticas na prevencao, tratamento
ou cura de doencas é uma das praticas medicinais mais antigas da humanidade
(VOLPATO, 2005). Nas ultimas décadas, a pesquisa por novos agentes anti-
infecciosos tem sido foco de muitos grupos de pesquisa (RIOS e RECIO, 2005) e, os
produtos naturais tém obtido um incrivel sucesso em servir como fonte para
a descoberta de novos medicamentos antibacterianos (BIBI et al., 2011).

Muitas plantas sdo reconhecidas na literatura por apresentar importante
atividade antibacteriana. Algumas destas plantas sdo relatadas na revisdo de
Cowan (1999) exibindo atividade inibitéria frente a diferentes espécies bacterianas
como Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Salmonella sp., Escherichia coli,
Enterococcus faecalis e outras. Entre estas espécies vegetais ativas estdo a
Medicago sativa, Aloe barbadensis, Aloe vera, Euphorbia tirucalli, Piper nigrum,
Matricaria chamomilla, Capsicum annuum, Erythroxylum coca, Vicia faba, Eucalyptus
globulus, Panax notoginseng, Lawsonia inermis, Camellia sinensis, Calendula
officinalis, Anemone pulsatilla, entre outras.

Em estudo realizado por De Lima et al. (2006) no qual foi avaliada a atividade
antibacteriana de plantas utilizadas na medicina tradicional brasileira, demonstrou-se
gque o Oleo de copaiba (obtido comercialmente) derivado de Copaifera spp. e
extratos alcoolicos obtidos a partir das seguintes partes do vegetal: rizoma da
Jatropha elliptica, cascas do caule de Schinus terebinthifolius e Erythrina mulungu,
caules e folhas de Caesalpinia pyramidalis e Serjania lethalis, e cascas do caule e
folhas de Lafoensia pacari, representam importantes fontes de agentes
antibacterianos contra S.aureus sensiveis e/ou resistentes. E importante destacar
que algumas destas plantas ou produtos, como por exemplo, Schinus
terebinthifolius, Lafoensia pacari e 0 0leo de copaiba, j& sdo comercializados na
forma de fitoterapicos no Brasil.

A medicina convencional tem mostrado cada vez mais o interesse pelo uso de
derivados de plantas, ja que diversos patégenos tém apresentado resisténcia frente
aos antimicrobianos utilizados clinicamente (LEWIS et al., 2000). O aumento da

prevaléncia da resisténcia bacteriana a antibiéticos, principalmente associados com



a extensa utilizacdo de agentes antimicrobianos, pode resultar numa matriz de
substéancias insuficiente para combater algumas infeccoes bacterianas (HOERLLE e
BRANDELLI, 2009), tornando-se necessaria uma busca continua pela comunidade

cientifica por novas alternativas de tratamento contra estas infeccoes.

1.2 RESISTENCIA BACTERIANA

O aumento da resisténcia antimicrobiana entre patdgenos nosocomiais e
adquiridos na comunidade é reconhecida em todo o mundo (SADER et al., 2004). A
resisténcia de bactérias patogénicas a antimicrobianos foi detectada ha décadas e o
surgimento cada vez mais frequente de cepas resistentes a multiplas drogas (MDR),
tanto em cepas bacterianas Gram-negativas quanto Gram-positivas, tem
caracterizado um grande perigo de saude publica, uma vez que muitas infec¢des
causadas por estas cepas sao quase intrataveis (DUBEY e PADHY,2012).

Héa evidéncias de que o consumo excessivo de antimicrobianos seja um fator
critico na selecdo de cepas resistentes. Porém, a sub-utilizacdo por dosagem
inadequada, a nao aderéncia ao tratamento, e a baixa qualidade dos
antimicrobianos pode desempenhar um papel tdo importante quanto o excesso de
uso, levando a resisténcia (ROSSI, 2011). O uso indiscriminado dos farmacos é um
fator relevante e que merece destaque no que diz respeito a pressao seletiva
exercida sobre os micro-organismos. O comprometimento do sistema imunol6gico
também é um agravante no combate a resisténcia aos micro-organismos, visto que,
a auséncia de um sistema de defesa capaz de superar o processo de infeccéo
bacteriana tende a selecionar cepas com maior capacidade de sobrevivéncia
(HARBARTH e SAMORE, 2005). A resisténcia antimicrobiana também esta
associada a evolucdo dos seres vivos através da recombinacéo e transmissédo de
genes de resisténcia, e a mutacdo espontanea, as quais promovem variabilidade
genética entre os micro-organismos (SOUZA et al., 1998).

Diferentes mecanismos de resisténcia podem ser encontrados para as
espécies bacterianas. O organismo pode adquirir, por exemplo, genes que codificam
enzimas, como as lactamases, que destroem 0 agente terapéutico antes que este
possa ter efeito. As bactérias podem também adquirir bombas de efluxo que
expulsam o agente antibacteriano da célula antes que este possa chegar ao seu

local de acdo e produzir efeito. E ainda as bactérias podem adquirir genes que



produzam alteragcbes nas paredes celulares bacterianas, ndo expondo sitios de
ligacdo ao agente antimicrobiano, ou adquirindo mutacdes que limitem o acesso de
agentes antimicrobianos ao sitio-alvo intracelular pela supressdo dos genes
codificadores das porinas (TENOVER, 2006).

Bactérias multirresistentes tém sido cada vez mais frequentes em hospitais do
mundo inteiro (NNIS, 2004), incluindo o Brasil, principalmente em unidades de
tratamento intensivo (UTI). O alto consumo de medicamentos de ultimo recurso,
ocorrente quando cepas apresentam resisténcia a quase todos os antibioticos
disponiveis, é frequente nas UTIs do Brasil. Muitas vezes também, o atraso nos
relatérios de microbiologia dos hospitais pode prejudicar a prescricdo de um
antibiotico especifico, contribuindo para um aumento da resisténcia devido a grande
pressao por uso de antibioticos de amplo espectro. Além disso, o Brasil ndo tem um
laboratério de microbiologia central de referéncia havendo caréncia de publicacbes
oficiais (ROSSI, 2011).

1.2.1 Panorama dos Principais Patdégenos Causadores de Infeccdes

Hospitalares no Brasil e América Latina

De acordo com Rossi (2011) o aumento da prevaléncia da resisténcia
antimicrobiana é uma preocupacao global. Porém, o Brasil e paises da América
Latina em geral, tém niveis mais elevados de resisténcia bacteriana entre a maioria
dos patdgenos importantes, em comparacdo com a Europa e os Estados Unidos.
Isto ocorre, particularmente, entre bacilos gram-negativos n&o-fermentadores e
Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases de espectro ampliado, mas também
entre organismos gram-positivos como o Staphylococcus aureus.

O S. aureus é um coco gram-positivo responsavel por aproximadamente 20%
das infec¢cdes nosocomiais primarias da corrente sanguinea, estando em primeiro
lugar entre os patégenos causadores de infecgBes de pele e tecidos moles e, o
segundo patégeno mais encontrado em pacientes com infeccéo do trato respiratorio,
segundo estudo realizado em centros médicos da América Latina (Figura 1)
(GALES et al., 2012).
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Figura 1 - Distribuicao dos 10 principais patdgenos causadores de infec¢des da corrente sanguinea
(BSI), pneumonia, e infeccBes da pele e tecidos moles (SSTI) em pacientes internados (N) em
centros médicos Latino-Americanos participantes do Programa de Vigilancia Antimicrobial
SENTRY(2008-2010).(Fonte: GALES et al., 2012).

O S. aureus éum importante patdégeno humano, e o desenvolvimento
de resisténcia aos antibiéticos tem imposto um desafio aos médicos (MARCINAK e
FRANK, 2003). A partir do surgimento dos clones de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) um grave problema de saude publica global se iniciou. Varios
clones MRSA ja foram identificados em todo o mundo, e apesar de um destes clones
ter sido descrito como originado no Brasil, a epidemiologia molecular do clone MRSA
na América Latina ainda estd em grande parte desconhecida. A maioria dos clones
MRSA que circulam na América Latina estdo relacionados com 0s cinco principais
clones de S.aureus resistentes a meticilina, a saber. NYJ (Nova lorque/Japéo),

pediatrico, Brasileiro, Ibérico, e Hlingaro. No Brasil, o primeiro clone MRSA surgiu



em 1990, sendo ja identificados entre 1996 — 1998 clones com resisténcia
heterogénia a vancomicina e teicoplamina (RODRIGUEZ-NORIEGA et al., 2010).

Pseudomonas aeruginosa multirresistente € também uma das principais
causas de infeccdes nosocomias em muitas UTIs brasileiras, ficando em primeiro
lugar como causa de pneumonia nosocomial, sendo responsével por cerca de 31%
destas infec¢cbes e, em terceiro lugar, entre os patégenos causadores de infeccdes
de pele e tecidos moles em estudo realizado em centros médicos da América Latina
(Figura 1) (GALES et al., 2012). A resisténcia antimicrobiana entre amostras de P.
aeruginosa em paises latino-americanos tem aumentado significativamente ao longo
de um periodo de tempo relativamente curto (ANDRADE et al., 2003). Altas taxas de
resisténcia aos carbapenémicos foram relatadas entre os isolados, o que é
resultante da disseminacdo de um clone epidémico designado clone SP e também,
do surgimento de cepas resistentes devido a pressdo seletiva exercida pelos
antimicrobianos (ROSSI, 2011).

Espécies do género Acinetobacter, bactérias Gram-negativas, também
possuem grande representatividade no panorama das infec¢des hospitalares. Estes
foram os terceiros patdbgenos mais encontrados em pacientes com infeccdo do trato
respiratério, atingindo aproximadamente 18% dos pacientes, com 9% paras as
infeccbes de pele e tecidos moles (Figura 1) (GALES et al., 2012). As amostras do
complexo A. baumannii surgiram como importantes patdégenos nosocomiais,
causando pneumonia associada a ventilacdo, bacteremia, infeccdo do trato urinario
e outras infecgOes relacionadas a grandes surtos em UTIs brasileiras desde 1996.
Este complexo exibiu ainda, uma capacidade muito grande para adquirir novos
determinantes de mecanismos de resisténcia (ROSSI, 2011).

A familia Enterobacteriaceae compreende uma lista longa de bactérias Gram-
negativas, e dentre elas, algumas desenvolveram o mecanismo de resisténcia pela
producdo de B-lactamases de espectro ampliado. No estudo de Gales et al.(2012),
24,7% e 52,7% das espécies de E. coli e Klebsiella spp., respectivamente, exibiram
o fendtipo ESBL (Extended-spectrum f-lactamase producer) de acordo com o
critério epidemioldgico CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para
ESBL. As maiores taxas de fenétipo ESBL entre cepas de E. coli foram observadas
para amostras coletadas do México (48,4%), seguido pelo Chile (23,8%), Argentina

(18,1%) e Brasil (12,8%). Em contraste, entre cepas de Klebsiella spp., as taxas de



fendtipo ESBL foram maiores na Argentina (60,4%), seguido pelo Chile (59,2%),
Brasil (49,9), e México (33,3%).

Considerando a relevancia dos referidos patdgenos como importantes
causadores de infec¢cdes hospitalares e, os produtos naturais como fontes
alternativas de obtencédo de novos constituintes bioativos, esse trabalho propde a
investigagcdo de uma espécie vegetal ocorrente na Restinga de Jurubatiba. A
diversidade das condicOes fisicas desta regido da origem a uma grande variedade
de habitats, os quais sdo colonizadas por comunidades vegetais também bastante
diversificadas (ARAUJO e LACERDA 1987, apud KELECOM et al., 2002, p.271),
com uma riqueza e complexidade estrutural promissora, o que justifica a escolha de

espécies desta regido para nossos estudos.
1.3 RESTINGA DE JURUBATIBA: ASPECTOS GERAIS

O termo restinga, ecologicamente, refere-se ao mosaico de formacgdes
vegetais (herbaceas, arbustivas, arbdéreas) encontradas na planicie litoranea
arenosa de idade quaternaria (SCARANO, 2002). A Restinga de Jurubatiba,
localizada na regido Norte do Estado do Rio de Janeiro, Brasil, abrange as planicies
fluviais e marinha do litoral dos municipios de Quissama, Carapebus e Macaé.
Compreende uma faixa de orla maritima com 14.860 Ha de area e 44 Km de
extensdo ao longo da praia, com cerca de 2 km de largura na extremidade oeste, ao
lado da lagoa Cabiunas e 4,8 km de largura na extremidade leste (canal de
Ubatuba), com um perimetro de 123 km. O Parque abrange formacdes vegetais que
variam desde a praia (formacéo rastejante), passando por arbustos esparsos, areas
permanentemente ou periodicamente alagadas, até as florestas altas nos locais
mais distantes do mar. Portanto, a restinga apresenta uma flora consideravelmente
variada, podendo representar uma importante fonte de substancias com potenciais
atividades terapéuticas (PDDSQ, 2006). O clima desta regido varia de quente a
chuvoso no veréo, até seco no inverno, a temperatura media oscila de 22 a 24°C e
as precipitagcdes anuais variam entre 1.000 a 1.350 mm (KELECOM et al., 2002).

No Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba ja foram registradas 618
espécies vasculares, que estdo distribuidas em 381 géneros e 120 familias
(ARAUJO et al., 2000 apud KELECOM et al., 2002, p.174). Dentre as familias de

espécies vegetais que compdem a restinga encontram-se as familias Astearaceae,



Myrtaceae, Rubiaceae, Bromeliaceae e Humiriaceae, da qual pertence a espécie
Humiria balsamifera (KELECOM, et al. , 2002).

1.4 FAMILIA HUMIRIACEAE

A familia Humiriaceae pertence a classe das angiospermas, compreendendo
8 géneros e 35 espécies de acordo com a lista de espécies da flora do Brasil de
2012. No Brasil, podem ser encontradas no Norte (Roraima, Amapa, Para,
Amazonas, Tocantins, Acre, Ronddnia), Nordeste (Maranhdo, Ceara, Pernambuco,
Bahia), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul),
Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) e Sul (Santa
Catarina). Os géneros que compdem esta familia sdo Duckesia Cuatrec.,
Endopleura Cuatrec., Humiria A.St.-Hil., Humiriastrum (Urb.) Cuatrec., Hylocarpa
Cuatrec., Sacoglottis Mart.,, Schistostemon (Urb.) Cuatrec., Vantanea Aubl.
(AMORIM e MEDEIROS, 2012).

1.4.1 Aspectos Quimicos e Farmacoldgicos

Poucos membros desta familia tem sido estudados quanto ao aspecto
quimico, entre eles estdo Vantanea peruviana J.F. Macbr onde foram identificados
flavonoides (NOREEN et al.,1998 apud DA SILVA et al., 2004, p.94) e Sacoglottis
gabonensis (Baillon) Urb e S. uchi Huber de onde se isolou das cascas a bergenina
(Quadro 1), uma isocumarina (OGAN, 1971; DE ABREU et al., 2008; PATEL et al.
2012). Outro exemplo € a Endopleura uchi (Wuber) da qual foram identificados, a
partir do estudo quimico da polpa, 42 constituintes volateis. Estes consistiam
essencialmente dos compostos alcoolicos 3,3-dimetil-2-butanol (18,8%),
eugenol (14,0%), bem como metil e etil ésteres de acidos graxos (18,5%) (MARX et
al., 2002). A partir das cascas desta espéecie também foi isolada a bergenina
(NUNOMURA et al., 2009).

De acordo com levantamentos bibliograficos, constituintes presentes em
espécies pertencentes a familia Humiriaceae ja foram descritos por desempenharem
importantes atividades farmacologicas. A bergenina, isolada do extrato EtOH:H,O
70% do caule da espécie Vantanea peruviana, demonstrou forte inibicdo da enzima

COX-1 em modelo in vitro. Em estudo in vivo a bergenina mostrou significante
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atividade inibitoria sobre o edema de orelha de rato induzido por fenilpropionato de
etila. E importante destacar que a espécie V. peruviana ja vem sendo utilizada na
medicina indigena por tribos peruvianas para o tratamento de varias doencas
relacionadas a inflamacdo (DUNSTAN et al.,1997).

O cha das cascas da espécie Endopleura uchi também é utilizado na medicina
tradicional da Amazénia como agente anti-inflamatorio, efeito este que pode ser
atribuido também a presenca do metabdlito bergenina, encontrada em quantidade
significante nas cascas. Esta substancia mostrou acao inibitoria sobre a enzima
COX-2 (NUNOMURA et al.,, 2009) em modelos onde se avaliou os niveis de
prostaglandina E2. A fracdo em acetato de etila obtida das cascas da E. uchi
também exibiu atividade antifiingica contra as espécies Candida albicans (CMI= 19,6
pg/mL), C. tropicalis (CMI= 39,2 pg/mL) e C. guilliermondii (CMI= 19,6 pg/mL) o que
corrobora cientificamente o uso tradicional desta espécie contra infec¢cdes que
afetam o aparelho reprodutor feminino (DA SILVA et al., 2009). Vale ressaltar que
esta acdo encontra-se diretamente relacionada a concentracdo de bergenina nas
cascas desta espécie. Extratos das cascas de E.uchi também sdo descritos na
literatura por desempenharem funcdo antioxidante significativa pelo método
colorimétrico do radical livre DPPH, o qual avalia a capacidade do extrato em reduzir
o radical estavel pela doacao de He (POLITI et al., 2011).

O extrato aquoso das cascas da espécie Sacoglottis gabonenses exibiu atividade
anti-helmintica tanto em estudos in vitro quanto in vivo. No estudo in vitro, o extrato
reduziu de forma significativa a eclosdo de ovos de nematoides em pequenos
ruminantes naturalmente infectados. Em ratos experimentalmente infectados com
Heligmosomoides polygyrus, o tratamento com o extrato aquoso da casca de S.
gabonenses reduziu significativamente a carga de vermes adultos e inibiu totalmente
a eliminacédo de ovos nas fezes ap0s 5 dias de tratamento (NWOSU et al., 2008). O
extato H,O:EtOH 4% das cascas de S. gabonenses também exibiu atividade
antioxidante contra a peroxidacdo de membrana tanto por mecanismos enzimaticos,
inibindo a acéo da catalase e aumentando a a¢do da enzima superoxido desmutase,
como nao enzimaticos, poupando a deplecdo de vitaminas C e E (MADUKA e
OKOYE, 2002). Outra espécie deste mesmo género, a S. Uchi, apresentou
importante atividade antioxidante e é utilizada popularmente para o tratamento de
doencas hepéticas. Esta atividade parece ter sido atribuida a presenca da



substancia quimica bergenina isolada do extrato metandlico desta espécie e ja

identificada como uma excelente substancia antioxidante (DE ABREU et al., 2008).

1.5 O GENERO Humiria

O género Humiria compreende 3 espécies: Humiria balsamifera (Aubl.) J.St.-
Hil., Humiria crassifolia Mart. ex Urb. e Humiria wurdackii Cuatrec. de acordo com a
lista de espécies da flora do Brasil de 2012 (AMORIM e MEDEIROS, 2012).

As espécies H. crassifolia Mart. ex Urb. e H. wurdackii Cuatrec sdo nativas do
Amazonas, e ndo apresentam variedades. A espécie H. balsamifera (Aubl.) J.St.-Hil
(Figura 2), estudada na presente pesquisa, é nativa das regides Norte (Roraima,
Amapa, Para, Amazonas, Tocantins), Nordeste (Maranhdo, Pernambuco,
Bahia), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias), Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro),
e possui 9 variedades: H. balsamifera var. coriacea Cuatrec.,
H. balsamifera var. floribunda (Mart.) Cuatrec.,H. balsamifera var. guianensis (Benth)
Cuatrec.,H. balsamifera var. laurina (Urb.) Cuatrec., H. balsamifera var. minarum Cu
atrec.,H. balsamifera var. parvifolia (Juss.) Cuatr.,H. balsamifera var. savannarum (Gl
eason),H. balsamifera var. stenocarpa, H. balsamifera var. subsessilis (Urb.)
(AMORIM e MEDEIROS, 2012).

Figura 2 - Foto da espécie vegetal Humiria balsamifera (Restinga de Jurubatiba, Por: Ivana Leal,
2011).
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1.6 A ESPECIE Humiria balsamifera E SEUS METABOLITOS SECUNDARIOS

A espécie Humiria balsamifera St. Hill (Humiriaceae) é também conhecida
como “uniri-de-cheiro”,”umiri-do-para”, “umirizeiro”, “umiri” e “muréua” (LORENZI e
MATOS, 2008). Esta planta é utilizada popularmente na Amazénia como perfume e
no tratamento de doencas como hepatite, diarreia e hemorroidas (COELHO-
FERREIRA, 2009). Estudos descrevem ainda a a¢do anti-helmintica, expectorante,
cicatrizante, contra dor de dente e na cura de feridas crénicas (LORENZI e MATOS,
2008). Quanto aos aspectos quimicos, ja foi descrita na literatura o isolamento de
alguns constituintes a partir dos galhos e folhas desta espécie, a saber: seis
triterpenos, um flavonol (quercetina), uma isocumarina (bergenina), um diterpeno
(fitol), e dois fitoesteroides (sitosterol e estigmasterol). Além disso, também foi
relatada a presenca de trés sesquiterpenos, identificados como 6xido de cariofileno,
epoxido de humuleno Il e trans-isolongifolenona e, quatro ésteres alifaticos, a saber:
metil-, tetra-, hexa- e octadecanoato, e etil tetradecanoato (Quadro 1) (DA SILVA et
al, 2004).

O triterpeno &cido arjundlico e a isocumarina bergenina, bem como as fracdes
MeOH/H,0O, HEX, DCL e AcOEt obtidas do caule e folha de H. Balsamifera, foram
avaliados quanto a atividade antimalarica em testes in vitro frente ao Plasmodium
falciparum e, in vivo, em modelos de ratos infectados com P. berghei. Dentre as
fracOes das folhas submetidas ao ensaio antimalarico in vitro as mais ativas foram
aguelas em AcOEt e MeOH/H,0, enquanto a fragdo DCL do caule se mostrou mais
ativa frente a amostra de P. falciparum resistente a cloroquina. O acido arjundlico
mostrou atividade antimalarica moderada contra P. falciparum resistente, ja a
bergenina se revelou inativa frente a esta cepa e fracamente ativa contra P. berghei
(DA SILVA et al, 2004).

O sesquiterpeno trans-isolongifolenona, também tem se destacado por
desempenhar diferentes atividades, como por exemplo, a inibicdo da tirosinase,
enzima envolvida na sintese de melanina de plantas e animais (CHOUDHARY,
2003). A trans-isolongifolenona hidrogenada foi descrita ainda como importante
componente no preparo de ligante quiral para o receptor de estrogénio que pode ser
usado na regulacdo da fertilidade, menopausa e até no tratamento do céancer
(MUTHYALA et al., 2003). Além disso, a trans-isolongifolenona também esta descrita

na literatura por desempenhar atividade repelente contra duas espécies de
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mosquitos, Aedes aegypti e Anopheles stephensi, e duas espécies de carrapato,
Ixodes scapularis e Amblyomma americanum. Considerando esta atividade, foi
concedida ao grupo de pesquisa uma patente relacionada a preparacao e utilizacéo
da trans-isolongifolenona como repelente. Os derivados desta substancia ja vém
sendo utilizados em produtos cosméticos e o método de producéo foi otimizado por
este grupo uma vez que descreveram a sintese a partir do isolongifoleno e, ndo mais
a partir do Oleo de terebintina. Os autores supdem que a trans-isolongifolenona tem
um potencial consideravel como um repelente natural que pode ser disponibilizado
em grande quantidade e de forma sustentavel para a populacdo. (ZHANG et al.,
2009).

Quadro 1 - Substancias ja isoladas a partir dos galhos e folhas da espécie vegetal Humiria
balsamifera

. ’ NOMENCLATURA (CLASSE DO
N ESTRUTURA QUIMICA METABOLITO)
/OH
01 Bergenina (Cumarina)
02 Quercetina (Flavonol)
03 Acido Arjundlico (Triterpeno)
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Quadro 1 (cont.) — Substancias ja isoladas a partir dos galhos e folhas da espécie vegetal Humiria

balsamifera

\\\\\\\\

2b,3a-dihidroxi-D:A friedooleanano (Triterpeno)

04
HO,
HO//,//,
05 Friedelina (Triterpeno)
K
///,/// I:\\
06 ‘ a-amirina (Triterpeno)

HO

////I//,,

ty, ty

Hy, I,

. ’

B-amirina (Triterpeno)

07

HO

////I/,,,
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Quadro 1 (cont.) — Substancias ja isoladas a partir dos galhos e folhas da espécie vegetal Humiria
balsamifera
08 Lupeol (Triterpeno)
09 Fitol (Diterpeno)
Sitosterol (Fitoesterdide)

10

Estigmasterol (Fitoesterdide)

11
Oxido de Cariofileno

(Sesquiterpeno)

,u///////

T //////,,

12
Epoxido de Humuleno

(Sesquiterpeno)

13
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Quadro 1 (cont.) — Substancias ja isoladas a partir dos galhos e folhas da espécie vegetal Humiria
balsamifera

Me Me
" 3 ﬂ ° Trans-isolongifolenona
14
. (Sesquiterpeno)
Me Me
P Metil-tetra decanoato
15 \H/\/\/\/\/\/\/
0 (Ester alifatico)
o Metil-hexa decanoato
16 \H/\/\/\/\/\/\/\/
° (Ester alifatico)
o Metil-octa decanoato
o (Ester alifatico)
\/0 .
18 W Etil-tetra decanoato

1.7 TERPENOS: ASPECTOS GERAIS E BIOSSINTETICOS

Considerando a quantidade significativa de terpenos ja isolados da espécie
vegetal H. balsamifera, torna-se relevante a descricdo geral deste metabdlito
secundario e sua relacdo com a atividade antibacteriana, o foco deste trabalho.

Metabolitos secundarios sdo substancias que embora ndo sejam
necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem vantagem para a
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie em seu ecossistema. Os terpenos séo
metabdlitos secundarios produtos da via do mevalonato, substancia formada pela
condensacao de uma unidade de acetoacetil-CoA com uma de acetil-CoA. Apods a
condensacdo alddlica, ocorre uma hidrdlise formando a 3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA
que é reduzida a mevalonato, numa reacéo irreversivel. O mevalonato é convertido
em isopentil-pirofosfato, ou isopreno ativo, a unidade basica na formacédo dos
terpenos. A molécula isopentil-pirofosfato com o seu isébmero dimetilalil-pirofosfato

formam o trans-geranil-pirofosfato, e a partir deste se formam os demais terpenos.
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Ligagcbes cabeca-cauda entre trans-geranil-pirofosfato e isopentil-pirofosfato
formardo os sesquiterpenos (15C) e os diterpenos (20C), enquanto que ligacdes
cabeca — cabeca entre duas moléculas de farnesil-pirofosfato (15C) levara a
formacdo do esqualeno, caracterizado como precursor da maior parte dos
triterpenos e esteroides (Figura 3) (DOS SANTOS, 2010). Os terpenos sao
classificados com base no numero e organizacdo estrutural dos carbonos formados
pelo arranjo linear das unidades de isopreno e seguidos por ciclizagdo e rearranjos
do esqueleto de carbono com uma caracteristica empirica conhecida como a regra
de isopreno (DEVAPPA et al., 2011).

OH

COSCoA

AcetiL—CoA i
Acetoacetil-CoA
0 oM 0

3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA Mevalonato Isopentilpirofosfato (IPP)  Dimetilalilpirofosfato (DMAPP)

oPP

—» Monoterpenos

(10C)
Geranilpirofosfato (GPP)
IPP
X
Diterpenos —>» Sesquiterpenos
00 ~ z (15 C)
OPP
Farnesilpirofosfato (FPP)
FPP
Esterdides Triterpenos
(27C) (30C)

Esqualeno

Figura 3 — Rota de biossintese dos terpenos (Adaptado de DOS SANTOS, 2010)
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1.7.1 Terpenos: Aspectos Biologicos Gerais

Terpenos sao vitais para a vida na maioria dos organismos exercendo 0
controle metabdlico e mediacdo das relacdes inter e intra-espécies, como por
exemplo, a polinizacdo e a defesa nas plantas. Além de produzirem estes
compostos em resposta a herbivoros ou estresse, também tem sido demonstrado
que as flores podem produzir terpenoides para atrair insetos polinizadores e até
mesmo atrair acaros benéficos que se alimentam de insetos herbivoros. Estas
substancias também podem atuar como mensageiros quimicos que influenciam a
expressao de genes envolvidos na funcédo defensiva das plantas ou influenciar na
expressao génica das plantas vizinhas. Muitos terpenos sdo descritos ainda como
toxinas, inibidores de crescimento ou repelente para micro-organismos e animais
(DEVAPPA et al., 2011).

1.7.2 Terpenos e Atividade Antibacteriana

Os terpenos possuem um alto grau de lipofilicidade (OLUWATUYI et al.,
2004), podendo, portanto, ser encontrados em fracdes com caracteristica mais
apolar, como a fracdo hexanica e/ou diclorometanica. Quanto aos aspectos
farmacoldgicos, esta classe de metabdlito apresenta muitas descri¢cdes na literatura,
dentre elas quanto a atividade antibacteriana.

O artigo de revisdo de Wang et al. (2012) corrobora a importancia significativa
de que os terpenos desempenham papel importante na busca de novas moléculas
com atividade antibacteriana. Neste trabalho, os autores relatam o isolamento de
terpenos com atividades biolégicas, entre eles dois diterpenos com atividade
antibacteriana frente ao S. aureus, o 16-hidroxiisopimar-8(14)-en-15-ona (CMI = 0,1
mg/mL) e o isopimar-8(14)-eno-15,16-diol (CMI = 0,5 mg/mL), isolados da espécie
Ceriops tagal.

No artigo de revisdo de Devappa et al. (2011) sé&o descritos varios diterpenos
isolados de espécies do género Jatropha que exibem atividade antibacteriana, entre
eles estdo japodagrona, japodagrina, jatrofenona, riolozatriona, @ 2-
hidroxiisojatrogrossidiona,  2-epihidroxiisojatrogrossidiona,  2[3-hidroxijatrofolona,
palmarumicina CP1, palmarumicina JC1, palmarumicina JC2, (42)-

jatrogrossidentadiona, (4z)- 15-epijatrogrossidentadiona e jaherina.
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De acordo com levantamentos bibliograficos & possivel observar também
muitas correlacbes na literatura entre triterpenos pentaciclicos e atividade
antibacteriana. Dentre 0s muitos ja descritos pode-se destacar o trabalho
desenvolvido pelo presente grupo, onde os acidos alfitdlico e o éster metilico do
acido ceanotandlico, isolados da fragédo diclorometano das raspas da casca do caule
de Zizyphus joazeiro, foram correlacionados a uma significante atividade
antibacteriana. Estes constituintes apresentaram CMI igual a 32 pg/mL e 16 pg/mL,
respectivamente, frente a cepas clinicas hospitalares e de referéncia ATCC de
Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes a oxacilina (LEAL et al., 2010).

Também € de fundamental importancia a atividade inibitoria exibida pelos
derivados dos triterpenos betulina, alobetulina e lupeol frente as espécies S. aureus,
S. epidermidis, Enterococcus faecalis e Escherichia coli (KRASUTSKY et al., 2004).
Os triterpenos pentaciclicos lupeol, acido betulinico e acido ursalico, isolados a partir
da fracdo hexanica obtida das folhas de Curtisia dentata também estéo indicados na
literatura por exibir atividade antibacteriana frente a E. faecalis, E. coli e S. aureus
(SHAI et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Com o crescimento do numero de bactérias multirresistentes a diferentes
antibioticos, varias enfermidades de origem infecciosa permanecem com terapéutica
inadequada. Portanto, tornou-se indispensavel a busca por novas substancias com
propriedades antibacterianas obtidas, dentre outras formas, a partir de fonte natural.

O estudo de espécies vegetais da Restinga de Jurubatiba pode representar uma
importante alternativa como fonte de obtencdo de novas moléculas bioativas, pois
apresenta uma rica biodiversidade e espécies vegetais ainda pouco exploradas
quanto ao potencial quimico-farmacoldgico. Ela € composta por um bioma bastante
diversificado o que favorece a producdo de metabdlitos de complexidades
estruturais também bastante variados e que podem agir especificamente em
receptores bioldgicos diversos.

A espécie Humiria balsamifera € ocorrente na Restinga de Jurubatiba e pertence
a familia Humiriaceae, da qual alguns géneros ja demonstraram importantes
atividades biolégicas, como: atividade anti-inflamatéria, antifangica, antioxidante e
anti-helmintica. Para a espécie H. balsamifera ja foram atribuidas propriedades
antimaléricas além do uso popular como cicatrizante, na cura de feridas cronicas,
dor de dente e no tratamento da diarreia. Desta espécie, j& foram isolados
metabdlitos de diferentes classes quimicas, dentre elas, triterpenos pentaciclicos, 0s
quais sdo marcadamente reconhecidos na literatura por apresentar relevante
atividade antibacteriana.

Considerando a descricdo sobre a presenca de esqueletos terpénicos na espécie
vegetal em investigacdo e, o efeito cicatrizante do extrato sob feridas, esta espécie
mostra-se promissora quanto a atividade antibacteriana. Neste contexto, visa-se a
busca quanto a capacidade inibitoria dos extratos frente a diferentes espécies
bacterianas causadoras de infeccao e, o desenvolvimento de analises quimicas que
promovam a identificacdo dos grupos quimicos responséaveis por essa atividade.

Por fim, a partir deste estudo foi possivel a obtencdo de maior conhecimento
cientifico e consequente valorizacdo de uma espécie vegetal ainda pouco estudada
ocorrente na Restinga Norte-Fluminense no que se refere ao seu potencial quimico

e biolégico.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a atividade antibacteriana de diferentes extratos da espécie vegetal
Humiria balsamifera frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de
referéncia e isoladas de sitios de infec¢cdo hospitalar e, promover um fracionamento

guimico biomonitorado a partir das fracoes ativas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Obter os extratos etanolicos brutos de folhas e caules de H. balsamifera a

partir da técnica de maceracao estatica a temperatura ambiente;

» Preparar fracdes de diferentes polaridades, a partir do extrato bruto mais

ativo, pela técnica de particéo liquido-liquido;

» Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos/fragbes frente a amostras
bacterianas de referéncia e clinicas hospitalares, utilizando o método de
diluicho em agar Mueller-Hinton (MH) para determinacdo da concentracdo

minima inibitéria;

» Promover o rastreamento fitoquimico biomonitorado das fracbes ativas,
utilizando-se métodos cromatograficos classicos de separacdo, focando

especialmente na triagem pelos triterpenos;

» ldentificar estruturalmente as classes e 0s constituintes quimicos majoritarios
presentes nas sub-fracdes ativas utilizando-se a técnica de cromatografia em
camada fina e cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de

massas, respectivamente;

> ldentificar as substancias isoladas através da técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H) e Carbono mono (RMN-*C) e

bidimensionais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Coleta e ldentificagao

A espécie vegetal Humiria balsamifera foi coletada na Restinga de Jurubatiba-
no Municipio de Quissamd@ em novembro de 2010 e foi devidamente identificada
pela Prof2d Dr2 Tatiana U. P. Konno, NUPEM- UFRJ / Macaé. A exsicata do material
vegetal foi depositada sob o numero de registro RFA33650 no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) - UFRJ/ RJ.

O material vegetal foi devidamente separado em folhas e galhos e pesado,
sendo posteriormente seco em estufa com circulagdo de ar (NOVA ETICA) por 24h a
45°C. O material seco obtido foi pulverizado em pulverizador (ARNO).

4.1.2 Obtencao do Extrato Bruto Etandlico, Decocto e Particdes

4.1.2.1 Extrato Bruto Etandlico

As folhas (224 g) e caules (66,6 g) pulverizados foram submetidas a um
processo de extracdo por maceracao a temperatura ambiente em etanol absoluto
(TEDIA®) por 7 dias, sendo o solvente renovado diariamente. O macerado obtido foi
fitrado em papel de filtro e posteriormente concentrado em evaporador rotatorio

(BUCHI®), tendo sido os extratos etandlicos brutos quantificados.

4.1.2.2 Obtencao do Decocto

50 g das folhas frescas de H. balsamifera proveniente de uma segunda coleta
foram fervidas com 2L de &agua filtrada durante 10 a 15 min. Posteriormente, este
material foi transferido para um béquer com agitador magnético e submetido a
extracdo em temperatura baixa (40 °C) por 30 min. O decocto obtido foi filtrado,

congelado e por fim, liofilizado.
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4.1.2.3 Particdo Liquido-liquido

O extrato etandlico bruto das folhas (36,25 g) foi ressuspenso em 250 mL de
solugdo CH3OH:H,0 (9:1), sendo realizado uma particao liquido-liquido iniciando-se
com hexano (4 x de 150 mL), seguido de diclorometano (4 x de 150 mL), acetato de

etila (4 x 150 mL), butanol (5 x 150 mL), restando o residuo aquoso (Figura 4).

[Extrato Etandlico Brutol
| 1-Evaporagido

| | 2 - Resuspensdo em MeOH : H,0 9:1
/\|3-Exlrag§0 com Hexano
Fragao Hexanica [_ Fragio Aquosa

I Extragdo com
Diclorometano

Fracao Fracao
Aquosa Diclorometano

| Extragao com

AcOEt
/r\ N
Fracao Fracao
[ Aquosa ] AcOEt ]

\.

| Extracédo com
BuOH

[ Fragido ] [ Fragio ]
Aquosa BuOH

Figura 4 - Esquema do processo de particao liquido-liquido a partir do extrato bruto de H. balsamifera

4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS

4.2.1 Amostras Bacterianas

As amostras bacterianas utilizadas neste trabalho pertencem a colecdo de
culturas do Laboratério de Infeccdo Hospitalar do Departamento de Microbiologia
Médica do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées (IMPPG) — UFRJ e foram
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Katia Regina N. dos Santos. As amostras
clinicas de S. aureus, Enterobacter e Acinetobacter foram coletadas a partir de
diferentes sitios de infeccdo hospitalar de pacientes internados no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ/ RJ. Nas tabelas 1 e 2 a seguir
encontram-se as principais descricdes das amostras ATCC e clinicas avaliadas,

respectivamente.



Tabela 1 — Perfil das amostras bacterianas de referéncia ATCC avaliadas no presente estudo.
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AMOSTRAS ATCC

Bactéria Perfil de Fonte de Cédigo da Gram
(N=15 bactérias) Resisténcia Isolamento Amostra +/-
Srfaphy'oc.occus i Pele Humana (ATCC 29970) +
aemolyticcus
S. cohnii - Pele Humana (ATCC 29974) +
S. warneri - - (ATCC 10209) +
S. epidermidis SO - (ATCC 12228) +
S. capitis - Pele Humana (ATCC 27840) +
S.aureus RO - (ATCC 33591) +
S. aureus SO Ferida (ATCC 29213) +
S. hominis - Pele Humana (ATCC 27844) +
S. simulans - Pele Humana (ATCC 27851) +
Enterococcus faecalis - Urina (ATCC 29212) +
E. faecalis RV Fluido Peritonial (ATCC 51299) +
Klebsiella pneumoniae - Urina (ATCC 700603) -
Enterobacter aerogenes - - (ATCC 29009) -
Acinetobacter baumanii RI - (ATCC 48695) -
Escherichia coli - (ATCC 25922) -
RV — Resistente a Vancomicina / Rl — Resistente ao Imipenem/ SO — Sensivel a oxacilina
Tabela 2 — Perfil das amostras bacterianas clinicas avaliadas no presente estudo.
AMOSTRAS CLINICAS
Bactéria P(e_rfi[de_ Fonte de Cddigo da Gram +/-
(n=17) Resisténcia Isolamento Amostra
S. aureus RO/RV - MU-50 +
Enterobacter - - HON334 -
A. baumanii RI - OXA 51 -
S. aureus SO Prétese 1025 +
S. aureus SO Protese 1006 +
S. aureus SO Prétese 1015 i
S.aureus RO Prétese 1125 +
S.aureus RO Sangue 517 +
S. aureus RO Abcesso cutaneo 526 +
S. aureus RO Articulacéo 604 +
S. aureus RO Lavado broncoalveolar 527 +
S. aureus RO Ferida de pele 664 i
S. aureus RO Sangue 646 +
S. aureus RO Sangue 520 +
S. aureus RO Abcesso 601 +
S. aureus RO Ponta de catéter 551 it
S. aureus RO Sangue 529 +

RO - Resistente a oxacilina / SO — Sensivel a oxacilina / RV — Resistente a Vancomicina / Rl — Resistente ao

Imipenem



23

4.2.2 Método de Diluicdo em Agar Mueller-Hinton (NCCLS, 2008)

Esta técnica tem como objetivo a determinacdo da concentragdo minima
inibitéria (CMI) do extrato/fracdo em estudo capaz de impedir o crescimento do
micro-organismo (Figura 5). Para tal, 40 mg do material vegetal foram pesados e
diluidos em 3,9 mL de DMSO, obtendo uma solucéo final de 10256 pg/mL. Desta
solucdo homogeinizada foram carreados 2 mL e transferidos para um tubo com 2 mL
de agua e assim sucessivamente. Assim, diluicdes seriadas (5120 e 2560 pg/mL) do
material vegetal seco foram preparadas, respectivamente. Em seguida, um volume
de 1mL das amostras vegetais nas trés diferentes concentracbes foram
acrescentadas a 19 mL de meio de cultura, ainda em fuséo, e transferidas para
placas de Petri, alcangando as concentragdes finais de 512, 256 e 128 pg/mL.

Colbnias bacterianas crescidas previamente em &gar base foram
transferidas para solucao salina (0,9%) até atingir uma turvacdo comparada a escala
0,5 de McFarland (10® UFC/mL), e esta solucéo foi diluida 1:10 (v/v) em salina. A
partir destas solucbes bacterianas, 500 pl foram transferidos para os pog¢os do
replicador de Steers a fim de se carrear de 1-2 pl de cada solugédo para as placas
contendo &gar Mdueller-Hinton e o material vegetal em diferentes concentragées,
resultando numa concentracdo final de 10* UFC/mL. A leitura dos resultados foi
realizada apds incubacdo em estufa por 24h a 37°C. O experimento foi realizado em
triplicata, tendo sido apenas considerados os resultados que se confirmaram nos

trés ensaios.

nO,lmL

m e, e
; 0,5mL
Solugdo salina Diluigées 1:10

107 UFC/mL

Colénias isoladas

escala 0,5 de McFarland
(cerca de 10% UFC/mL)

Amostra:
512pg/ml
256pg/ml

128pg/ml Foto:Por Ivana Leal

Figura 5 - Esquema do método de diluicdo em agar Mueller-Hinton para determinacéo da
concentracao minima inibitéria (CMI) bacteriana.
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4.3 FRACIONAMENTO QUIMICO BIOMONITORADO
4.3.1 Isolamento dos Constituintes Quimicos da Fracdo Hexanica Ativa
4.3.1.1 Preparo da Fase Estacionaria

Para o isolamento dos constituintes quimicos majoritarios do extrato hexanico
ativo foi utilizada uma coluna cromatografica de vidro utilizando-se fase normal
constituida por GEL DE SILICA 60 (40-63 Micras) (SILICYCLE®) como fase
estacionaria.

Para o desenvolvimento do processo cromatografico, a silica foi ressuspensa
em hexano e transferida cuidadosamente para a coluna de vidro a fim de se garantir
um empacotamento adequado. Em seguida, 2,114 g do extrato hexanico foram
ressuspensos em acetato de etila e a esta solugéo foi acrescida silica gel. A mistura
foi levada ao rota-evaporador até formacédo de uma pastilha fina e seca, a qual foi
posteriormente aplicada na superficie da coluna com o auxilio de um funil de sélido.

Os dados da coluna est&o descritos no quadro 2 a seguir:

Quadro 2 - Dados da coluna cromatogréfica da fracdo hexanica

COLUNA CROMATOGRAFICA- Silica Gel
Altura 60 cm
Diametro 3,4cm
Altura da Fase Estacionaria 44 cm
Altura da Pastilha 1cm

4.3.1.2 Preparo da Fase Movel

As fases moveis utilizadas no processo de cromatografia em coluna e as
respectivas fracées obtidas estdo descritas no quadro 3 a seguir. No total foram
coletadas 390 fracbes, as quais foram monitoradas quanto ao perfil quimico por

cromatografia em camada delgada.



Quadro 3 - Fases moveis utilizadas para o fracionamento cromatografico da fracdo hexanica e as

correspondentes sub-fracdes obtidas

ELUENTE FRACOES QTD. ELUENTE (mL)
HEXANO 100% *01-07/ 1-10 650
HXA:DCL 10% 11-29 450
HXA:DCL 30% 30-50 500
HXA:DCL 50% 51-64 320

HXA:AcOEt 15% 65-75 250
HXA: AcOEt 20% 76-101 470
HXA: ACOEt30% 102-114 250
HXA: AcOEt 40% 115-126 250
HXA: AcOEt 50% 127-159 500
HXA: AcOEt 60% 160-188 500
HXA: AcOEt 70% 189-200 250
HXA: AcOEt 80% 201-213 250
HXA: AcOEt 90% 214-225 250
AcOEt 100% 226-244 400
AcOEt:MEOH 10% 245-269 500
AcOEt:MEOH 20% 270-282 250
AcOEt: MEOH 30% 283-294 250
AcOEt:MEOH 40% 295-306 250
AcOEt:MEOH 50% 307-318 250
AcOEt:MEOH 60% 319-330 250
AcOEt:MEOH 70% 331-342 250
AcOEt: MEOH 80% 343-353 250
AcOEt:MEOH 90% 354-366 250
METANOL 100% 367-390 500

HXA: Hexano/ AcOEt — Acetato de etila/ MEOH — Metanol

25

*01/07 - Fragdes correspondentes as primeiras eluicdes logo apos aplicagédo da fragdo hexanica na coluna.
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4.3.1.3 Analise da Pureza por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As fracdes obtidas a partir do processo de fracionamento por cromatografia
em coluna do extrato hexanico foram analisadas por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando-se silica de fase normal em placa revestida de aluminio
(GEL DE SILICA F254- SORBENT®). Como eluente, utilizou-se uma combinacéo
dos solventes HXA: DCL e HXA: AcOEt (TEDIA®) em diferentes proporcdes até a
obtencdo de sistemas adequados para efetiva separacdo das substancias nas
placas cromatogréaficas, as quais foram reveladas com anisaldeido sulfurico.

Anisaldeido Sulfarico

O anisaldeido sulfurico, a quente, apresenta prova positiva para cadeias
esteroidais e terpénicas, sendo a apresentacdo de coloracdo arroxeada estavel
indicativa para triterpenos. Este revelador apresenta ainda reacdo positiva para
Oleos essenciais, derivados de fenilpropandides e derivados fendlicos (LEAL, 2007).
Composicao:

Solucdo I: Solucdo a 5% de acido sulfurico (VETEC®). Em um baldo
volumétrico de 100 mL acrescentou-se 50 mL de &gua e, gota a gota, foram
adicionados os 5 mL de acido, SOB RESFRIAMENTO- com um banho de gelo- e,
depois completou-se o volume até 100mL.

Solucdo II: Solugdo a 5% de anisaldeido (MERCK®) em etanol. Em um
baldo volumétrico de 100 mL acrescentou-se 50 mL de etanol e em seguida foram
adicionados os 5 mL de anisaldeido, depois completou-se o volume até 100mL.

Quanto a forma de utilizagdo, inicialmente a cromatoplaca foi borrifada com
a solucéo | seguida de borrifacdo da solugéo Il com posterior aquecimento e anélise

sob luz visivel.

4.4 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS FRACOES PURIFICADAS

4.4.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

As analises por CG/EM foram realizadas no Laboratorio de Biocatalise e
Sintese Orgéanica- 1Q- UFRJ / RJ em um equipamento Shimadzu GC/EM2010.

A separacdo cromatografica foi realizada em colunas capilares de silica
fundida RTx-5MS (30 m x 0,25 milimetros x 0,25 um) da Restek Corporation (EUA).
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A temperatura da coluna foi mantida a 60 °C durante 1 min e, em seguida,
aumentada até 280 °C a 15 °C / min, e mantida durante 10 min. O gas de arraste
utilizado foi o hélio (He) e o fluxo foi de 1,1 ml / min. A temperatura de injeccéo foi
ajustada para 250 °C e a razdo de separacao foi 20. As temperaturas da fonte de
ions e da interface foram 250 e 300 °C, respectivamente. As amostras foram
transformados em derivados sililados mais volateis, na presenca de piridina e N-
metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA). As amostras  foram
preparadas pela adicdo de 200 uL de MSTFA em 2 mg de extrato / fragdo. Apos 15
minutos, a amostra foi dissolvida em 2 ml de cloroférmio e 1 pL desta amostra foi

entdo injetada no equipamento com o auxilio do amostrador automatico.

4.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e C.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN)
mono e bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY, NOESY) das substancias isoladas
foram realizados no Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais - UFRJ/ RJ.

Os espectros foram registrados em espectrometro de 500 MHZ VARIAN
INOVA 500 (Probenkopfe fur direkte Beobachtung de 1H, 19F, 15N - 31P) ou no
espectrometro de 400 MHz VARIAN MERCURY-VX 400 4-Kern-Probenkopf (1H,
19F, 31P, 13C) automatischer Probenwechsler fir 9 Proben. Os deslocamentos
quimicos (5) foram referendados com padrdes internos TMS (5=0, 'H) sendo
expressos em unidades ppm (parte por milhdo) e, as constantes de acoplamento,
(J), em Hertz (Hz).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN-'3C) foram
registrados nos aparelhos descritos acima nas frequéncias de absor¢édo apropriadas
e nos solventes indicados no espectro de cada amostra, utilizando-se TMS ou o
préprio solvente, como o CDCl; (8 = 77.0, *C) como referéncia interna. Os
deslocamentos quimicos (&) foram expressos em unidades ppm e as constantes de

acoplamento (J) em Hertz (Hz).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 RENDIMENTOS TOTAIS
Os extratos etanolicos brutos obtidos foram pesados a fim de se calcular as
massas finais obtidas e os respectivos rendimentos. Na tabela abaixo estdo dispostos

os rendimentos do material vegetal seco e dos extratos brutos (Tabela 3),

Tabela 3 - Rendimentos dos materiais vegetais secos e dos extratos brutos de H. balsamifera

%p/p

Caodigo 0
Massa do_ dos Massa (g) Yop/p dos
seca(g) material E extratos
xtratos
seco
Material vegetal Total 2982 - - - -
Folhas 2240  7512%  EBF 39,80 17,77%
Caule 66,6 22,33%  EBC 3,55 5,3%

5.1.1 Rendimento do Decocto

A partir de 50 g de folhas frescas de H. balsamifera foi obtido 4,2 g de decoto,

gue corresponde a 8,4% p/p.

5.2. RENDIMENTOS DAS FRACOES OBTIDAS A PARTIR DO PROCESSO DE
PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS

Por questdes de miscibilidade de solventes, previamente ao inicio da particdo
liquido-liquido com o diclorometano (item 4.1.2.3) foi necessario retirar 0 metanol da
fracdo hidroalcodlica e, a seguir, ressuspender todo o material em agua. Nesta
etapa, observou-se a formagéo de um precipitado com aspecto viscoso que persistiu
ao adicionar o diclorometano, dando origem a fracao insoltuvel (INS). Foi observado
ainda, na mistura CH,Cl,:H,O no funil de particdo, a formacdo de uma fracdo com
aspecto espumoso a qual tinha seu rendimento reduzido com a renovacdo do

diclorometano. Na ultima etapa do processo de particdo com diclorometano a
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espuma residual foi separada, caracterizando a fracdo diclorometano espumosa
(DCLE) (Tabela 4).

Tabela 4 - Rendimentos em %p/p das fracdes obtidas do extrato burto de Humiria balsamifera.

FRACOES DA FOLHA CODIGOS RENDIMENTO %p/p

Extrato bruto das folhas (EBF) 36,25 g
Hexanica (HXA) 4,399 12,11%
Diclorometano (DCL) 0,38g 1,05%
Diclorometano espumosa (DCLE) 0,35g 0,96%
Insolavel (INS) 8,67g 23,91%
Acetato de Etila (AcOEt) 2,139 5,88%
Butandlica (BUOH) 3,419 9,41%
Aguosa (AQ) 4,009 11,03%

Considerando a tabela 4, a fracdo insolavel exibiu o melhor rendimento
(23,91%), seguido da fracdo hexanica (12,11%). Porém, a fracdo insoluvel
apresentou dificuldade de solubilizacdo em DMSO e, nas demais misturas de
solventes preparadas na tentativa de solubilizar esta fracéo.

Portanto, a fracdo hexanica foi a que obteve melhor rendimento dentre as

fracGes passiveis de solubilizacao.

5.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Com o objetivo de avaliar a atividade antibacteriana dos extratos brutos das
folhas (EBF) e caule (EBC) e, das fragcdes obtidas pelo processo de particéo liquido-
liquido, adotou-se o meétodo de diluicho em &agar Mdueller-Hinton que visa a
determinacdo da concentracdo minima inibitoria.

Os extratos etandlicos brutos (EBF e EBC) foram testados nas concentracdes
de 128, 256 e 512 pg/mL frente a 32 bactérias (Tabelas 1 e 2; item 4.2.1), tendo os
resultados mais expressivos sido observados na concentragdo de 512 ug/mL, como

ilustra o quadro 4A a seguir.
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Quadro 4A — Perfil e total de bactérias inibidas pelos extratos brutos de H. balsamifera.

EXTRATO | CONCENTRACAO | BACTERIAS INIBIDAS | N° DE BACTERIAS

ATCC 27840, 29974, 10209,

512 pg/mL 12228, MU-50, 7
ATCC 48695, ATCC 29970.

EBF 256 pg/mL ATCC 27840, ATCC 29974. 2

128 pg/mL i L

512 pg/mL ATCC 48695 1

EBC 256 pg/mL i 0

128 pg/mL - 0

-Amostras Clinicas

De acordo com os resultados observados (Quadro 4A), o extrato bruto da
folha, a 512 pg/ mL, inibiu 7 do total de amostras testadas, enquanto o extrato bruto
do caule inibiu apenas 1 das 32 amostras. Dentre as cepas inibidas pelo EBF nesta
concentracdo encontram-se amostras ATCC e clinicas resistentes e sensiveis do
género Staphylococcus, e amostras ATCC e clinica de A. baumanii resistentes ao
imipenem. Isto justifica o EBF ter sido selecionado para posterior etapa de
particionamento liquido-liquido com os demais solventes.

Todas as fracBes provenientes do EBF foram testadas nas concentracdes de
128, 256 e 512 ug/mL frente as mesmas 32 bactérias (item 4.2.1), tendo os
melhores resultados sido observados a 512 ug/mL, como ilustra o quadro 4B a
seguir. Vale ressaltar que, dentre as fracdes obtidas pelo processo de particdo do
EBF, apenas as fracbes em diclorometano (DCL) nas concentracdes de 128 e 256
pMg/mL e, a fragdo diclomometano residual (DCLE), ndo foram utilizadas para o teste

antibacteriano. Isto se justifica pelos baixos rendimentos obtidos para estas fracdes.
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Quadro 4B - Perfil e total de bactérias inibidas pelas fragdes e decocto de H. balsamifera.

FRACAO | CONCENTRACAO BACTERIAS INIBIDAS N° DE BACTERIAS
ATCC 33591, ATCC 27840,
512 pg/mL ATCC 29974, ATCC 12228, 6
HXA
256 pug/mL - 0
128 pg/mL - 0
ATCC 27840, 29974, 102009,
DCL 512 pg/mL 12928 4
ATCC 27840, ATCC 102009,
ATCC12228,
512 pg/mL ATCC 48695, , 9
AcOEt ATCC 27851, ATCC 29970,
256 pg/mL ATCC 27840, ATCC102009. 2
128 pg/mL - 0
512 pg/mL ATCC 48695 1
BUOH 256 pg/mL - 0
128 pg/mL - 0
ATCC 27840, ATCC 29974,
ATCC 10209, ATCC 12228,
512 pg/mL , ATCC 48695, 14
AQ ATCC 29970,
256 pg/mL ATCC 48695 1
128 pg/mL ATCC 48695 1
512 pg/mL ATCC 48695 1
DCT 256 pug/mL - 0
128 pg/mL - 0
512 pg/mL - 0
INS 256 pg/mL - 0
128 pug/mL - 0

O extrato aquoso apresentou o melhor perfil de atividade uma vez que inibiu

pelo ou menos 1 amostra (A. baumanii resistente ao imipenem) dentre as 32

bactérias testadas na menor concentracéo (128 pg/mL) avaliada. Os demais extratos

nao apresentaram atividade nesta concentracao.

A 256 pg/mL apenas o EBF e, as fragcdes AQ e AcOEt, apresentaram

atividade inibitoria frente a um total de 2, 1, 2 bactérias, respectivamente. Entre as

especies inibidas encontram-se A. baumanii resistente ao imipenem (sensivel a AQ),

e, as especies S. capitis, S. warneri e S. cohnii (sensivel ao EBF e AcOEt).
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A 512 ug/mL o extrato aquoso mostrou a melhor atividade, inibindo 14 do total
de amostras testadas (n=32), dentre elas amostras clinicas de S. aureus resistentes
e sensiveis a oxacilina e, a cepa de referéncia de A. baumanii resistente ao
imipenem (ATCC 48695). Nesta concentracdo, as fracbes em acetato de etila e
hexanica também apresentaram importante atividade, inibindo um total de 9 e 6
bactérias, respectivamente, incluindo amostras clinicas de S. aureus resistentes e
sensiveis a oxacilina, amostras de referéncia de S.aureus resistente a oxacilina e S.
epidermidis. As fragcbes em diclorometano, butandlico e o decocto mostraram
atividade frente a um total de 4, 1 e 1 bactéria(s), respectivamente, exibindo,
portanto, atividades menos significativas .

A partir da figura 6 foi possivel observar mais nitidamente a atividade
inibitéria exibida pelos extratos e fracfes a 512 pug/mL, destacando-se as melhores
atividade para as fracdes AQ, AcOEt e HXA, que inibiram 43,75%; 28,13% e 18,75%

do total de amostras, respectivamente.

50%

45%
o )
® A40%
= 35%
=
P 30%
; 25%
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@ 15% -
S m 256 L
3 10% - ug/m

5% | 128pg/mL
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Figura 6 - Percentual de inibicdo das amostras bacterianas pelos extratos e fracdes da espécie
vegetal H. balsamifera.

Vale ressaltar ainda que, considerando as 17 amostras clinicas hospitalares
testadas, o seguinte extrato e fracdes: EBF, HXA, AcCOEt e AQ mostraram-se ativos
frente a 1 (5,9%), 2 (11,8%), 3 (17,6%) e 8 (47%) amostras, respectivamente (Figura
7) (Quadro 5).
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Figura 7 - Percentual de inibicdo do EBF e fra¢Bes de H.balsamifera frente as amostras bacterianas
clinicas isolada de sitios de infec¢éo hospitalar.

Quadro 5 - Peffil e total de inibicdo das amostras clinicas coletadas de diferentes sitios de infecgéo
hospitalar de pacientes internados no Hospital Universitario da UFRJ

AMOSTRAS CLINICAS INIBIDAS a 512 ug/mL

EXTRATO BACTERIAS INIBIDAS N° DE BACTERIAS
EBF MU-50 1
HXA OXA-51, MU-50 2
AcOEt 1006, 1015, 517 3
AQ MU-50, 1006, 529, 517, 527, 520, 646, 1015 8

A ilustracdo dos resultados obtidos no ensaio de avaliacdo da atividade
antibacteriana pelo método de diluicdo em agar MH para a fragcdo hexanica esta
representada na figura 8 a seguir.

Controle

512 pg/mL 256 pg/mL 128 pg/mL

Figura 8 - Resultados obtidos pelo método de diluigdo em agar para a fracdo HXA - representacao
esquematica da leitura em placa ap6s crescimento por 24h a 37°C.
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As infec¢bes hospitalares sdo a segunda principal causa de morte no mundo,
seguida de doencas cardiovasculares, além de ser um grande problema socio-
econdbmico, devido ao aumento do tempo de internacdo em UTIs, o que leva ao
aumento dos custos com o tratamento (OLAECHEA et al, 2010). Portanto, a busca
por novas alternativas de tratamento que atuem no combate aos patdégenos
causadores deste quadro é de grande importancia cientifica.

Neste contexto, é importante destacar a capacidade inibitéria do extrato bruto
da folha (EBF) e de fracGes frente a espécies do género Staphylococcus. Entre as
espécies inibidas pelos extratos estdo a cepa ATCC 33591 (RO) e amostras clinicas
de S. aureus (RO), além de S.aureus resistentes a vancomicina (MU-50). A fracéo
HXA inibiu ambas (ATCC 33591 e MU-50) sendo, entretanto, o valor de CMI (512
Mg/mL) mais elevado quando comparado a CMI de 128 ug/mL do antibiético padrao
oxacilina (LEAL et al., 2010) frente a este patdgeno. Este resultado é, contudo, de
grande relevancia, considerando que trata-se da atividade de um extrato bruto e n&o
de uma substancia isolada. O S. aureus é um patégeno oportunista e extremamente
mutével caracterizando a principal causa de infeccfes hospitalares (FENG et al.,
2008) e que pode desenvolver resisténcia rapidamente (RODRIGUEZ-NORIEGA et
al., 2010), o que torna ainda mais relevante estes resultados preliminares.

O EBF e fracBes (HXA, AQ e AcOEt) das folhas da espécie H. balsamifera
também inibiram a espécie S. epidermidis, que juntamente com a espécie mais
patogénica S. aureus, contribui para a maioria de infeccdes nosocomiais
(SCHOENFELDER et al., 2010). Apesar da cepa ATCC avaliada ser uma amostra
sensivel a oxacilina, com CMI de 0,25 ug/mL para oxacilina (LEAL et al., 2010), os
dados sdo importantes considerando o perfil de resisténcia que estes patégenos
passam a apresentar ao longo do tempo.

Vale ressaltar também, a acéo inibitéria do extrato bruto da folha e das
fracbes HXA, AcOEt e AQ frente & amostra clinica e/ou ATCC de A. baumanii
resistentes ao imipenem (ATCC 48696 e OXA-51). A fracdo AQ inibiu a amostra
ATCC a 128 ug/ mL, sendo, portanto, necessarios novos ensaios para a real
determinacdo da CMI. Estes resultados podem ser considerados extremamente
relevantes, j4 que a espécie A. baumanii mostrou uma expansao em todo o mundo e
tem sido cada vez mais presente nas UTIs (GIAMARELLOU et al., 2008). A natureza
da resisténcia deste patébgeno e seus padrbes de susceptibilidade inusitados e

imprevisiveis tem tornado as decisfes terapéuticas cada vez mais dificeis
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(FISHBAIN e PELEG, 2010) e também tem, supostamente, contribuido para o
aumento da morbidade, mortalidade, tempo de internagdo e custo nas UTIs
(SHORR, 2009).

Os resultados obtidos demonstram pela primeira vez para a espécie H.
balsamifera uma atividade anti-estafilococica muito significativa, ja que grande parte
das amostras inibidas pelos extratos pertencem ao género Staphylococcus. Além
disso, os extratos também desempenham atividade significativa frente a bactérias
Gram-negativas, que por sua estrutura de parede celular e mecanismos de
resisténcia ainda representam uma barreira ao tratamento com os antibioticos

utilizados atualmente.
5.4. ISOLAMENTO DE CONSTITUINTES QUI'MICOS DA FRAC}AO HEXANICA

A atividade antibacteriana observada para a fracdo hexanica € um dos fatores
que justifica a escolha desta fracdo para o isolamento e identificacdo dos
constituintes majoritarios presentes. Além deste fato, a fracdo hexanica apresentou o
segundo melhor rendimento comparado aos demais extratos ativos. A fracdo com o
maior rendimento (INS) mostrou-se insolivel em uma variedade de solventes-teste,
0 que tornou dificultoso desenvolver posteriores etapas de purificacao.
Considerando o conhecimento prévio de que esta espécie vegetal é rica em
triterpenos e que esta classe quimica é bastante conhecida por apresentar atividade

antibacteriana, focamos nossos estudos neste extrato mais apolar.

5.4.1 Analises Cromatogréaficas da Fracao Hexanica

A analise por cromatografia em camada fina (CCD) da fracdo hexanica levou
ao aparecimento de manchas com uma coloracdo roxa estavel quando utilizado
anisaldeido sulfurico como reagente cromogénico, sugerindo a presenca de
esqueletos terpénicos ou esteroidais como majoritarios.

A identificacdo destes esqueletos foi confirmada por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) (Figura 9), uma vez que
indicou a presenca de derivados triterpénicos pentaciclicos a partir do espectro de

massas caracteristico para esta classe.
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Figura 9 - Cromatograma da fracdo hexanica obtido por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM).

5.4.2 Andlises Cromatograficas das Sub-fracdes da Fracdo Hexanica

As sub-fracdes obtidas do processo de fracionamento por cromatografia em
coluna da fracdo hexanica (item 4.3.1.2) foram analisadas por CCD e reunidas de
acordo com a semelhanca nos fatores de retencdo dos constituintes majoritarios
presentes (Figura 10). A partir desta analise, constatou-se o isolamento de algumas
substancias sugestivas de apresentarem esqueletos terpénicos devido ao
aparecimento da coloracdo arroxeada apoOs revelacdo. Dentre as sub-fracdes
obtidas, aquelas que apresentaram maior grau de pureza foram selecionadas e

submetidas a analise por CG/EM, como por exemplo, a fragdo N.° 90 .

N.°90

81 84 87 90 93 80 (1-8) (9-15) (16-24) (55-64) (91-94) (80-84) (95-101) (102-10) (111-14) (115-25) (126-43) (154-202)

Figura 10 - CCD de sub-fragdes obtidas do processo de fracionamento em coluna de silica da fragao
HXA.

A partir do cromatograma da sub-fracdo N.° 90 obtido pela técnica de CG/EM
(Figura 11) foram observados dois picos principais com tempos de retencdo de
33,13 (25,37% area relativa) e 34,17 (40,52%) minutos. Ambos fragmentogramas
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(Figura 12) apresentaram o ion molecular 426 [M'] correspondente ao peso
molecular e, o pico base m/z 218, caracteristico das séries A'*-ursano ou oleanano
(ligacdo dupla entre os carbonos C(12)-C(13), proveniente de um arranjo do tipo
retro-Diels-Alder (SHIOJIMA et al., 1992). Outros fragmentos, m/z 207, m/z 203 e

m/z 189, foram também observados, conforme mostra a figura 12.
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Figura 11 - Cromatograma da sub-fracéo N.° 90 obtida do processo de fracionamento em coluna de

silica da fracdo HXA
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Figura 12 - Espectros de massas obtidos a partir da técnica de CG/EM referentes as substancias
presentes na sub-fracdo N.° 90 com tempos de retencéo de 33,14 (A) e 34,17 (B) minutos.
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Considerando as fragmentacées observadas para estas substancias,
sugeriu-se a presenca da mistura de a- e B-amirina, caracterizadas pela presenca

dos fragmentos principais conforme descritos na Figura 13 (SHIOJIMA et al., 1992).

o

R=CHj e Ry=H (beta-amirina)
R,=CHj e R=H (alfa-amirina)  °

HO

PM=426y1 / m/z 218
oCHg
-15

R

08
+ ) Ho/g;b(
H,O
m/z 203 189 207

Figura 13 - Principais fragmentos obtidos por espectrometria de massas para os triterpenos a- e [3-
amirina.

Aos triterpenos a- e [B-amirina ja foram descritas atividades inibitérias
relevantes frente a diferentes espécies bacterianas. Misturas de a- e (B-amirinas
mostraram ser responsaveis por inibir, dentre outros, S. aureus (CMI = 250 pyg/mL),
E. Coli (CMI = 250 pg/mL), P. aeruginosa (CMI = 120 pg/mL) (MAGINA et al., 2012;
KIPLIMO et al., 2011), B. subtilis (CMI = 250 pg/mL) e S. epidermidis (CMI = 500
pg/mL) (KIPLIMO et al., 2011). Entre as bactérias inibidas pela B-amirina estdo
Salmonella typhimurium (CMI = 95 pg/mL), S. aureus (CMI =97 pg/mL) e P.
aeruginosa (CMI 297 ug/mL) (HICHRI et al., 2003). Estas substancias apresentaram
valores de CMI bastante proximos aqueles exibidos pela fragao HXA (512 ug/mL) no
presente estudo, podendo, portanto, esta mistura estar atuando como importante
candidata responsavel pela atividade antibacteriana observada para a fragdo HXA.

Outras sub-fracdes, onde foi observado elevado grau de pureza, como as
de N.°(65-71) e (72-79) foram também avaliadas pela técnica de CG/EM. Nos
cromatogramas referentes a estas sub-fracfes (Figura 14) foram observados picos

principais com tempos de retencdo semelhantes para ambas, a saber: 37,34



39

(85,41% area relativa) e 37,31 (90,26% area relativa) minutos, respectivamente.
Ambos espectros de massas (Figuras 15) apresentaram o jon molecular 426 [M]
correspondente ao peso molecular e, o pico base m/z 69 (TUAN et al., 2005). Outros
fragmentos foram também observados como m/z 341, m/z 273, m/z 246, m/z 218 e
m/z 191.
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Figura 14 - Cromatogramas das sub-fragdes (65-71) e (72-79) obtidas do processo de
fracionamento em coluna de silica da fragdo HXA
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Figura 15 - Espectros de massas obtidos a partir da técnica de CG/EM referentes as substancias

presentes nas sub-fracfes (65-71) e (72-79) com tempos de retencéo de 37,34 (A) e 37,31 (B) min,
respectivamente.
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Ao comparar as fragmentacdes obtidas para as substancias presentes nas
sub-fragbes (65-71) e (72-79) com as fragmentacdes descritas na literatura (Figura
16) (SHIOJIMA et al., 1992; QUEIROGA et al., 2000; TUAN et al., 2005), pode-se
sugerir que estas substancias sejam derivadas do esqueleto triterpénico pentaciclico

do tipo friedelina.

Y

o m/z 341 m/z 69
+
+ \ R
m’\ = H L+
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mz273 Wz 246 m/z 218 m/z 191

Figura 16 — Fragmentos tipicos do esqueleto triterpénico friedelina obtidos por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas.

hY

O triterpeno friedelina jA vem sendo descrito na literatura quanto a sua
atividade inibitéria bastante significativa frente a algumas espécies de bactérias,
entre estas, espécies de S. aureus (CMI = 19,53 ug/mL), Esherichia coli (CMI =
78,12 pg/mL), Pseudomonas aeruginosa (CMI = 2,44 ug/mL) e Streptococcus
faecalis (CMI = 2,44 pg/mL) (KUETE, et al. 2007). Estes valores de CMI sao
menores quando comparados aqueles encontrados no presente trabalho (512 pg/
mL), o que sugere o triterpeno tipo friedelina ndo ser unicamente o responsavel pelo
efeito da fracdo HXA. Estes esqueletos, possivelmente, estdo contribuindo para a
importante atividade antibacteriana, entretanto, a atividade observada para a fracao
hexéanica deve ser resultado de um efeito proporcionado pelos diferentes triterpenos.
Para a confirmacdo dos dados quanto ao papel desempenhado por cada uma
destas substancias na acéo antibacteriana, seria de fundamental importancia a

avaliacao da atividade destes constituintes isoladamente.
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5.4.3 Elucidagao Estrutural da Sub-fragao N.° 05

Considerando a pureza da fracdo N.°05 (7 mg) pela técnica de CCD, esta
também foi submetida a analise por RMN-'H (400 MHz), tendo sido sugerida a
presenca de um terpeno como constituinte quimico majoritario. Os dados de RMN
seguem conforme a seguir:

RMN-'H (400 MHZ, CDCl3) — & (ppm) (t, 84 0,88); (s, dn 1,36); (s, Sy 1,40);
(s, 64 1,49); (s, 0y 1,55); (m, &4 3,69); (dd, &4 3,78); (dd, dx 3,93); (2H, ddd, &4 4,25);
(d, 54 4,35); (dd, &4 4,62).

RMN-*3C (75 MHz, CDCls) — d(ppm) 14,12 (CHs); 22,69 (CHy); 23,95 (CHs),
25,31(CHg); 25,78 (CHs); 25,45 (CHs); 29,36 (C4); 31,92 (CH,); 61,28 (CH,); 65,60
(CHy); 70,02 (CH); 70,80 (CH); 71,05 (CH); 103,05 (C4); 108,51 (C4); 109,07 (Cy).

A presenca de quatro sinais simples caracteristicos de grupos metila na
regido entre 1,3-1,6 ppm no espectro de RMN-'H (Figura 17) puderam ser
evidenciados. Estes quatro sinais podem indicar a presenca de metilas
sesquiterpénicas, classe quimica ja descrita para H. balsamifera. Sinais em
deslocamentos quimicos maiores (regido entre 3,5-4,8 ppm) indicam a presenca de
grupos funcionalizados na estrutura, entretanto, excluem a presenca de duplas
ligagbes conforme observado para a trans-isolongifolenona. No referido
sesquiterpeno, ja isolado de H. balsamifera, sdo também observados quatro sinais
simples metilicos, entretanto, os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da dupla
caem em torno de 5,6 ppm. O espectro de RMN-'*C indicou a presenca de 15
atomos de carbono, corroborando a proposta da presenca do esqueleto
sesquiterpénico. A técnica APT permite a identificacdo das multiplicidades dos
sinais, 0 que permitiu e confirmou a presenca de metilas na regido indicada (d entre
20 e 30 ppm). A presenca de metilenos e carbonos quaternarios, tipicos de anéis
terpénicos, foram confirmados por esta técnica.

Os espectros bidimensionais HSQC (correlacdo direta entre os atomos de
carbono e hidrogénio com até uma ligacdo) e HMBC (correlacdo até duas ligacdes)
foram também realizados e encontram-se em anexo.

A analise para determinacdo do espectro de massas da substancia pela
técnica de ionizagdo por electrospray (ESI), a qual fornece o ion molecular, sera
realizada em uma proxima etapa a fim de auxiliar na andlise e na elucidacao

estrutural deste constituinte.
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6. CONCLUSAO

e No ensaio antibacteriano pelo método de diluigdo em &gar Mueller-Hinton, o
EBF, a 512 pg/ mL, inibiu 7 do total de amostras testadas, enquanto o EBC
inibiu apenas 1 das 32 amostras. Isto justifica o EBF ter sido selecionado para

posterior etapa de particionamento liquido-liquido com os demais solventes.

¢ O extrato aquoso apresentou o melhor perfil de atividade uma vez que inibiu
pelo menos 1 amostra (A. baumanii resistente ao imipenem) dentre as 32

bactérias testadas na menor concentracéo (128 pug/mL) avaliada.

e A 256 pg/mL apenas o EBF e, as fracbes AQ e AcOEt, apresentaram
atividade inibitoria frente a um total de 2, 1, 2 bactérias, respectivamente.
Entre as espécies inibidas encontram-se A. baumanii resistente ao
imipepenem (sensivel ao EBF, AQ e AcOEt), e, as espécies S. capitis, S.
warneri e S. cohnii (sensivel ao EBF e AcOEt).

e A 512 pg/mL o extrato aquoso mostrou a melhor atividade, inibindo 14 do total
de amostras testadas (n=32), dentre elas amostras clinicas de S. aureus
resistentes e sensiveis a oxacilina e, a cepa de referéncia de A. baumanii

resistente ao imipenem.

¢ Na concentracdo de 512 ug/mL, as fracdes em acetato de etila e hexanica
também apresentaram importante atividade, inibindo um total de 9 e 6
bactérias, respectivamente, incluindo amostras clinicas de S. aureus
resistentes e sensiveis a oxacilina, amostras de referéncia de S. aureus

resistente a oxacilina e S. epidermidis.

e A 512 pg/mL, as fragdes em diclorometano, butanélico e o decocto mostraram
atividade frente a um total de 4, 1 e 1 bactéria(s), respectivamente, exibindo,

portanto, atividades menos significativas .
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A atividade antibacteriana observada para fracdo HXA, o seu melhor
rendimento comparado aos demais extratos ativos passiveis de solubilizacao
e 0 conhecimento prévio de que esta espécie vegetal é rica em triterpenos e
que esta classe quimica € bastante conhecida por apresentar atividade
antibacteriana, justificaram a analise dos constituintes quimicos desta fracao.

A identificacdo dos esqueletos presentes na fragdo HXA foi confirmada por
CG/EM, uma vez que indicou a presenca de derivados triterpénicos

pentaciclicos a partir do espectro de massas caracteristico para esta classe.

A sub-fracdo n° 90 submetida a andlise pela técnica de CG/EM revelou a
presenca da mistura dos triterpenos pentaciclicos a/f- amirina, substancias
com valores de CMI descritos na literatura bastante proximos aqueles
exibidos pela fragdo HXA (512 pg/mL), podendo, portanto, atuarem como
importantes candidatas responsaveis pela atividade antibacteriana

desempenhada pelo extrato hexanico neste estudo.

As sub-fracdes (65-71), (72-79) ao serem avaliadas por CG/EM sugeriram a
presenca de substancias derivadas do esqueleto triterpénico do tipo
friedelina, substancia que apresenta valores de CMI descritos na literatura
menores quando comparados aqueles encontrados no presente trabalho (512
Mg/ mL), o que sugere o triterpeno friedelina ndo ser o Unico responsavel pelo

efeito da fracdo HXA.

Pelos resultados obtidos, pode-se destacar a grande importancia deste
estudo, ja que apresenta resultados ainda ndo descritos na literatura como a
avaliagcdo da atividade antibacteriana de extratos de diferentes polaridades da
espécie H. balsamifera frente a diferentes espécies de bactérias, entre estas

amostras multirresistentes.

Este trabalho sugere, pela primeira vez, a correlacdo entre a atividade
antibacteriana observada para a fracdo hexanica e a presenca dos triterpenos

pentaciclicos nesta fragao.
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