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RESUMO

Escherichia coli € um dos patégenos responsaveis por doencas veterindrias,
que causam prejuizos econémicos decorrentes do declinio da saude de animais de
producdo e dos animais de companhia, causando impacto emocional nos
proprietarios. Por essa razdo, a introducdo de novos farmacos antibioticos é
imprescindivel. A rica biodiversidade brasileira apresenta potencial para descoberta
de novos farmacos. A partir de triagem biologica de 1791 extratos vegetais obtidos de
mais de 600 espécies, realizada em um modelo de disco difusdo em agar e com quatro
cepas de E. coli, foram identificados dois extratos vegetais ativos. O primeiro, oriundo
do caule de Microplumeria anomala (Apocynaceae) e denominado EB127, e o
segundo, oriundo dos frutos de Buchenavia oxycarpa (Combretaceae) e denominado
EB725. EB127 foi estudado em termos de sua composicdo quimica, utilizando-se
métodos de particho e cromatografias para o fracionamento e métodos
espectroscopicos para a identificacdo das moléculas. As fracbes enriquecidas e
compostos isolados foram testados contra as quatro bactérias, a fim de se identificar
0S compostos que apresentavam atividade antibacteriana. Foram identificados por
meio da ressonancia magnética nuclear as moléculas de lupeol, sitosterol,
estigmasterol, 3-acetil-11-oxo-B-amirina, 3-acetil-11-oxo-a-amirina, 3f,7a-dihidroxi-
colest-5-eno, 3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona, sendo
algumas identificadas na espécie pela primeira vez.. E por meio da cromatografia
liquida de alta eficiéncia de espectrometria de massas sugerem-se também a
presenca de &cido dihidrobenzéico hexosideo; acido rosmarinico; um dos isdmeros
acido 8-epi-loganinico ou acido loganinico; 8-epi-loganico ou loganino; um dos
isbmeros do éster secologanosideo-7-metila ou secologanino; &cido 4-O-
feruloilquinico; acido vanilico glicosilado; acido procatecuico glicosilado; &cido
cafeoilquinico; acido metil dicafeoilquinico e cafeoil hexosideo encontrados na fracao
10%ACN da fase de particdo H20, obtida do extrato organico e que apresentou
atividade antibacteriana significativa frente a bactéria E. coli resistente a antibioticos.
EB725 também foi fracionado e testado contra as mesmas bactérias, aplicando-se a
mesma metodologia. Para esse extrato, a atividade antibacteriana mais significativa
foi verificada nas fragbes DCM da fase de particio CHCIs3, 10%ACN da fase de
particdo BUOH e 10%ACN da fase de particdo H20. Em termos efetivos, as fracdes e



compostos que apresentaram atividade contra a bactéria de E. coli resistente foram

considerados 0s mais interessantes, e os compostos identificados nessas fracdes.



ABSTRACT

Escherichia coli is on of the pathogens responsible for veterinary diseases,
which cause economic losses arising from the decline in the health of farm animals
and pets, causing emotional impact on owners. The rich biodiversity brazilian presents
potential for drug discovery. From 1791 biological screening plant extract obtained
from more than 600 species, held in a disk agar diffusion model and with four strains
of e. coli, were identified two active plant extracts. The first, from stem of
Microplumeria anomala (Apocynaceae) and name EB127, and the scond of
Buchenavia oxycarpa (Combretaceae) and named EB725. EB127 has been studied in
terms of their chemical composition, using methods of partition and chromatograms for
the fractionsenriched and spectroscopic methods for the identification of molecules.
The fractionsenriched and isolated compounds were tested against the four bacteria
in order to identify the compounds with antibacterial activity. Were identified by nuclear
magnect resonance of molecules lupeol, sitosterol, stigmasterol, 3-acetyl-11-o0xo-§-
amyrin, 3-acetyl-11-oxo-a-amyrin, B 3 -7 a-dihydroxy-5-ene colest, 3-hydroxy 3-
colest-5-en-7-one and B-hydroxy 3-colest-5.22-dien-7-ona, with some identified in

species for the first time. And by high efficiency liquid chromatography mass

spectrometry also suggested the presence of
dihidrobenzdico acid hexosideo; rosmarinic acid; one of the isomers 8-epi-
loganinico acid or loganinico acid; 8-epi-loganico or loganino; one of the

secologanosideo ester isomers-7-methy ou secologanino; 4-O-feruloilquinico acid;
vanilic acid glicosilado; procatecuico acid glicosilado; cafeoilquinico acid; methyl
dicafeoilquinico and cafeoil hexosideio acid found in 10%ACN fraction parttion phase
H20, obtained from organic extratct and that showed significant antibacterial activity in
front of the e. coli bacteria resistant to antibiotics. EB725 was also split and tested
against the same bacteria, applying the same methodonlogy. For this extract
significant antibacterial activity was detected in the farctions DCM partition phase
CHCls, 10%ACN partition phase BUOH and 10%ACN partitionphase H20. In effective
terms, the fractions and compouds showed activity against bacteria of resistant e. coli

were found to be most interesting, and the compounds identified in these fractions.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana € um dos maiores problemas de saude publica do
século XXI. O sistema de producao animal pode ter uma ligacdo direta com esse fato,
pois a utilizacao indiscriminada e continua dos antibiéticos em granjas pode ter gerado
consequéncias negativas para os consumidores e indiretas ao resto da populacgéo.

A utilizacdo de antibiéticos como promotores de crescimento nas granjas foi
uma pratica adotada na década de 1950 que é, atualmente, banida em diversos
paises, por conta de promover a selecdo de cepas mais resistentes e por gerar a
presenca de fase de particdo na carne e no leite. Por esses motivos, os produtores
continuam enfrentado o aparecimento de cepas cada vez mais resistentes, causando
prejuizos econdmicos devastadores.

A bactéria Escherichia coli esta envolvida em diversas condi¢cdes patologicas
importantes em Medicina Veterinaria. Esse micro-organismo pode causar doencas
que impedem o desenvolvimento adequado de animais de producdo, causando
prejuizos econdmicos, e é um dos principais agentes patolégicos de animais de
companhia.

A necessidade de se introduzir novos farmacos antimicrobianos que sejam
seguros para animais de companhia e para animais de producéo € grande, e produtos
naturais aparecem como uma fonte promissora de novos medicamentos.

A natureza é uma fonte potencial de novos farmacos antibacterianos, e suporta
a busca por novas moléculas precursoras que apresentem a atividade farmacoldgica
sem apresentar os efeitos indesejados nos produtos pecuarios. O Brasil é o pais que
apresenta a maior biodiversidade terrestre, e a riqgueza de espécies vegetais de suas
florestas fornece uma fonte significativa de moléculas a serem estudadas quanto ao
potencial farmacologico.

Foi realizada uma triagem bioldégica com 1.791 extratos vegetais obtidos de
espécies coletadas na floresta Amazonia e da Mata Atlantica. Na triagem, os extratos
foram testados contra E. coli. Dentre esses, destacaram-se dois obtidos das espécies
Microplumeria anomala e Buchenavia oxycarpa, que foram matéria do presente

estudo.



2 LITERATURA CONSULTADA

2.1 Resisténcia bacteriana

Em pleno o século XXI, a resisténcia microbiana tem sido foco de estudos, pois
afeta diretamente a saude publica. As bactérias vém apresentando uma crescente
resisténcia a medicamentos, devido ao uso incorreto e banalizado dos antibidticos, o
que as torna mais virulentas, causando preocupagdo mundial (WANNMACHER,
2004). Novos patdégenos resistentes tém sido descobertos, e tem gerado

enfermidades preocupantes com impacto na saude publica (GRECO, 2009).

De acordo com Markey, Carter, Donnelly et al., (2005) os principais fatores

causadores de resisténcia bacteriana sao:

o Uso excessivo de um determinado farmaco na tentativa de curar
enfermidades diferentes;

o N&o respeitar a posologia descrita, alterando tempo de administragéo do
medicamento, quantidade administrada, cumprimento do horario com rigor, causando
consequentemente a selecdo das bactérias que se tornaram mais resistentes frente
ao antibidtico escolhido;

. Troca de material genético entre bactérias resistentes;

o Micro-organismos possuidores de plasmidios e transposons se tornam
mais resistentes as diferentes classes de medicamentos;

o Producdo de enzimas bacterianas que sédo capazes de inativar ou
destruir o antibidtico;

o Determinados patégenos desenvolvem caminhos metabdlicos

alternativos para substituir antigenos ja inativados pelo farmaco.

Outro fator preocupante, em especial na agropecuaria, é a utilizacao
indiscriminada dos antimicrobianos como promotores de crescimento. Tal pratica
passou a ser realizada desde a década de 1950 com o conceito de que a utilizagédo
de aditivos alimentares, como os antibiéticos, auxiliaria o criador a gerar maior lucro

com o desempenho eficiente dos animais. Atualmente, a Unido Europeia proibe essa



pratica devido ao risco de se desenvolver maior resisténcia antimicrobiana e para se
evitar a presenca de residuos na carne e no leite. Como alternativa, os prebidticos,
probidticos e extratos vegetais vém sendo opc¢des que trariam resultados satisfatorios
no desenvolvimento e ganho de peso dos animais de producéo. Os prebi6ticos agem
como carboidratos fermentaveis capazes de promover um estimulo de crescimento e
equilibrio da microbiota intestinal. Os probidticos sdo 0s micro-organismos vivos, ndo
patogénicos, que mantém o controle do crescimento de bactérias oportunistas, além
de estimular a modulacdo do sistema imune (SANTOS; FIALHO; ZANGERONIMO et
al., 2016). Diversos extratos vegetais vém sendo testados por criadores, e um deles é
o extrato de alho em po, que vem sendo utilizado em granjas de frangos como aditivo
na ragao. Tal extrato tem mostrado atividade antimicrobiana, antifingica, antioxidante,
antiviral e antiparasitaria e tem proporcionado aos animais melhora do sistema imune
e, consequentemente, no desempenho (DALOLIO; MOREIRA; VALADARES et al.,
2015).

Dentre 0os micro-organismos que séo importantes na geracdo de resisténcia
aos antibibticos destaca-se a bactéria Escherichia coli, causadora de enfermidades,
particularmente em animais de producdo, trazendo prejuizos econbmicos e
preocupacao a saude publica (GONCALVES; LIMA; SEQUEIRA et al., 2007).

2.2 Escherichia coli

E. coli € uma bactéria Gram negativa que possui a forma de bastonete curto,
pode ser moével ou imovel, € anaerdbia facultativa, ndo produz esporos. Tem como
seu habitat natural o trato intestinal da maioria dos animais homeotérmicos e por esse

motivo € encontrada nos dejetos fecais (PASTORE, 2014).

Por meio do processo evolutivo, algumas cepas passaram a adquirir Novos
genes de viruléncia capazes de ocasionar enfermidades. As cepas podem ser
diferenciadas de acordo com a sorotipagem, o que permite diferenciar as comensais
das patogénicas. Tal técnica é realizada por meio da soroaglutinacdo, que permite
identificar os antigenos presentes na superficie bacteriana. Esses antigenos sao de

natureza lipopolissacarideos (O), flagelares (H) e capsulares (K). A combinagéo dos



antigenos O e H permite definir o sorotipo das cepas (TRABULSI; CAMPOS, 2002).
A funcdo desses antigenos € determinada pelas cadeias de carboidratos, com
excecao do flagelo que é proteico (MARKEY; CARTER; DONNELLY et al., 2005).

Esse micro-organismo possui cepas sapréfitas que sao de baixa viruléncia,
porém existem E. coli diarreiogénicas e patogénicas extraintestinais que sao

altamente virulentas e podem levar o individuo afetado a obito.

2.2.1 Causadoras de doencgas entéricas

. Enterotoxigenic E. coli (ETEC): acometem principalmente animais
recém-nascidos (bovinos e suinos). Sao capazes de aderir superficialmente sobre as
células da mucosa intestinal sem provocar danos as microvilosidades,
consequentemente o0s pacientes afetados apresentam diarreia aquosa, sem a
presenca de sangue, leucdcitos e muco (MARKEY; CARTER; DONNELLY et al.,
2005).

o Attaching and effecing E.coli (AEEC): nas é&reas rurais acometem
principalmente os bovinos, suinos, ovinos e coelhos. Essa cepa pode ocasionar sérios
prejuizos ao produtor, ja que provoca diarreia aquosa a sanguinolenta, uma vez que
a bactéria destroi os enterdécitos e leva ao arrasamento das microvilosidades. A cepa
de Enterophatogenic E. coli (EPEC) faz parte desse grande grupo capaz de destruir
0s enterdcitos e suas coldnias que se instalam na superficie da mucosa intestinal,
impedem a regeneracao das vilosidades, o que compromete a absorcdo de nutrientes
(CARVALHO; GYLES; ZIEBELL et al., 2003). Tal cepa acomete principalmente
humanos, mas também ja foi descrito em cordeiros, leitdbes e ninhadas de caes
(MARKEY; CARTER; DONNELLY et al., 2005).

o Shiga toxin-producing E. coli (STEC): os animais mais acometidos sao
0S pequenos ruminantes, suinos e bovinos. O animal, além de apresentar diarreia,
que pode variar de aquosa a sanguinolenta, também pode desenvolver alteracdes
neuroldgicas, anemias e colites hemorragicas. A cepa Enterohemorrhagic E. coli

pertence a um subgrupo que, além de produtor dessa toxina, apresenta outros fatores



de viruléncia capazes de evoluir para sindrome hemolitica urémica e faléncia renal
(VAZ, 2014).

J E. coli verotoxigénica (VTEC): produzem verotoxinas como VT1 e VT2,
causadoras de lesBes vasculares. Afetam mais os suinos, mas podem provocar
problemas hemorragicos em bezerros (MARKEY; CARTER; DONNELLY et al., 2005).

o E. coli necrotoxigénica: liberam toxinas necrosantes como CNF1 e CNF2
0s quais lesionam enterdécitos e a parede vascular (MARKEY; CARTER; DONNELLY
et al., 2005).

2.2.2 Causadoras de doencas extraintestinais (EXPEC)

Nesse caso, a bactéria invade outros 6rgaos, sendo considerada oportunista.
Diferente das cepas diarreiogénicas, ndo apresentam fatores de viruléncia
especificos, podendo afetar qualquer 6rgdo de todas as espécies. A suscetibilidade
dos animais a essas cepas varia conforme seu estado nutricional, imunidade
individual, idade e exposicao e quanto a quantidade de E. coli patogénicas (MARKEY;
CARTER; DONNELLY et al., 2005).

o Uropathogenic E. coli (UPEC): essa cepa é encontrada com frequéncia
em cadelas, gatas e humanos. Dependendo dos genes de viruléncia, podem formar
coldnias bacterianas nas paredes da bexiga, nos rins e até no utero, sendo o principal
agente a causar cistites e piometras nas cadelas e gatas (VON SYDOW; COOGAN,;
MORENO et al., 2006).

. Septicemic E. coli (SEPEC): as cepas bacterianas desse grupo tém o
potencial de invadir a circulacdo sanguinea e de liberar toxinas que se disseminam
por todo o corpo do individuo. Geralmente sdo consideradas causadoras de infec¢des
secundarias e podem acometer qualquer espécie, principalmente individuos
imonossuprimidos (TOMAZETTO; SILVA; VIDOTTO, 2004).

o Avian pathogenic E. coli (APEC): acometem principalmente granjas
aviarias, e causam grandes prejuizos econémicos ao criador, uma vez que as aves

acometidas podem apresentar desde problemas respiratérios como a aerosaculite e



pneumonia, até alteracdes do aparelho reprodutor com a reducdo de postura,
salpingite e morte embrionaria (MACHADO; NASCIMNETO; PEREIRA et al., 2013).

Os diferentes sorotipos séo responsaveis por uma variedade de doencgas que
trazem grandes complicacdes para os animais domésticos, de producdo e seus
proprietarios. As mais frequentemente diagnosticadas em clinicas veterinarias serao

citadas a sequir.

2.2.3 Doencas veterinarias e o patdégeno Escherichia coli

2.2.3.1 Colibacilose em animais de producéo e equinos

. A colibacilose acomete bezerros, leitdes, cordeiros, cabritos e potros. E
uma doenca causada por E. coli (ETEC), porém pode variar de linhagens patogénicas,
acometendo todas a espécies de animais de producdo recém-nascidos, causando
diarreia, desidratacédo e choque. Se ndo for tratada logo, pode levar o animal a Gbito
em poucos dias (COURO; LAGES; HEINEMANN, 2014).

o A mastite ambiental € um processo infeccioso que pode ser causado por
E. coli também encontrada no meio ambiente, principalmente em serragens e
maravalhas, utilizadas para fazer a cama do gado. A contaminacdo ocorre pelo
contato da parte distal dos tetos com o ambiente repleto de patdgenos. Por esse
motivo, bovinos confinados em estabulos apresentam altas taxas de infec¢éo por E.
coli, em comparagdo com 0s animais soltos no pasto. Normalmente, o processo
infeccioso acomete vacas entre o sétimo e o décimo dia antes de parir. O animal
apresentara o Ubere edemaciado, hipertermia local, endurecimento das glandulas
mamarias, aumento da frequéncia cardiaca e respiratéria, febre e abscessos
intramamarios. O leite coletado desse animal apresenta uma coloracdo amarelada e
com a presenca de grumos. Em achados necréticos, foram encontradas glandulas
mamarias edemaciadas, com lesées, pontos hemorragicos e areas necrosadas no
parénquima glandular (RODOSTITS; GAY; BLOOD et al., 2000).



2.2.3.2 Colibacilose aviaria

o A colibacilose em aves, provocadas por APEC, normalmente é sistémica
e vem associada a enfermidades primarias. E considerada uma doenca devastadora
para a avicultura industrial. Os fatores predisponentes s&o a superpopulacao, a falta
de ventilacdo, eventuais falhas nos processos de desinfeccdo, elevadas
concentracfes de amobnia, umidade nas camas de frango e variagdes bruscas de
temperatura. Dentre os sinais clinicos, geralmente ndo causa diarreia, como ocorre
em outras espécies, o que pode retardar o diagnéstico. Essa enfermidade afeta
principalmente o aparelho respiratério e reprodutor das aves em diferentes fases da
vida. Aves jovens, de quatro a nove semanas de vida, sdo mais predispostas a
apresentarem problemas respiratérios, como dispneia, aerossaculite, pneumonia,
pericardite e periepatite (condenacdo da carcaca). Ja em aves adultas ocorre uma
predisposicdo a salpingites. A doenca pode evoluir para uma septicemia, mais
frequente nas aves jovens, uma vez que tem como porta de entrada o trato respiratério
superior, e as bactérias irdo se instalar na traqueia, provocar irritacdo do epitélio
respiratério e estimular a producdo de muco e favorecer a multiplicacdo e
disseminacgédo pela corrente sanguinea, podendo eventualmente levar o animal a 6bito
(MACHADO; NASCIMENTO; PEREIRA et al., 2013).

o Salpingite: acomete aves adultas gerando problemas no trato
reprodutivo. A infeccdo do oviduto se da pela sua proximidade com os sacos aéreos
ou por infecgcdes ascendentes originarias da cloaca. O oviduto se encontrara
preenchido por massas caseosas, causando aumento de volume, os foliculos
ovarianos sofrerdo degeneracdo e se tornar-se-ao flacidos. Nesse caso, o foliculo
pode cair na cavidade peritoneal e ocasionar uma peritonite fibrinosa, levando a
mortalidade aguda. ApoOs seis meses da infeccdo, a maioria das aves vem a obito, e
caso sobrevivam, dificilmente voltaréo a fazer postura (FERREIRA; REVOLLEDO,
2009).

o Dermatoses: as dermatoses causadas pela APEC estdo associadas as
altas densidades populacionais, umidade da cama de frango, dermatites de contato e
manejo das aves. Os machos sdo os mais acometidos por conta do empenamento
lento e da agressividade, gerando lesdes cutaneas por traumatismos. As aves

enfermas ficam prostradas e permanecem deitadas sobre a cama de frango,



permitindo que outras aves as pisoteiem, podendo provocar lesdes cutaneas por
arranhdes. Tais lesfes infeccionam e formam abcessos, que podem levar a ave a
Obito por septicemia. Nesses casos, ocorre condenacao parcial ou total da carcaca
(SILVA, 2016).

2.2.3.3 Cistite e piometra em animais domésticos

e A cistite € um processo inflamat6rio da vesicula urinéria, diagnosticado em
clinicas veterinarias. A bactéria E. coli é o principal agente causador dessa
enfermidade. As fémeas sdo mais suscetiveis por possuirem a uretra mais curta em
relacdo aos machos, o que diminui as barreiras de defesa contra patdgenos
ascendentes. O trato urinario inferior é estéril, com excecéo da regido distal da uretra,
devido a miccao constante e a propriedade de defesa urinaria, tais como acidez da
urina de carnivoros e da producdo de mucina (impedem a aderéncia bacteriana),
presenca de imunoglobulina A, elevada osmolaridade da urina e altas concentracdes
de sais organicos e ureia. A colonizacdo das bactérias na bexiga ocorre quando
conseguem driblar os mecanismos de defesa ou por reten¢do urinaria, entdo se fixam
na mucosa através de fimbrias que facilitam a ades&o. Em individuos diabéticos, o
crescimento bacteriano é facilitado por conta da produc¢éo da urina glicosilada. A cistite
causa o espessamento da parede da bexiga, erosdes e ulceracbes na mucosa,
aderéncia de detritos necréticos ou coagulos de sangue e as hemorragias aparecem
em casos de obstru¢do da uretra. A urina se apresentard com aspecto turvo, com
presenca de flocos, odor desagradavel e normalmente com coloracdo avermelhada
(VON SYDOW,; COOGAN; MORENO et al., 2006).

e A piometra é uma doenca que acomete cadelas e gatas e est4 associada
a infeccbes secundarias a hiperplasia do endométrio, e ocorre em fases de
pseudogestacdo. Caracteriza-se pela distensdo uterina, cujas mucosas podem ser
encontradas ulceradas, com focos necroticos, pontos hemorragicos e presenca de
exudato, cuja coloracéo e consisténcia podem variar de acordo com o tipo de bactéria
gue esta colonizando a regido. Caso a enfermidade nao seja tratada logo, o animal
poderd vir a 6bito por septicemia (CARLTON; MCGAVIN, 1998).



2.2.3.4 Colibacilose em aves silvestres

o Segundo Knoébl, Godoy, Matushima et al., (2008), em achados de
necropsia, E. coli é o patégeno isolado encontrado com maior frequéncia em tecidos
de aves silvestres. As aves susceptiveis a colibacilose sdo aquelas que sofreram
algum tipo de estresse como transporte, nutricdo inadequada e erros de manejo,
podendo levar o animal a apresentar imunossupressao e a desenvolver a doencga. Os
sinais clinicos mais aparentes sdo penas arrepiadas, letargia, anorexia, inflamacao
dos sacos aéreos, inflamacao intestinal, hepatite e comprometimento de outros 6rgéaos
como rins, pulmdes, articulagdes e oviduto. Em filhotes, provenientes de trafico, por
serem mais frageis, geralmente apresentam morte subita devido a colisepticemia,
porém em casos de sobrevivéncia, a ave pode apresentar atraso do crescimento,
onfalite ou desidratacdo. A gravidade varia conforme o fator de viruléncia da bactéria
(CUBAS; SILVA,; DIAS, 2007).

2.3 Prejuizos econdmicos causados pela E. coli

Em relacdo as referidas enfermidades nesse estudo, é possivel fazer-se
analogias entre os problemas financeiros decorrentes das doencas causadas por E.

coli e o impacto na saude publica.

E. coli, além de afetar a homeostasia dos animais com o aparecimento de sinais
clinicos correspondentes a cada enfermidade, pode causar prejuizos econémicos
irreparaveis aos criadores de animais de produ¢do (CAMARGO; SUFFREDINI, 2015).

As doengas entéricas como a colibacilose em bezerros trazem prejuizos
econdmicos para a pecuaria bovina de corte, levando a aproximadamente 2% de
mortalidade dos animais. A raca Nelore é a mais afetada por essa enfermidade, e os
danos financeiros causam impacto na producdo em diversos Estados do Brasil
(FILHO; SILVA; PACHECO et al., 2007). Os animais voltados para corte como

bovinos, suinos, caprinos, ovinos e aves sao considerados reservatérios da bactéria
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gue, ao serem consumidos, podem desencadear problemas de saude publica devido
a gravidade da doenca e altas taxas de individuos infectados por esse patdégeno. E.
coli ja desencadeou surtos de doencas causadas pela ingestdo de alimentos
contaminados, como carne e laticinios ocorridos no Reino Unido e hamburgueres de
carne bovina nos Estados Unidos (BORATTO; LOPES; OLIVEIRA et al., 2004).

O rebanho leiteiro, acometido por E. coli, traz menor rentabilidade ao criador
devido a queda produtiva de leite, tratamentos de alto custo e desvalorizagdo dos
laticinios. As industrias também sao afetadas economicamente pelas dificuldades que
enfrentam no processamento dos laticinios e na queda do rendimento, em decorréncia
da baixa qualidade do leite (LOPES; LACERDA; RONDA, et al, 2013).

A colibacilose e a salpingite comprometem comercialmente a avicultura em
nivel nacional. As aves acometidas sofrem perda de peso, promovendo baixa
conversao alimentar, perda de matrizes, levando a diminuicdo na postura de ovos,
alta mortalidade provocada pela efetiva disseminacéo da doenca e tratamentos caros
(BARBIERI, 2010).

Quando se trata de pequenos animais domeésticos e silvestres, 0s custos com
0 servico veterinario e com as medicacdes recomendadas sao altos, além de causar

em muitos casos, abalos emocionais aos proprietarios.

A partir dos fatos expostos, nota-se a importancia de se introduzir novos
antibioticos na terapéutica veterinaria, com vistas a minimizar ou evitar os transtornos
e danos irreversiveis causados por essa bactéria, e que podem causar impactos

econdmicos negativos na ordem de milhdes de dolares.

2.4 Antimicrobianos

Segundo Calixto (2003), um terco dos medicamentos mais prescritos e
vendidos no mundo foi desenvolvido a partir de substancias naturais, obtidos de micro-
organismo, animais e vegetais. No caso de drogas anticancerigenas e de antibidticos,

por exemplo, esse percentual atinge cerca de 70%.
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Newman e Cragg (2014) realizaram um levantamento de todos os
medicamentos inseridos no mercado entre os anos de 1981 a 2014, dentre os quais
0s antimicrobianos atingiram o total de 140, e 11 eram de origem natural inalterado,
71 derivados de produtos naturais, uma macromolécula biolégica, 29 sintética, uma

sintética (farmacaoforo)/inspirados em produtos naturais e 27 vacinas.

A vancomicina € um antibiético que foi descoberto em 1956, pela farmacéutica
Eli Lilly, sendo foi produzido por meio do isolamento da fermentacdo de bactérias
Streptomyces orientalis. Esse antibidtico tem acdo ativa contra bactérias Gram

positivas e atua na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana (LEVINE, 2006).

A penicilina foi descoberta acidentalmente em 1929, por Alexander Fleming,
observando em uma placa de cultura de Staphylococcus, o crescimento de um fungo,
o Penicillium notatum, que impedia o desenvolvimento das bactérias. A penicilina foi
purificada somente em 1940. Com a realizacéo de novos testes clinicos do antibidtico,
comecgou a ser produzidos por indastrias farmacéuticas (MARKEY; CARTER,;
DONNELLY et al., 2005).

2.5 Biodiversidade brasileira

O Brasil é considerado o pais que detém a maior biodiversidade do planeta.
Nele, h4 a presenca de 20% da totalidade de espécies terrestres, segundo dados da
Conservation International (AZEVEDO, 2003). A Floresta Amazobnica e a Mata
Atlantica representam 30% das florestas tropicais do mundo, abrangendo a maior
biodiversidade dentre qualquer floresta do planeta (CUNHA; NETO; SUFFREDINI,
2014). Dentro desse vasto acervo biolégico, existem milhares de espécies de plantas
ainda a serem estudadas quanto ao seu potencial farmacoldgico, quimico e
toxicolégico, visando a obtencdo de novos antibiéticos de fontes naturais, o que
desperta o interesse da comunidade cientifica, numa perspectiva de produzir-se novos

farmacos.

Para que os pesquisadores tenham acesso a mata nativa brasileira, é

necessario obter-se uma autorizacado dos 6rgdos publicos. O decreto N° 2519/1998
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foi elaborado a partir de diretrizes estipuladas na “Convencdo Sobre a Diversidade
Bioldgica”, ocorrida no Rio de Janeiro em 1992, e tem como foco principal estabelecer
estratégias para a conservagao da biodiversidade, para seu uso sustentavel e para a
reparticio dos beneficios encontrados a partir da identificacdo de recursos

potencialmente explorados economicamente.

Apesar das dificuldades observadas para obter-se 0 acesso aos recursos
genéticos brasileiros, alguns grupos de pesquisa obtiveram as licencas necessarias e
iniciaram programas de triagens de extratos vegetais originados da Floresta
Amazonica e da Mata Atlantica que apresentassem atividade biol6gica, com o intuito
de encontrar principios ativos com potencial bactericida/bacteriostatico para a
producado de novos antibiéticos (SUFFREDINI, SADER, GONCALVES et al.,2003).

Alguns povos antigos, tais como os egipcios, indianos e chineses, ja faziam uso
de produtos naturais, e essa tradicdo permanece até hoje, em paises cujo acesso a
medicamentos industrializados € mais restrito, ou em paises que possuem

comunidades tradicionais indigenas ou tribais.

As plantas apresentam diferentes formas de defesa contra o ataque de micro-
organismos, insetos e herbivoros e diferentes formas de atrair animais polinizadores,
além de desenvolver ferramentas que as planas adaptavam as condi¢cdes ambientais
adversas. Um dos tipos de ferramentas desenvolvidos pelas plantas como defesa e
atracdo sao os metabdlitos secundarios. Tais compostos sao obtidos através de vias
metabdlicas adjacentes as rotas de biossintese de proteinas, aclUcares e gorduras.
Na literatura, descreve-se a existéncia de aproximadamente 50.000 desses
metabdlitos identificados em angiospermas, porém, em muitos deles seu potencial
farmacoldgico é desconhecido (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Alguns extratos de plantas possuem compostos com atividade antibacteriana,
tais como alcaloides, flavonoides, taninos, quinonas, compostos sulforados, entre
outros (SCHUCH; WIEST; COIMBRA et al.,, 2007). Os flavonoides derivam de
compostos fendlicos e encontram-se em maiores concentragdes em frutas citricas
(CARVALHO; LACERDA,; OLIVEIRA et al., 2000). S&o produzidos pelas plantas para
gue se protejam dos raios solares (UVA e UVB), agem como antioxidantes naturais,
para comporem a coloragdo das partes aéreas envolvidas no processo de polinizagéo,
além de acéo antimicrobiana (NETO; LOPES, 2007).
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Os alcaloides sdo compostos secundarios obtidos por varias vias metabdlicas.
S&o compostos organicos heterociclicos, que apresentam nitrogénio em sua estrutura,
caréater alcalino e sdo farmacologicamente ativos (HENRIQUES; KERBER; MORENO,
1999). De modo geral, os alcaloides apresentam diversas atividades farmacoldgicas,
como agentes antitumorais, antimicrobianos, agentes ativos sobre funcées digestivas,
agentes depressores ou estimulantes do sistema nervoso central, agentes ativos
sobre o sistema nervoso autbnomo, entre outras. Por isso, podem apresentar uma
variedade de mecanismos de acao, inclusive os que estéo ligados a acdo antifungica,
inibidores de nematoides e antibacterianos (MARINHO, 2001).

As quinonas sao originadas da oxidacdo de fendis e apresentam propriedades
antimicrobianas, inseticidas e tém sido utilizadas como corantes, por diversos povos
(CARVALHO; LACERDA; OLIVEIRA et al., 2000).

Os compostos sulforados sdo provenientes de aminoacidos como a cisteina, e
sdo capazes de inativar bactéria, fungos, nematoides e insetos (CARVALHO;
LACERDA,; OLIVEIRA et al., 2000 ).

Os taninos sdo derivados fenodlicos, com propriedades de precipitarem
proteinas, alcaloides e outras macromoléculas, além de quelarem metais, atuam como
bactericidas, anti-helminticos e antitumorais (CARVALHO; LACERDA; OLIVEIRA et
al., 2000).

2.5.1 Microplumeria anomala

Microplumeria anomala (Mull. Arg.) Makgr. é uma das espécies trabalhadas
neste estudo, da qual se obteve o extrato organico bruto denominado EB127. A
espécie pertence a familia Apocynaceae e apresenta como sinonimia cientifica
Aspidosperma anomalum (Mull. Arg.), ou Cylindrosperma anomalum (Mull. Arg.)
Ducke, ou ainda Microplumeria sprucei Baill. E uma espécie nativa do Brasil, embora
nao endémica. Ocorre apenas no Norte do Brasil, nos estados do Amazonas e do
Para. Pode ser encontrada nos seguintes dominios fitogeograficos: Amazonia. Tipo
de vegetacéao da floresta do Igap6 (Microplumeria in FLORA DO BRASIL 2020).
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Poucos estudos foram feitos com espécies de Microplumeria, incluindo a
espécie M. anomala, considerados suas sinonimias cientificas. Reis Luz, da Rocha,
Porter et al. (1983) isolaram quatro alcaloides do caule de M. anomala, como
aspidoscarpina, anomalina, dimetoxianomalina e 12-O-metilanomalina (figura 1 do
anexo 1). Segundo pesquisas realizadas por Cordell (1998), amostras de M. anomala
coletada as margens do Rio Negro, demonstraram a presenca de alcaloides inddlicos,
extraidos da casca, como anomalina, 12-O-metilanomalina e dimetoxilanomalina. A
atividade antibacteriana de M. anomala foi reportada anteriormente (CAMARGO,
SUFFREDINI, 2014); (SUFFREDINI; BACCHI; SAKUDA et al.,, 2002). Estudos
quimicos foram realizados e detectaram a presenca de glicosideos, triterpenos e
alcaloides (PINTO; FERREIRA, 2012); (SUFFREDINI; BACCHI; SAKUDA et al.,
2002); (OLIVEIRA; FREITAS; MATHIAS et al., 2009).

2.5.2 Buchenavia oxycarpa

Buchenavia oxycarpa (Mart.) Eichler, representada neste estudo pelo extrato
organico bruto EB725, pertencente a familia Combretaceae, apresenta as sinonimias
cientificas Terminalia oxycarpa Mart., Buchenavia punctata Eichler, ndo € considerada
uma espécie endémica. Pode ser encontrada no Norte (Acre, Amazonas, Pard,
Roraima e Rondoénia), Nordeste (Ceara e Piaui) e Centro-Oeste (Mato grosso)
(Buchenavia in FLORA DO BRASIL , 2020). Popularmente, é conhecida por
periquiteira-do-igapo, lagatillo negro e yacushapana e tanimbuca, sendo este ultimo
dado a varias espécies do mesmo género (REVILLA, 2002). Pode ser encontrada nos
seguintes dominios fitogeograficos: Amazbnia, Cerrado e Mata Atlantica, tipo de
vegetacado do Cerrado, Floresta de Terra Firme e Floresta Estacional Semidecidual (
Buchenavia in FLORA DO BRASIL, 2020).

Essa familia € formada por 52 géneros, sendo 20 subtropicais (RIBEIRO;
HOPKINS; VICENTINI et al., 1999), e 475 espécies. No Brasil, sdo encontrados cinco
géneros e 63 espécies. Diante dessa variabilidade de géneros e espécies espalhadas
pelo mundo, tem-se descrito na literatura a utilizacdo de plantas dessa familia por

diversas culturas. Curandeiros africanos fazem uso de espécies dos géneros
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Combretum e Terminalia para o tratamento varias enfermidades, como dores nas
costas, febre, lepra, gengivites, caries, pneumonias, tuberculose, gonorreia, sifilis,
desordens gastrointestinais, hipertensdo, parasitoses e alguns tipos de canceres
(TEODORO, 2011).

O género Buchenavia tem sido estudado, como em B. capitata, da qual foram
isolados de suas folhas compostos como alcaloides e flavonoides, capazes de
apresentar moderada acao anti-HIV, porém com alta toxicidade. Ja da espécie B.
parviflora foram isolados compostos que apresentavam acao contra a enzima acido
graxo sintase (promove a biossintese de lipideos de células eucaridticas, porém
incapaz de promover acao antifingica) de suas raizes (TEODORO, 2011).

Buchenavia oxycarpa ainda € pouco estudada, e segundo a literatura
consultada, apresenta compostos capazes de aumentar a durabilidade natural da
madeira, demonstrando resisténcia a cupins Nasutitermes sp. (BARBOSA;
NASCIMENTO; MORAIS, 2007).

O presente estudo visa a verificacdo da atividade antimicrobiana dos extratos
vegetais de Microplumeria anomala e Buchenavia oxycarpa contra Escherichia coli e
a identificacdo compostos ativos a fim de que novos medicamentos venham, em um
futuro préximo, ser desenvolvidos e utilizados no controle das doencas de importancia

em Medicina Veterinaria.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral
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O presente estudo visa a avaliacdo da atividade biologica e ao estudo
fitoquimico dos extratos vegetais de Microplumeria anomala e Buchenavia oxycarpa
contra cepas de Escherichia coli.

3.2 Objetivo especifico

e Avaliacdo antimicrobiana dos extratos brutos e suas frac6es contra quatro cepas
de Escherichia coli;

e Avaliagéo da citotoxicidade dos extratos brutos e da fragédo de alcaloides totais

em células cancerigenas humanas de mama e prostata.
¢ |solamento dos compostos;

¢ |dentificacdo de compostos ativos contra cepa de Escherichia coli.

4. MATERIAL E METODO

4.1 Material Vegetal
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4.1.1 Coleta do material vegetal

A coleta de material botanico foi feita na regido Amazonica e na Mata Atlantica,
sob licencas de coleta junto ao ICMBIio de numero n° 14895-6 e de acesso a recursos
genéticos do IBAMA/CGen/MMA n° 2008/12A. Nenhum trabalho de coleta foi
realizado sem que houvesse as autorizagOes pertinentes do IBAMA/CGen/MMA
emitidas. As coletas foram feitas no Parque Nacional de Anavilhanas (antigamente
classificado como Estacdo Ecoldgica de Anavilhanas). Foram coletados o caule de
Microplumeria anomala e os frutos de Buchenavia oxycarpa. B. oxycarpa encontra-se
localizada em 2°59’ de latitude e 60°26’ de longitude.

4.1.2 Obtencéo do extrato vegetal

Ambos os materiais vegetais foram coletados e transportados ao laboratoério
em sacos de algodao, com a devida identificagcdo. Depois, 0os materiais foram secos
em estufa de circulacdo de ar a 40 °C, sendo em seguida moidos em moinho de
martelo (Holmes). Com o material moido, foi realizada maceracao utilizando a mistura
de solventes composta por metanol e diclorometano (1:1) (Synth), por 24 h (figura 1).
Os extratos organicos foram evaporados a pressao reduzida (Buchii), antes de serem
estocados a —27 °C (Revco), até serem utilizados nos experimentos (YOUNES;
VARELLA; SUFFREDINI, 2007).

O extrato bruto obtido do caule de M. anomala foi denominado de EB127 e o

extrato bruto obtido dos frutos de B. oxycarpa, de EB725.

Figura 1- Preparacéo do EB 127, de Microplumeria anomala, por meio da macerag¢ao sendo
adicionado diclorometano:metanol na proporgéo de 1:1.
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Fonte: CAMARGO, 2016.

4.1.3 Preparo das amostras para 0s ensaios biolégicos

Para os ensaios biolégicos, os extratos vegetais organicos foram diluidos com
dimetilsulféxido 50% em agua (DMSO50). Para serem empregados nos experimentos,
os extratos foram diluidos a concentracdes previamente estabelecidas, obtidas em
experimentos anteriores (SILVA, CARVALHO, SARACENI et al., 2014; SILVEIRA,
OLEA, MESQUITA et al., 2009). Para a EB127, usaram-se as concentracdes de 50
mg/mL, 100 mg/mL, 200 mg/mL, 300 mg/mL, 400 mg/mL, 500 mg/mL, 600 mg/mL,
700 mg/mL, 800 mg/mL, 900 mg/mL e 1000 mg/mL. J4 o EB 725 usaram-se as
concentracfes de 3,125 mg/mL, 6,26 mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100
mg/mL, 150 mg/mL, 200 mg/mL, 250 mg/mL, 300 mg/mL e 400 mg/mL.

4.2 Andlise quimica dos extratos

4.2.1 Fracionamento dos extratos
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Os extratos organicos 127 e 725, que apresentaram atividade, foram
submetidos a particéo liquido-liquido em coluna cromatografica. Os extratos organicos
foram ressuspendidos em metanol (MeOH) 90%, para serem submetidos a extracédo
sucessiva com CHCIs e BUOH. As frag@es cloroférmica e butandlica resultantes foram
levadas a capela, em temperatura ambiente, para que o0s solventes fossem
evaporados, enquanto a fracdo aquosa foi congelada e posteriormente liofilizada para
remocao da agua. Foram obtidas as fases de particdo cloroférmica (fase de particao
CHCI3), butandlica (fase de particdo BuOH) e aquosa (fase de particdo H20) dos
extratos brutos 127 e 725. A fase de particdo cloroféormica de cada extrato foi
submetida a cromatografia em coluna (CC), usando como fase estacionaria Sephadex
LH-20 e como fase movel os solventes hexano (Hex), diclorometano (DCM) e metanol
(MeOH), com vistas a se obter trés novas fragcoes de diferentes polaridades, como
esta representado na figura 2. As fases de particdo BUuOH e aquosa foram submetidas
a cromatografia em coluna, usando como fase estacionaria silica de fase reversa C-
18 e como fase movel a mistura de solvente acetonitrila (ACN):agua (H20) 0.1% de
acido trifluoroacético (TFA), na propor¢cdo de 10%, 50% e finalmente MeOH100%.
Foram obtidas trés novas fracdes para cada fase de particdo: para a fase de particao
CHCIs, foram obtidas as fragdes Hex/CHCIs, DCM/CHCIs3, MeOH/CHClIs, para a fase
de particio BuOH foram obtidas as fracbes 10%ACN/BuOH, 50%ACN/BuOH,
MeOH/BUOH e para a fase de particdo aquosa foram obtidas as fracdes
10%ACN/H20, 50%ACN/H20 e MeOH/H20. No final do fracionamento foram obtidas

nove fracGes para cada extrato, para serem avaliadas biologicamente.

A figura 2 mostra o fluxograma representando o fracionamento do EB127 por
meio da particao liquido-liquido, da qual trés fases de particdo foram geradas (CHCls,
BuOH e aquosa). Depois, foram feitas cromatografias em coluna C-18 e Sephadex
LH-20, gerando cada uma trés fracoes.

Figura 2 — Fluxograma representativo do fracionamento dos extratos bruto de
Microplumeria anomala e Buchenavia oxycarpa, usando técnicas de particao liquido-liquido
e técnicas de cromatografia em coluna C-18 e Sephadex LH-20, que resultaram em nove

fracOes.

Particdo liquido-liquido



Fonte: a autora
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4.2.2 Técnicas cromatograficas empregadas no fracionamento

4.2.2.1 Cromatografia em camada delgada analitica e preparativa

A cromatografia em camada delgada analitica (CCD) foi empregada para
analisar as fraces geradas do fracionamento e avalia-las quanto a semelhanca. Para
isso, foram empregadas placas de silica gel GF254 (Merck), em que as amostras
foram aplicadas e eluidas em solvente ou mistura de solventes. Apdés o
desenvolvimento da placa, as amostras foram reveladas com acido sulftrico (H2S0a4)
20% seguido de aguecimento. As fracdes que apresentaram manchas aparentemente

isoladas foram submetidas a CCD preparativa, para o isolamento (figura 3).

Figura 3 - Cromatografia em camada delgada analitica das amostras gerada das frag6es do
EB127 de Microplumeria anomala, eluidas duas vezes em hexano: acetato de etila, na
proporgao de 2:1.

Fonte: CAMARGO, 2016
A CCD preparativa foi feita segundo os mesmos parametros utilizados para a

CCD analitica, salvo a silica usada, que foi a silica gel PF (Merck).

Por meio CCD analitica, também foi realizados testes com reagentes de
Dragendorff para verificar a presenca de alcaloides nas fragdes geradas (figura 4).
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Figura 4 - Cromatografia em camada delgada analitica da amostra gerada das
fracBes do EB127 de Microplumeria anomala eluidas duas vezes em cloroférmio: acetato de
etila: metanol, na proporgéo de 2:2:0,25/0,5/0,75/1 e reveladas com reagente de
Dragendorff.

Fonte: CAMARGO, 2016

4.2.2.2 Cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna (CC) foi empregada para se realizar o
fracionamento das fases de particdo dos extratos brutos EB127 e EB725. Para isso,
para a fase de particdo CHCIs, foi usada como fase estacionaria silica gel fase normal
e como fases méveis os solventes hexano (Hex), diclorometano (DCM) e metanol
(MeOH), de acordo com a polaridade crescente. Ja para as fases de particdo BUOH e
aquosa, foi usada como fase estacionaria Sephadex LH-20 (Merck) e como fases
estacionarias os solventes (ou mistura de solventes) acetonitrila 10% em agua
(10%ACN), acetonitrila 50% em agua (50%ACN) e metanol 100% (MeOH).

A CC também foi utilizada para o fracionamento dos alcaloides totais obtidos
pelo meio basico (AT2267) a partir de M. anomala, cuja obtencao esté descrita no item
4.2.4.1.1. Com a amostra AT2267, foi realizada uma cromatografia em coluna aberta

em fase reversa C-18, utilizando fases moveis constituidas de diferentes
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concentracbes de gradiente de polaridade decrescente de acetonitrila e agua

acidificada com 0,1% de H3POa4, conforme descrito a seguir.
= 900 mL de 7% de acetonitrila e 0,1% de agua acida;
= 500 mL de 11% de acetonitrila e 0,1% de agua acida;
= 500 mL de 15% de acetonitrila e 0,1% de agua acida;
= 500 mL de 25% de acetonitrila e 0,1% de agua acida;
= 500 mL de 50% de acetonitrila e 0,1% de 4gua acida;
= 500 mL de 100% metanol;

Apés a realizacdo das eluicdes, as fracdes foram levadas a capela para a
evaporacao dos solventes. Posteriormente, foram alocadas em congelador e

liofilizadas.

4.2.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A obtencédo do perfil cromatogréafico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), da fracdo MeOH/CHCIs, das fracOes da fase de particdo BUOH e da fase de
particdo H20 foram obtidas, uma vez que compostos de alta polaridade sdo mais
facilmente analisados por técnicas desenvolvidas em silica de fase reversa. As
amostras foram pesadas (1,0 mg), solubilizadas em MeOH (2 mL) e filtradas com
filtros Millex™ JBR13LCR1 da Millipore (0,45 uM).

O sistema de eluentes foi A: 4gua 0,1% de TFA, B: acetronitrila de grau HPLC,
filtrado com filtro Phenex Filter Membranes (AFO-0504) de Nylon (0,45 uM) de 47 mm
de diametro. A corrida cromatografica foi realizada em sistema gradiente: To—s5= 5%
de B, Ts-35= 5% de B até 100% B, T35-40= 100% de B, T40-50= 100% de B até 5% de
B, Ts0-55= 5% de B, no CLAE da Agilent (1220LL Systems, com detector UV (254 nm)
e detector DAD (1260DAD Agilent), volume de injegao foi de 20 pL.
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4.2.3 Ensaios espectroscopicos empregados na identificacdo de substancias

4.2.3.1 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM)

Andlise da amostra UNIP-361, obtida da fracdo 10%ACN/H20 do EB 127 foi
realizada em cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrdbmetro de

massas com ionizagao por “ electrospray” (CLAE-EM, Bruker Daltonics Esquire 3000).

Gradiente TO-5=5% de ACN, T5-10=5% de ACN, T10-11=10% de ACN, T11-
20= 10% de ACN, T20-21= 20% de ACN, T21-40= 20% de ACN, T40-41= 27% de
ACN, T41-60= 27% de ACN, T60-61= 32% de ACN, T61-68= 32% de ACN, T68-69=
39% de ACN, T69-85= 39% de ACN, T85-86= 50% de ACN, T86-96= 50% de ACN,
T96-106= 100% de ACN, T106-110= 100% de ACN, T110-120= 5% de ACN.

4.2.3.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono

As fracOes purificadas, apds serem analisadas por cromatografia em camada
delgada analitica, foram submetidas a analise por espectrometria de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMNH; Bruker Alll, 300 MHz, CDCls) e de carbono
(RMN?3C; Bruker Alll, 100 MHz, CDCIs) a fim de realizar-se a elucidacéo estrutural

das amostras.

4.2.4 Extragéo de alcaloides

4.2.4.1 A partir da planta

4.2.4.1.1 Método em meio alcalino (AT2267)

e Método em meio alcalino
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A extracao de alcaloides a partir da espécie vegetal foi realizada com a espécie
M. anomala. A partir de um quilograma de caule e ramos moidos, foram separados
em trés partes iguais e colocadas em trés frascos de erlenmeyer. Em cada um dos
frascos foi adicionado hidréxido de aménio na quantidade suficiente para umedecer o
material vegetal seco e posteriormente adicionou-se um litro de diclorometano em
cada um dos erlenmeyers, volume suficiente para manter o pé da espécie vegetal
submerso. Os trés frascos foram fechados e deixados em maceracao por trés dias, e
foram agitados periodicamente durante esse periodo (figura 5). Posteriormente, as
amostras foram filtradas e colocadas em uma bandeja para evaporar dentro da capela.
As amostras foram testadas quanto a presenca de alcaloides com reagente de
Dragendorff. A extracdo de alcaloides se repetiu por mais seis vezes, até a observacao

de reagao negativa.

Figura 5 - (a) Amostra 2267 de Microplumeria anomala triturada e separada em trés partes
iguais para fazer a extracdo dos alcalGides totais a partir da planta. (b) Extracédo de
alcalbides totais a partir da planta Microplumeria anomala no processo de descanso da
amostra embebida em diclorometano e hidroxido de amdnio.

=

Fonte: CAMARGO, 2016
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A figura 6 mostra por meio de um fluxograma todas as etapas realizadas no
processo de extracdo de alcaloides totais a partir da espécie vegetal em meio basico

e meio acido de M. anomala.

4.2.4.1.2 Método em meio acido (AT2268)

Apbs a extracdo de alcaloides pelo método basico, a torta seca foi novamente
separada em trés porc¢oes iguais e foi colocada em maceracdo com trés litros de

acido fosforico. O macerado originou a fase aquosa acida.

A fase aquosa acida foi testada com reagente de Dragendorff, cujo resultado
foi positivo para alcaloides. Em seguida, esse procedimento de maceracéao foi
repetido, até que o teste com o reagente de Dragendorff desse negativo (figura 7).
Na fase aquosa &cida, que contém o alcaloide, foi adicionado o hidroxido de
amonio até atingir o pH 11. Durante o processo de alcalinizacdo, um precipitado é
gerado (fosfato de amonio) e retirado por filtracdo. A fase aquosa que contém o
alcaloide, agora alcalinizada, permaneceu na capela até evaporacdo dos
compostos volateis. A Agua remanescente foi retirada pelo processo de liofilizacdo
(figura 6).
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Figura 6 — Fluxograma representativo da extracdo de alcaloides totais a partir da espécie
vegetal Microplumeria anomala em meio alcalino e meio acido
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-Filtrar.

-Testar o filtrado para alcaloides com
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-Alcalinizar até pH 11 com NH,OH.

acido

Alcaloides totais
obtidos em meio

Fonte: DIAZ, 2016.
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Figura 7- Teste com o reagente de Dragendorff para verificagdo da presenca de alcaloides
durante os processos de obtencdo de alcaloides totais de Microplumeria anomala e de
Buchenavia oxycarpa.

Fonte: CAMARGO, 2016

4.2.4.2 A partir do extrato bruto

4.2.4.2.1 Método em meio acido

A extracdo de alcaloides totais a partir do extrato bruto foi realizada com os
EB127 e EB725, como mostra a figura 8:

A figura 8 mostra por meio de um fluxograma o processo de extracdo de
alcaloides totais a partir do EB127 e EB725 método &cido.
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Figura 8 - Fluxograma da extracdo de alcaloides totais dos extratos brutos de Microplumeria

anomala (EB127) e Buchenavia oxycarpa (EB725) pelo método acido.

(EB127=5 g); (EB725=15 g)
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Hexano 1 Alcaloides + impurezas
Alcalinizar com Hidréxido de
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Hexano 2 Alcaloides
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Extracdo com CHCI; CHCl
Fase aquosa alcalina Alcaloides totais

Fonte: a autora
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Figura 9 - Extracao de alcaloides totais a partir do EB 725 de Buchenavia oxycarpa no
processo de adi¢cdo do hexano.

Fonte: CAMARGO, 2016.

4.3 Analise bioldgica

4.3.1 Ensaio antimicrobiano

4.3.1.1 Cepas bacterianas utilizadas

Foram utilizadas bactérias pertencentes a espécie Escherichia coli ATCC
25922, obtidas de culturas frescas, cepas de Escherichia coli 31/1A, 35A e 51A obtidas
da cloaca de aves marinhas (gentilmente cedidas pela Professora Doutora Vania
Maria de Carvalho), que foram submetidas a estudos prévios (ndo contemplados no
presente estudo, cujos dados foram gentilmente fornecidos pela professora Dra. Vania
M. de Carvalho) para determinar o grau de viruléncia e da resisténcia microbiana. A
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tabela 1 mostra as caracteristicas das trés cepas isoladas da cloaca de aves, variando

entre si a viruléncia e resisténcia a antibidticos.

Tabela 1 - Patogenicidade das trés cepas de Escherichia coli, coletadas de
cloaca de aves marinhas.

Genes de N° Cepas de Escherichia coli

Viruléncia 31/12 35A 51A

papC + -

fyuA

iucD

ibeA

malX

traT

colV

iroN

Ompt

hlyF

Iss
iutA
Resisténcia a Amp., Amo., Amp., Amo.,
Antibidticos Cef. Tet., Fluor., X
Sulfa.+Trim.
Legenda: Amo. = amoxicilina; Cef = cefalexina; Amp.= Ampicilina; Tet.= tetracilina; Fluor.
Fulorquinolona; Sulfa.=sulfametoxazol; Trim.= trimetoprim; ATBC =antibidtico; + =ha a presenca do
gene de viruléncia; - = ndo h4 a presenca do gene de viruléncia; X= sensivel a antibidticos.

1
+ 1+ |+

o o o o S N o R S S
L |
|+ |+

Fonte: CARVALHO, 2012.

4.3.1.2 Ensaio da disco difusdo em agar

A mesma técnica de preparacdo dos experimentos foi adotada para todas as
cepas de E. coli. Preparou-se uma suspensao bacteriana a 0,5 Mc Farland (ou 1,5 x
108 UFC/mL) a partir de culturas frescas da bactéria. Placas de Petri preparadas com
15 mL de meio de cultura Mueller—Hinton agar (Oxoid®), preparado conforme
instrucdes do fabricante, em condicfes estéreis. E foram inoculadas pela técnica da
semeadura em superficie (EUCAST, 2015) utilizando-se swabs estéreis. Em cada
placa realizava o ensaio de duas amostras. Esse ensaio foi realizado em triplicata, ou
seja, para cada amostra foram utilizados trés discos estéreis de papel filtro de 6 mm
de diametro (Cefar) e distribuidos com auxilio de pingas estéreis em pontos

equidistantes, para que pudesse haver o desenvolvimento dos halos, caso houvesse
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acao bactericida ou bacteriostatica. Sobre cada disco de papel, foram colocados 10
UL de cada extrato a ser testado. Foram realizadas marcacdes nas laterais das placas
para servirem de guia para a leitura dos resultados e os numeros dos extratos foram
anotados na tampa da placa de Petri sobre seus respectivos discos. As placas foram
colocadas em uma estufa regulada a uma temperatura de 36 °C, por 24 horas. Apos
esse periodo, foi avaliada a atividade antibacteriana através da formacao do halo de
inibicdo ao redor do disco, e os resultados foram determinados a partir da medida dos

didmetros verticais e horizontais, com o auxilio de um paquimetro eletrénico.

4.3.1.3 Delineamento experimental

Os ensaios foram realizados com o0s extratos brutos, fracdes e substancias
isoladas, aplicadas em discos de papel filtro de 6 mm, em triplicata, em placas de Petri
de 120 mm de diametro. Cada placa de Petri recebeu dois grupos. Para cada halo
gerado foram tomadas as medidas das diagonais concorrentes (vertical e horizontal),
totalizando seis medidas para cada tratamento. O mesmo procedimento foi repetido

para todas as analises.

4.3.1.4 Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por analise de variancia Anova de
uma entrada, com teste posterior de Dunnett para compara¢cdo com grupo controle.
Diferencas estatisticas foram consideradas em um nivel de significancia de a<0,05
(GraphPadPrism).

4.3.1.5 Ensaio da microdiluicdo em caldo

Novamente, a mesma técnica de preparacdo dos experimentos foi adotada
para todas as cepas de E. coli. Os extratos testados em triplicata que apresentaram a

confirmacédo da atividade antibacteriana foram submetidos ao teste da microdiluigcao
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em caldo, e foi utilizado o meio de cultura Mueller—Hinton caldo (MDC; Oxoid®),
preparado conforme instruc¢des do fabricante, em condi¢cdes estéreis. Colbnias frescas
de Escherichia coli foram obtidas e utilizadas para o preparo da suspenséao bacteriana
a 0,5 Mac Farland. Foram adicionados 190 pL da suspensdao em cada pog¢o da
microplaca de 96 pocos. Diferentes dosagens dos extratos foram adicionadas aos
pocos em duplicata, em um volume de 10 pL. Por medidas de controle experimental,
alguns pocos foram reservados para controle positivo (meio inoculado sem
tratamento) e controle negativo (meio sem indculo e sem tratamento). Essa técnica foi
usada para obtencdo das concentracfes inibitérias minimas e concentracdes

bactericidas minimas de cada amostra testada.

Para os ensaios, os extratos foram diluidos em dimetilsulféxido 50% ou em
agua destilada, dependendo de sua origem, organica ou aquosa, respectivamente.
Apés esse procedimento, as placas foram tampadas e colocadas em estufa a
temperatura 36 °C, por 24 horas. Os resultados foram avaliados através da realizagédo

de subcultura, descrita a seguir.

Apos as 24 h de incubacdo, cada um dos pocos foram testados por meio da
subcultura em meio Mueller—Hinton agar. Para isso, placas de Petri preparadas com
meio Muleller—Hinton agar foram usadas, de modo que quadrados delimitantes foram
desenhados no lado de fora da placa e identificados. Em cada quadrado identificado
foi feito o espalhamento de 2 puL do meio caldo contido nos pocos em analise. Apos
esse procedimento, as placas foram tampadas e colocadas em estufa a temperatura
36 °C, por 24 h. Por meio desse método, foi possivel confirmar a eficacia da atividade
antibacteriana dos extratos e determinar as concentracdes inibitérias minimas (CIM)

e as concentracdes bactericidas minimas (CBM) para cada extrato ativo.

4.3.2 Avaliagéo da citotoxicidade

O conjunto de células empregado nos ensaios é composto por
adenocarcinomas isolados de mama (MCF-7) e de prostata (PC-3). A avaliacdo da

atividade citotoxica foi realizada segundo a metodologia descrita por Monks,
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Scudiero, Skehan et al. (1991), com adaptacbes (SUFFREDINI, PACIENCIA,
VARELLA et al., 2007a e b, SUFFREDINI, PACIENCIA, VARELLA et al., 2006).

Previamente ao ensaio, as células foram cultivadas em meio de cultura
RPMI-1640 (Bio Whittaker) acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina
(Sigma) e antibidticos por um periodo de 96 horas. Esse meio de cultura foi empregado
durante todo o experimento. Apds esse periodo, cada célula foi preparada de acordo
com a densidade celular necessaria, de 10.000 e 7.500 células/poco para as células de
mama e de prostata, respectivamente (MONKS, SCUDIERO, SKENHAN et al., 1991).
Placas de 96 pocos foram desenhadas de modo a apresentarem grupo controle de
crescimento celular, grupo controle de atividade Optica resultante do meio+extrato,
grupos testes que receberam as amostras de extratos e fracfes. Além das placas de 96
pocos utilizadas para execucao dos testes, foi feita uma placa com células tumorais sem
tratamento para que representasse 0 crescimento celular até 0 momento anterior a
adicdo dos tratamentos. A leitura dessa placa resultou na obtencdo do valor

correspondente ao tempo zerpo (TO).

Para o procedimento experimental, 100 ul de meio + células foram adicionados
aos pocos correspondentes, inicialmente. As placas de 96 pocos foram levadas a
incubadora, a 37 °C, umidade relativa de 100% e 5% de COz, onde permaneceram por
24 h. Ap6s 24 h, 100 uL de meio + tratamento foram adicionados aos pocos
correspondentes, e 100 uL de meio aos pogos controle. A preparacdo dos meios +
tratamentos foi feita em recipientes de vidro, em que em 1990 ul de meio foram
adidionados 10 uL do tratamento, diluido em 40 mg/ml. Desse modo, ao se adicionar 0s
100 uL correspondentes a cada poc¢o do grupo tratamento, ocorreu uma diluicéo de 400
vezes, gerando uma concentracao final de 100 ug/mL, no poco. Apo6s a adicdo dos
tratamentos, as placas de 96 poc¢os foram incubadas a 37 ° C, umidade relativa de 100%
e 5% de CO2, por um periodo de 48 horas. Ao mesmo tempo, as placas TO, com um
dos controles de crescimento, foi preparada para ser lida, segundo procedimento
descrito abaixo.

Depois desse periodo de 72h do inicio do experimento, as células viaveis
foram fixadas nas placas de 96 pocos com solucéo de acido tricloroacético 50%, e
foi mantida em contato com as células por uma hora, sob refrigeracdo. As placas
foram lavadas cinco vezes com agua corrente até remogdo completa do agente

fixador e das células nado fixadas (mortas). As placas foram mantidas ao ar por 24



35

horas, para secarem. Depois desse periodo, 100 ul de uma solucdo de
sulforrodamina B (SRB, que se liga a proteinas mitocondriais de células viaveis),
preparada a 0,4% em acido acético 1%, foi adicionada as células, por 10min. O
excesso de SRB foi retirado com solucdo de &cido acético (1%), com auxilio de
lavador de microplacas. Apdés a remocdo do excesso do corante de viabilidade
celular, as placas foram novamente expostas ao ar para secarem por mais 24 h. O
corante remanescente nas células viaveis foi ressuspenso com 100 uL de tampéao
Tris e foi submetido a 10 min de agitacdo em agitador de placas. Depois desse
periodo, as placas foram lidas em leitor espectrofotométrico de placas (Biotek) em
515 nm, em que as atividades 6pticas foram obtidas. A porcentagem de inibicdo de

crescimento (% IC) foi obtida a partir da formula:
% IC =[(T-To) / (C-To)]*100
sendo:

T: valores de densidade éptica obtidos para os po¢os correspondentes ao

tratamento.

TO: valores de densidade Optica obtidos para 0s poc¢os correspondentes ao
tempo zero. O tempo zero representa o crescimento celular nas 24 h que antecedem

a adicao do tratamento.

C: valores relativos ao crescimento celular sem o tratamento, ou controle do

crescimento 100%.

Caso tenha havido resultado de inibicdo de crescimento, a amostra
correspondente é submetida a andlise para obtencdo da concentracdo de inibi¢do
50% (IC50), em que os tratamentos sdo testados em cinco diluicdes logaritmicas

subsequentes, de 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL, 0,1 pg/mL e 0,01 pg/mL.
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5 RESULTADOS

5.1 Microplumeria anomala

5.1.1 Resultados botanicos

A partir da utilizacéo da técnica de disco difusdo em agar (DDA), foram testados
1791 extratos vegetais contra a bactéria E. coli. Apenas os EB127, EB272, EB725 e
EB934 foram ativos (CAMARGO; SUFFREDINI, 2015). Para o presente trabalho,

somente os extratos brutos organicos foram estudados.

A tabela 2 relaciona os dados botanicos e de coleta referentes as espécies que

originaram os extratos ativos, apresentados em trabalhos anteriores.

Tabela 2 - Dados botéanicos e de coleta do caule de Microplumeria anomala cujo
extrato foi ativo contra Escherichia coli foi selecionado em trabalhos prévios.

Coletor PSC
Numero da coleta 136
Data da coleta 19-04-1997
Familia Apocynaceae
Espécie Microplumeria anomala (Mull. Arg.) Markgr.
Numero do extrato EB127
Parte da planta Caule
Rendimento 2,55%
Localizacéo Novo Airao Arquipélago de Anavilhanas, proximo a cidade

Legenda: PSC=sigla referente ao coletor.

Fonte: CAMARGO; SUFFREDINI, 2014.

5.1.2 Resultados da analise quimica das fracbes de EB127

A tabela 3, a seguir, mostra os pesos obtidas do EB127 e das 9 fracdes geradas

por meio da partigdo liquido-liquido e cromatografia em coluna.
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Tabela 3 - Massas das fases de particdo geradas e suas fracGes a partir do
fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.

Extrato bruto 10,41239g
Fracdo de particado CHClI3 3,7228g
Fracdo de Hexano 3,0304g
Fracdo DCM 0,6569g
Fracao MeOH 0,4844g
Fracéo de particdo BuOH 1,4285¢
Fracdo10%ACN 1,36569g
Fracao50%ACN 0,0590g
Fracao MeOH 0,26659g
Fracdo de particdo H20 1,4193g
Fracao10%ACN 4,3469g
Fracao50%ACN 0,0834g
Fracdo MeOH 0,0136g

Legenda: DCM=diclorometano; MeOH=metanol; BuOH=butanol; ACN=aceto nitrila.
Fonte: a autora

FracOes de maior polaridade foram submetidas a CLAE, sendo possivel avaliar
a presenca ou auséncia de compostos majoritarios e o perfil cromatogréfico. Por fim,
fragcbes que apresentaram pouca massa nao foram avaliadas no presente trabalho,

porém, encontram-se estocadas em congelador.

A fragdo 10%ACN/H20 foi analisada em cromatografia liquida de
espectrometria de massas, na tentativa de se desvendar compostos. A figura 10

mostra o cromatograma com a corrida da fragdo 10%ACN/H20.

Figura 10- Cromatograma (UV, A=254 nm) da amostra 10%ACN/H-0O, obtida do

fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.
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A figura 11 mostra o cromatograma ampliado da corrida nos primeiros 28

minutos da fracdo 10%ACN da fase de particdo H20.

Figura 11- Cromatograma ampliado nos primeiros 28 minutos de corrida da amostra

10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 12 mostra o cromatoions no modo negativo da fracdo 10%ACN da fase

de particdo H20.

Figura 12 - Cromatoions no modo negativo da amostra 10%ACN/H,0, obtida do

fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.
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A figura 13 mostra o cromatoions no modo negativo ampliado da corrida nos

primeiros 20 minutos da fracdo 10%ACN da fase de particdo H20.

Figura 13 - Cromatoions no modo negativo ampliado nos primeiros 20 minutos da
amostra 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria

anomala
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Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de ESI-massas no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 12,3 min apresenta dois compostos com ion molecular [M-H]- com m/z
315,04 (M1), 359,03 (M2) (figura 14). Posteriormente, o ion m/z 315,04 em MS?
apresenta o fragmento m/z 152,68 [M-H-Hexo], em que pode ser visto na figura 15, o
espectro no modo negativo MS? de [M-H] (m/z 315) &cido dihidrobenzoico hexosideo.
A figura 16 mostra a formula molecular &cido dihidrobenzoico hexosideo. As analises
no ion m/z 359,03 em MS? apresenta o fragmento m/z 196,75 [M-H-CoHgOs]", em que
pode ser visualizado na figura 17 o espectro no modo negativo MS? de [M-H] (m/z
359) é&cido rosmarinico. O composto Mi e Mgz, segundo a literatura, € acido
dihidrobenzoico hexosideo e acido rosmarinico (PAREJO; JAUREGUI; VILADOMAT
et al., 2004).

A figura 14 mostra o espectro de massas no modo negativo no pico de 12,3
minutos, em que € possivel visualizar a presenca de dois compostos com ion
molecular [M-H] com m/z 315,04 (M1), 359,03 (M2).
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Figura 14 - Espectro ESI do pico aos 12,3 min originado da fracdo 10%ACN/H-0,

obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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A figura 15 mostra o espectro de massas no modo negativo de acido

dihidrobenzoico hexosideo representado por M.

Figura 15- Espectro no modo negativo MS? de [M-H] (m/z 315) acido dihidrobenzoico
hexosideo, obtido a partir da fragdo 10%ACN/H0, obtida do fracionamento do extrato bruto

EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.
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A figura 16 mostra a estrutura molecular de acido dihidrobenzoico hexosideo,

que é representado por M.

Figura 16 - Estrutura molecular de &cido dihidrobenzoico hexosideo (M) obtido a
partir da fragcdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 17 mostra o espectro de massas no modo negativo, em que é possivel

visualizar a presenca do acido rosmarinico representado por Mz.

Figura 17 - Espectro no modo negativo MS? de [M-H]- (m/z 359) &cido rosmarinico obtido a
partir da fracdo10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.
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A figura 18 mostra a estrutura molecular de acido rosmarinico que €

representado por M.

Figura 18 - Estrutura molécula de acido rosmarinico (M), obtido a partir da
fracd010%ACN/H20, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria

anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de ESI-massa no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 12,6 min, apresenta o ion molecular [M-H]: com m/z 375,1 (figura 19).
Posteriormente, o ion m/z 375,1 em MS? apresenta os fragmentos m/z 212,78 [M-H-
Glc] e o fragmento m/z 168,77 [M-H-Glc-CO2],, sendo possivel ver na figura 20 o
espectro no modo negativo MS? de [M-H] (m/z 375,10), um iridoide O espectro de
massas sugere que pode ser um dos seguintes isbmeros acido 8-epi-loganico ou
acido loganico (LIAN-WEN; CHUN-YUN; PING, 2009).

A figura 19 mostra o espectro de massas de modo negativo no pico de 12,6
minutos, sendo possivel visualizar a presenca do composto ion molecular [M-H]- com
m/z 375,1.
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Figura 19 - Espectro ESI" do pico aos 12,6 min originado da fracdo 10%ACN/H-0,

obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 20 o espectro de massas de modo negativo de um iridéide

representado por M.

Figura 20 - Espectro no modo negativo MS? de [M-H]  (m/z 375,10) é um iridoide

originado da fracdo 10%ACN/H-0O, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 21 mostra a estrutura molecular de um iridoide com peso molecular

376.
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Figura 21 - Estrutura molecular de um iridoide com peso molecular 376 originado da
fracdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria
anomala.

COOH

Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de ESI-massa no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 13,4 min, apresenta o ion molecular [M-H]- com m/z 389,08 (figura 22).
Posteriormente, o ion m/z 389,08 em MS? apresenta os fragmentos m/z 371,05 [M-H-
H20], 345,02 [M-H-CO2], 208,73 [M-H-H20-Glc], 164,74 [M-H-H20-Glc-CO2]" e
120,82 [M-H- H20-Glc-2COz2], sendo possivel visualizar o espectro na figura 23 no
modo negativo MS?de [M-H] (m/z 389,08) é um iridoide. O espectro de massas sugere
que pode ser um dos seguintes isbmeros: 8-epi-loganino ou 7-epi-loganino ou
loganino (LIAN-WEN; CHUN-YUN; PING, 2009).

A figura 22 mostra o espectro de massas no modo negativo no pico 13,4

minutos, sendo possivel visualizar a presenca do ion molecular com m/z 389,08.

Figura 22 - Espectro ESI" do pico aos 13,4 min. originado da fragcdo 10%ACN/H-0,

obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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A figura 23 mostra o espectro de massas no modo negativo de um iridoide

representado por MS?2,

Figura 23 - Espectro no modo negativo MS? de [M-H]  (m/z 389,08) é um iridoide
originado da fracdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 24 mostra a estrutura molecular do iridoide com peso molecular 390.

Figura 24 - Estrutura molecular do iridoide com peso molecular 390 originado da
fracdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria

anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.
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O espectro de ESI-massa no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 15,0 min, apresenta o ion molecular [M-H]- com m/z 403,13 (figura 25).
Posteriormente, o fon m/z 403,13 em MS? apresentou os fragmentos m/z 371,03 [M-
H-CH3OH]J, 222,81 [M-H-Glc-H20], sendo possivel visualizar na figura 26 o espectro
no modo negativo MS? de [M-H] (m/z 403,13) do iridoide. O espectro de massas
sugere que pode ser um dos isdbmeros secologanosideo-7-metil éster e secologanino
(LIAN-WEN; CHUN-YUN; PING, 2009; GUO; CHEN; WANG et al., 2014).

A figura 25 mostra o espectro de massas no modo negativo de pico aos 15

minutos, representado por ion molecular [M-H]- com m/z 403,13.

Figura 25 - Espectro ESI" do pico aos 15,0 min originado da fragdo 10%ACN/H-0,

obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 26 mostra o espectro de massas no modo negativo do iridoide
representado por MS2.

Figura 26 - Espectro no modo negativo MS? de [M-H]" (m/z 403,13) do iridoide
originado da fragdo10%ACN/H-0O, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala.
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A figura 27 mostra a estrutura molecular do iridoide com peso molecular 404.

Figura 27 - Estrutura molecular do iridoide com peso molecular 404 originado da
fracdo 10%ACN/H20, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria

anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de ESI-massas no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 38,7 min, apresenta o ion molecular [M-H] com m/z 367,21 (figura 28).
Posteriormente, o ion m/z 367,21 em MS? apresenta o fragmento m/z 176,82 [M-H-
acido quinico], sendo possivel verificar na figura 29 o espectro no modo negativo MS?
de [M-H] (m/z 367,21) é um &cido feruloilquinico. O espectro de massas sugere ser
acido 4-O-feruloilguinico (DOKLI; NAVARINI; HAMERSAK, 2013).

A figura 28 mostra o espectro de massas no modo negativo no pico de 38,7

minutos, sendo possivel visualizar o ion molecular [M-H] com m/z 367,21.

Figura 28 - Espectro ESI" do pico aos 38,7 min originado da fracdo 10%ACN/H-0,

obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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A figura 29 mostra o espectro de massas no modo negativo do acido

feruloiquinico representado por MS?2,

Figura 29 - Espectro no modo negativo MS? de [M-H]- (m/z 367,21) é um &cido
feruloilquinico originado da fracdo 10%ACN/H,0, obtida do fracionamento do extrato bruto

EB127, de Microplumeria anomala.

13990-UNIP361_1-55_01_423.d:-MS2(367.21), 38.7min #5281

x208] 36;?20
B - — [M_H]'

[M-H-4cido quinico]

176.82

Fonte: DIAZ, 2016.
A figura 30 mostra a estrutura molecular acido 4-O-feruloilquinico.

Figura 30 - Estrutura molecular do acido 4-O-feruloilquinico originado da fragcdo

10%ACN/H0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

Pela analise do espectro de massas no modo negativo de UNIP-362 com tempo
de retencédo de 10,4 min, observa-se a presenca do acido vanilico glicosilado, cujo
peso molecular & 330, o ion molecular [M-H]" m/z 329 (figura 31). Pela analise dos

fragmentos, é possivel observar o ion m/z 166,72, que é gerado pela perda de uma
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de uma molécula neutra de glicose, observado na figura 32 (PAREJO; JAUREGUI;
VILADOMAT et al 2004).

Figura 31 - Espectro de massas ESI- no modo negativo da amostra UNIP-362 a 10,4
min, da qual se isolou o acido vanilico originado da fracdo 10%ACN/H-0, obtida do

fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

Figura 32 - Espectro de massas no modo negativo de MS? de m/z 329,08 [M-H] da
amostra UNIP-362, originado da fragdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato

bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 33 mostra a estrutura molecular do acido vanilico glicosilado.
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Figura 33 - Estrutura molecular do acido vanilico glicosilado originado da fracédo

10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de ESI-massas no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 14,1 min, apresenta o ion molecular [M-H]: com m/z 315,02 (figura 34).
Posteriormente, o ion m/z 315,02 em MS? apresenta o fragmento m/z 152,68, que foi
gerado pela perda da glicose (molécula neutra), sendo possivel visualizar na figura
35. O espectro de massas sugere a presenca do acido protocatecuico glicosilado
(PAREJO; JAUREGUI; VILADOMAT et al 2004).

Figura 34 - Espectro de massa ESI" no modo negativo da amostra UNIP-364 a 14,1
min, originado da fragdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala.
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Figura 35 - Espectro de massas no modo negativo de MS? de m/z 315,02 [M-H] da
amostra UNIP-364, originado da fracdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato
bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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A figura 36 mostra a estrutura molecular do acido protocatecuico glicosilado.

Figura 36 - Estrutura molecular do acido protocatecuico glicosilado originado da fragéo

10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de ESI-massas no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 45,1 min, apresenta o ion molecular [M-H] com m/z 367,13 (figura 37).

Posteriormente, o ion m/z 367,13 em MS? apresenta o acido cafeoil-CH2-O-quinico,
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com peso molecular 368, sendo possivel verificar na figura 38. (LIAN-WEN; CHUN-
YUN; PING et al., 2009).

Figura 37- Espectro de massa ESI" no modo negativo da amostra UNIP-368 a 45,1
min, originado da fracdo 10%ACN/H0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala.

Intens.

x104] 36713 € [M.-H]
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Fonte: DIAZ, 2016.

Figura 38 - Espectro de massas no modo negativo de MS? de m/z 367,13 [M-H] da
amostra UNIP-368, originado da fragdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato

bruto EB127, de Microplumeria anomala.

14000-UNIP368_1-62_01_443.d:-MS2(367.13), 45.1min #6153

4] 19072 4—— [M,-H-CH,acidocafeoil]
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Fonte: DIAZ, 2016.
A figura 39 mostra a estrutura molecular do acido cafeoil-CH2-O-quinico.

Figura 39 - Estrutura molecular do acido cafeoil-CH,-O-quinico originado da fragédo

10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.

= OH

HOOC OH
OH

OH OH
Fonte: DIAZ, 2016.
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O espectro de ESI-massas no modo negativo apresenta o ion molecular [M-
H]- com m/z 403,11. Posteriormente, o ion m/z 403,11 apresenta os fragmentos m/z
371,04 [M-H-CH3OH] e m/z 222,79 [M-H-Glc-H20]" que sugerem a presenca do
iridoide secologanino, sendo possivel visualizar na figura 40 (KUCHARSKA; FECKA
et al., 2016).

Figura 40 - Espectro de massas no modo negativo de MS? de m/z 403,11 [M-H] da
amostra UNIP-368, originado da fragdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato
bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

287.88

A figura 41 mostra a estrutura molecular do secologanino.

Figura 41 - Estrutura molecular do secologanino.originado da fracdo 10%ACN/H20, obtida
do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de ESI-massas no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 28,4 min, apresenta o ion molecular [M-H] com m/z 529,26 (figura 42).
Posteriormente, o ion m/z 529,26 em MS? apresenta o fragmento m/z 513,00 [M-H-

CHa4]", m/z 349,02 [M-H-cafeoil-H20]-, sendo possivel verificar na figura 43. O espectro
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de massas sugere que pode ser do acido metil dicafeoilquinico (LIAN-WEN; CHUN-
YUN; PING et al., 2009).

Figura 42 - Espectro de massa ESI" no modo negativo da amostra UNIP-369 a 28,4
min, originado da fracdo 10%ACN/H,0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala.

14001-UNIP369_1-63_01_444.d: -MS, 28.4min #3864
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Fonte: DIAZ, 2016.

Figura 43 - Espectro de massas no modo negativo de MS? de m/z 529,26 [M-H] da
amostra UNIP-369, originado da fragdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato
bruto EB127, de Microplumeria anomala.

x10% ] 1 14001-UNIP369_1-63_01_444.d:-MS2(529.26), 28.4min #3865
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 44 mostra a estrutura molecular do acido metil dicafeoilquinico.
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Figura 44 - Estrutura molecular do acido metil dicafeoilquinico.originado da fracéo

10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de ESI-massas no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 50,4 min, mostra a presenca de uma molécula com peso de 540,
apresenta o ion molecular [M-H] com m/z 539 (figura 45). Posteriormente, o ion m/z
539 apresenta o fragmento m/z 507,07 [M-H-CHsOH], m/z 326,97 [M-H-CH3OH-
Hexosideo-H20], sendo possivel verificar na figura 46. O espectro de massas sugere
ser cafeoil hexosideo (SCHUTZ; KAMMERER; CARLE et al., 2005).

Figura 45 - Espectro de massa ESI- no modo negativo da amostra UNIP-369 a 50,4
min, originado da fragdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala

14001-UNIP369_1-63_01_444.d:-MS, 50.4min #6879

53{;}?16 <+ [M-H]
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Fonte: DIAZ, 2016.
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Figura 46 - Espectro de massas no modo negativo de MS? de m/z 539,16 [M-H] da
amostra UNIP-369, originado da fracdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato

bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

Amostra UNIP 365 pelas analises de seus espectros (espectro de massas e de
RMN-!H) concluem que é a mistura de dois iridoides acido loganico e loganino, ambos

iridoides foram identificados pelas analises do espectro de massas.

O espectro de ESI-massas no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 22,7 min, apresenta o ion molecular [M-H] com m/z 375,12 (figura 47).
Posteriormente, o ion m/z 375,12 em MS? apresenta o fragmento m/z 212,81 [M-H-
Glc] gerado pelo ion pai da perda da molécula neutra de glicose. Os demais
fragmentos tais como m/z 168.74 [M-H-Glc-COz]" e 124,53 [M-H-Glc-2CO2] séo
gerados pela perda sucessiva de dioxido de carbono (figura 48). O espectro de
massas sugere a presenca do acido loganico (KUCHARSKA; FECKA, I. 2016).

Figura 47 - Espectro de massa ESI" no modo negativo da amostra UNIP-365 a 22,7
min, originado da fragdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala
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Fonte: DIAZ, 2016.
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Figura 48- Espectro de massas no modo negativo de MS? de m/z 375,12 [M-H] da
amostra UNIP-365, originado da fracdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato

bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 49 mostra a estrutura molecular do &cido loganico.

Figura 49 - Estrutura molecular do acido logéanico, originado da fragdo 10%ACN/H-0,

obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.

COOH

Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de ESI-massas no modo negativo do sinal (pico) com tempo de
retencdo de 26,6 min, apresenta o ion molecular [M-H] com m/z 389,08 (figura 50).
Posteriormente o fon m/z 389,08 em MS? apresenta o fragmento, eles sdo gerados
pela perda de moléculas neutras como m/z 370,88 [M-H-H20], 344,98 [M-H-CO2],
208,7 [M-H-Glc-H20], 182,75 [M-H-Glc-H20-C2Hz2] (figura 51). O espectro de massas
nos sugere a presenca do iridoide loganino (KUCHARSKA; FECKA, I. 2016).
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Figura 50 - Espectro de massa ESI" no modo negativo da amostra UNIP-365 a 26,6
min, originado da fracdo 10%ACN/H0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala
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Fonte: DIAZ, 2016.

Figura 51 - Espectro de massas no modo negativo de MS? de m/z 389,08 [M-H] da
amostra UNIP-365, originado da fragdo 10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato

bruto EB127, de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 52 mostra a estrutura molecular do acido loganico.
Figura 52 - Estrutura molecular do iridoide loganino, originado da fracéo

10%ACN/H-0, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala.

Fonte: DIAZ, 2016.
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Todas as fracGes geradas de hexano e diclorometano da fase de particao

CHCIs, foram analisadas em CCD analitica e preparativa, a fim de separar compostos.

Apoés diversas cromatografias, quarenta e nove fracbes foram consideradas
isoladas, das quais as que continham massa suficiente foram encaminhadas para
serem identificadas através da RMN. As demais amostras foram testadas contra a
cepa ATCC 25922 por meio da DDA.

As amostras consideradas isoladas e com massa foram encaminhadas para
serem analisadas em ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono.

Neste estudo foi possivel identificar algumas moléculas.
» Iridoide loganino

Pelo espectro de RMN-'H de 4 mg da amostra UNIP-365, os sinais foram
comparados com a literatura e foi confirmada a presenca do iridoide loganino (tabela
4) (ABDULLAN; SALIM; AHMAD, 2016; DI;LI; ZU et al., 2011). Andlises do espectro
de RMN-H para loganino (6 ppm, 500 MHz, CD30D)

Tabela 4 - Dados obtidos da analise de ressonancia magnética nuclear de C13 (CDCL3) para
o iridoide loganino isolado do caule de Microplumeria anomala (Myristicaceae) e
comparacao com a literatura.

Carbonos Iridoide loganino
Dados obtidos Dados da literatura*
1C 5,28 d J=4,77 5,29d J=4,5
3C 7,39 7,41 s
5C 3,11 m 3,13 m
Baxc 1,63 m 1,64 m
BeqC 2,22 m 2,25m
7C 4,04 m 4,06 m
8C 1,87 m 1,89 m
9C 2,02 m 2,04 m
10C 1,09d J=7,02 1,11 d, J=6,96
1C 4,65 d J=7,93 4,67 d J=7,29
2'C 3,19 m 3,22 m
3’C 3,36 m 3,39 m
4°C - 3,31 m
5C - 3,32 m
6’axC 3,67 m 3,69 dd J=11,94, 5,7
6’eqC 3,89 m 3,92 dd J=11,9, 1,74
OCHs 3,68 s 3,70 s

Fonte: ABDULLAN; SALIM; AHMAD, 2016; DI;LI; ZU et al., 2011.
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Lupeol

O lupeol foi identificado em duas fragcbes obtidas, respectivamente, das fragdes
de Hex/CHCIls e DCM/CHCIls. Em ambas as amostras os espectros de RMN de 'H e

de 13C séo idénticos. A figura 53 mostra a estrutura molecular de lupeol.

Figura 53 - Estrutura molecular do lupeol originado das fracdes de hexano e

diclorometano da fase de particdo CHCI; do extrato bruto de Microplumeria anomala.

!

Fonte: DIAZ, 2016.

O espectro de RMN'H (CDCIz) apresenta os sinais caracteristicos de um
triterpeno, como dois dubletos em & 4.69 e 4,57 com J=4.69 Hz, ambos dubletos
correspondem aos hidrogénios ligados ao C-29, um duplo-dubleto em & 3,19 com
J=10,94, 5,14 Hz correspondente ao H-3. Seis singletos entre & 0,76 e 1,035
correspondentes as metilas 23, 24, 25, 26, 27, 28 e um singleto em & 1,69 da metila

C-30. A tabela 5 mostra a andlise da RMN-3C (CDCIs) do lupeol.



Tabela 5 - Dados obtidos da analise de ressonancia magnética nuclear de C13
(CDCL3) para o lupeol isolado do caule de Microplumeria anomala (Myristicaceae) e
comparacao com a literatura.

Carbonos Lupeol |
Dados obtidos Dados da literatura
1C 38,68 38,7
2C 27,42 27,4
3C 78,97 78,9
4C 38,83 38,8
5C 55,27 55,3
6C 18,29 18,3
7C 34,25 34,2
8C 40,79 40,8
9C 50,41 50,4
10C 37,14 37,1
11C 20,90 20,9
12C 25,10 25,1
13C 38,02 38,0
14C 42,80 42,8
15C 27,38 27,4
16C 35,55 35,5
17C 42,97 43,0
18C 48,27 48,0
19C 47,95 479
20C 150,93 150,9
21C 29,82 29,8
22C 39,97 40,0
23C 27,96 28,0
24C 15,35 15,4
25C - 16,1
26C 15,95 15,9
27C 14,52 14,5
28C 17,98 18,0
29C 109,30 109,3
30C 19,28 19,3

Fonte: CURSINO; MESQUITA; MESQUITA, 2009

Nas figuras 2 a 5 do anexo 1 mostram os espectros de RMN-'H e RMN-3C
das amostras de lupeol isoladas da fracdo de hexano e DCM da fase de particéo
cloroférmio EB127.
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» 3-acetil-11-oxo0-B-amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina
A amostra ganhava a denominacéo de UNIP 257 e obtinha o peso de 10,1 mg.

A figura 54 mostra a estrutura molecular de 3-acetil-11-oxo-B-amirina e 3-acetil-11-

oxo-a-amirina isoladas da fracdo de hexano da fase de particao cloroférmio do EB127.

Figura 54 - Estrutura molecular de 3-acetil-11-oxo--amirina e 3-acetil-11-oxo-a-
amirina originado das fracdes de hexano e diclorometano da fase de particdo CHCl; do

extrato bruto de Microplumeria anomala.

AcO

Fonte: DIAZ, 2016.

Foi identificada, na amostra UNIP-257, a mistura de 3-acetil-11-oxo-B-amirina
e 3-acetil-11-oxo-a-amirina. O espectro de RMN-'H (CDCI3) apresenta os sinais
caracteristicos de um esqueleto oleano e ursano acetilado, como os singletos em &
5,69 e 5,55, cada correspondente ao H-12 do esqueleto ursano e oleano,
respectivamente. Um duplo-dubleto em & 4,52 com J = 11,79 e 4,61 Hz
correspondente ao H-3 de ambos esqueletos. Os singletos em & 2,36 e 2,35
correspondentes ao H-9 do esqueleto ursano e oleano, respectivamente. Um singleto
em & 2,06 correspondente a metila do acetato. Também estdo presentes os 14
singletes entre & 0,82-1,37 das metilas de ambos compostos e dois dubletos em &
0,81 e 0,90 com J=6 Hz das metilas ligadas aos C-19 e C-20 do esqueleto ursano. A
tabela 6 mostra o espectro de RMN-13C (CDCIs) para 3-acetil-11-oxo-B-amirina:
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Tabela 6 - Dados obtidos da analise de ressonancia magnética nuclear de C13
(CDCLs3) para 3-acetil-11-oxo-B-amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina isolados do
caule de Microplumeria anomala (Myristicaceae) e comparacdo com a literatura.

Carbonos 3-acetil-11-ox0-B-amirina 3-acetil-11-ox0-a-amirina
Dados obtidos Dados da Dados Dados da
literatura obtidos literatura

1C 38,78 38,7 38,86
2C 27,21 23.4 27,48

3C 80,64 80,5 80,64 78,8
4C 38,03 38,0 38,03
5C 54,97 54,9 55,00
6C 18,49 18,4 18,69
7C 32,68 32,6 32,78
8C 43,38 43,3 43,62
9C 61,66 61,5 61,42
10C 36,91 36,9 36,78

11C 200,17 201,4 199,71 199,8

12C 128,04 1279 130,37 130,4

13C 170,67 170,2 164,99 164,9
14C 45,13 45,3 45,13
15C 26,42 26,4 26,42
16C 26,38 26.4 26,38
17C 32,36 32,3 32,36
18C 47,59 47,5 58,98
19C 45,10 45,0 39,26
20C 30,86 31,0 39,19
21C 34,42 34,4 30,86
22C - 36,4 40,89
23C 28,04 28,0 28,04
24C 16,67 16,6 16,54
25C 16,39 15,7 16,54
26C - 17,3 17,45
27C 23,55 23,5 23,36
28C 28,74 28,7 28,80
29C 33,05 33,0 29,55
30C 24,47 23,5 20,47
CHs-COO 21,29 21,2 21,29
COO 171,00 170,6 171,00

Fonte: BARNES; PEREIRA; SCOFIELD et al., 1984; FINGOLO; SANTOS; VINNA et al.,

2013.

Nas figuras 6 e 7 do anexol mostram os espectros de RMN-'H e RMN-3C

das amostras de 3-acetil-11-oxo-B-amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina isoladas da

fracdo de hexano e DCM da fase de particao cloroféormio EB127.

» Sitosterol e Estigmasterol
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A amostra ganhava a denominac¢éo de UNIP 271 e obtinha o peso de 17,5 mg.

A figura 55 mostra a estrutura molecular de sitosterol e estigmasterol das amostras

soladas da fracdo de hexano da fase de particao cloroformio do EB127.

Figura 55 - Estrutura molecular de sitosterol e estigmasterol originado das fracbes de
hexano e diclorometano da fase de particdo CHCI; do extrato bruto de Microplumeria

anomala.

HO
Fonte: DIAZ, 2016.

Foi identificada na amostra UNIP-271 a mistura dos esteroides sitosterol e
estigmasterol. O espectro de RMN-'H (CDCIz) apresenta os sinais caracteristicos
desses esteroides como dois singletos largos em & 5,36 e 5,35 correspondentes aos
H-6 de estigmasterol e sitosterol respectivamente, um duplo-dubleto em & 5,16 com
J=15.22, 8,8 Hz correspondente ao H-23 do estigmasterol, um duplo-dubleto em &
5,02 com J=15,05, 8,62 Hz, correspondente ao H-22 do estigmasterol. Um multipleto
em 0 3,53 correspondente ao H-3 de ambos esteroides. Os sinais correspondentes as
metilas dos esteroides estao presentes em & 0,69-1,26. A tabela 7 mostra o espectro

de RMN-13C (CDCls) para o sitosterol e estigmasterol.



Tabela 7 - Dados obtidos da analise de ressonancia magnética nuclear de C13

(CDCLs) para sitosterol e estigmasterol isolados do caule de Microplumeria anomala

(Myristicaceae) e comparac&o com a literatura.
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Carbonos Sitosterol Estigmasterol
Dados obtidos Dados da Dados Dados da
literatura obtidos literatura
1C 37,23 37,3 37,23 37,4
2C 31,63 31,8 31,44 31,7
3C 71,78 71,9 71,78 71,8
4C 42,28 42,4 42,28 42,4
5C 140,73 140,9 140,73 140,9
6C 121,69 121.8 121,69 121,7
7C 31,88 32,0 31,88 31,9
8C 31,88 32,0 31,88 31,9
9C 50,13 50,3 50,13 50,3
10C 36,16 36,6 36,49 36,6
11C 21,07 21,1 21,07 21,1
12C 39,75 39,9 39,66 39,8
13C 42,19 42,4 42,19 42,4
14C 56,74 56,8 56,85 57,0
15C 24,28 24,3 24,35 24,4
16C 28,23 28,2 28,89 28,9
17C 56,04 56,2 55,93 56,0
18C 11,96 11,9 12,23 12,2
19C 19,38 19,4 19,38 19,4
20C 36,13 36,2 40,47 40,5
21C 19,02 19,1 21,20 21,1
22C 33,93 34,0 138,31 138,4
23C 29,68 29,3 129,25 128,4
24C 50,13 50,3 51,22 51,3
25C 26,06 26,2 31,88 31,9
26C 18,87 18,8 18,97 19,0
27C 19,79 19,8 21,20 21,1
28C 23,04 23,1 25,39 25,4
29C 11,85 11,9 12,02 12,0

Fonte: HOLLAND; DIAKOW; TAYLOR, 1978.

Nas figuras 8 e 9 do anexo 1 mostram os espectros de RMN-'H e RMN-3C

das amostras de sitosterol e estigmasterol isoladas da fracdo de hexano e DCM da

fase de particao cloroférmio EB127.
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» 3B,7a-dihidroxi-colest-5-eno
A amostra ganhava a denominacéo de UNIP 274 e obtinha o peso de 5,3 mg.

A figura 56 mostra a estrutura molecular de 33,7a-dihidroxi-colest-5-eno das
amostras soladas das fracfes de hexano e diclorometano da fase de particdo
cloroférmio do EB127.

Figura 56 - Estrutura molecular de 3[3,7a-dihidroxi-colest-5-eno originado das fracbes

de hexano e diclorometano da fase de particdo CHCI; do extrato bruto de Microplumeria

anomala.

HO “OH

Fonte: DIAZ, 2016.

Foi identificado na amostra UNIP-274 o esteréide 3f3,7a-dihidroxi-colest-5-eno.
O espectro de RMN-'H (CDCI3) apresenta os seguintes sinais, um dubleto largo em &
5,61 com J=5,3 Hz correspondente ao H-6. Um multiplete em & 3,59 correspondente
ao H-3 e as metilas correspondentes a estrutura proposta estdo presentes entre &
0,69-1,10. A tabela 8 mostra o espectro de RMN-13C (CDCIs) de 38,7a-dihidroxi-colest-

5-eno:
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(CDCLs3) para 3B,7a-dihidroxi-colest-5-eno isolado do caule de Microplumeria anomala
(Myristicaceae) e comparacdo com a literatura.

Carbonos 3B,7a-dihidroxi-colestan-5-eno
Dados obtidos Dados da literatura
1C 37,38 37,5
2C 31,34 314
3C 71,33 71,3
4C 42,12 42,2
5C 146,23 146,4
6C 123,84 1239
7C 65,35 65,4
8C 36,99 37,2
9C 42,26 42,4
10C 37,49 37,6
11C 20,68 20,8
12C 39,15 39,3
13C 42,26 42,3
14C 49,47 49,5
15C 24,28 244
16C 28,91 28,3
17C 55,75 56,0
18C 11,79 11,7
19C 18,23 18,3
20C 35,83 35,9
21C 18,89 18,8
22C 36,08 36,3
23C 23,04 23,8
24C 39,15 39,6
25C 28,26 28,1
26C 22,67 22,6
27C 23,04 22,8

Fonte: SMITH, 1978

Nas figuras 10 e 11 do anexo 1 mostram os espectros de RMN-'H e RMN-13C da

amostra de 3[3,7a-dihidroxi-colest-5-eno isolado da fracédo de hexano e DCM da fase

de particao cloroformio EB127.
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» 3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona
A amostra ganhava a denominacéo de UNIP 283 e obtinha o peso de 11,5 mg.

A figura 57 mostra a estrutura molecular de 3p-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 33-
hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona das amostras isoladas das fracdes de hexano e

diclorometano da fase de particdo cloroférmio do EB127.

Figura 57- Estrutura molecular de 33-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 3[B-hidroxi-colest-

5,22-dien-7-ona originado das fracdes de hexano e diclorometano da fase de particdo CHCls

do extrato bruto de Microplumeria anomala.

Fonte: DIAZ, 2016.

Foi identificada na amostra UNIP-283 a mistura dos esteroides 3(-hidroxi-
colest-5-en-7-ona e 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona. O espectro de RMN-H (CDCls)
apresenta os sinais caracteristicos desses esteroides como & 5,69 do H-6 dos dois
esteroides. Um duplo-dubleto em & 5,18 com J=15,26, 8,85 Hz do H-23 (3B-hidroxi-
colest-5,22-dien-7-ona). Um duplo-dubleto em & 5,03 com J= 15,16, 8.54 Hz do H-22
(3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona). Um multipleto em & 3.68 do H-3 de ambos
esteroides e as metilas dos esteroides estdo presentes entre 6 0,68-1,21. A tabela 9

mostra o espectro de RMN-13C para 3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona:
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Tabela 9 - Dados obtidos da analise de ressonancia magnética nuclear de C13
(CDCL3) para 3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona isolados
do caule de Microplumeria anomala (Myristicaceae) e comparacdo com a literatura.

Carbonos 3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona | 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona
Dados obtidos Dados da Dados obtidos Dados da
literatura literatura
1C 36,34 36,4 36,34 36,3
2C 31,18 31,2 31,18 31,3
3C 70,52 70,4 70,52 70,3
4C 41,79 41,9 41,79 -
5C 165,06 165,3 165,06 164,9
6C 126,11 126,1 126,11 126,2
7C 202,33 202,2 202,33 202,2
8C 45,41 45,4 45,41 45,4
9C 49,94 50,0 49,94 49,92
10C 36,27 38,4 36,27 38,4
11C 21,2 21,2 21,2 21,2
12C 38,68 38,8 38,68 38,7
13C 43,09 43,1 43,09 43,1
14C 49,94 50,0 49,94 49,9
15C 23,04 23,1 23,04 23,04
16C 28,55 28,5 28,55 28,5
17C 54,69 54,8 54,69 54,83
18C 11,96 12,0 11,96 11,94
19C 17,31 17,3 17,31 17,3
20C 36,08 36,1 40,25 40,27
21C 19,03 19,0 20,49 21,04
22C 33,72 34,0 138,08 138,06
23C 26,31 26,3 129,48 129,54
24C 45,80 459 45,80 51,23
25C 29,36 29,2 31,9 31,9
26C 18,98 19,8 19,78 19,78
27C - 19,0 19,03 21,45
28C 22,69 23,1 22,69 25,4
29C 11,96 12,0 12,25 11,94

Fonte: KOVGANKO; KASHKAN: BORISOV et al., 1999; DIAZ, 1997

Nas figuras 12 e 13 do anexo 1 mostram os espectros de RMN-'H e RMN-3C

das amostras de 3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 3[3-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona

isoladas da fragéo de hexano e DCM da fase de particao cloroformio EB127.

O esquema, a seguir, mostra de uma forma geral a origem das moléculas
identificadas e a suposicéo da presenca de outras encontradas na Microplumeria

anomala.
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Figura 58 — Fluxograma da origem das amostras identificadas extraidas das frac6es
de hexano e diclorometano da fase de particdo CHCI; e pressupde a presenca de outras
presentes no fracdo 10%ACN da fase de particdo H2O originados do extrato bruto de

Microplumeria anomala.

Extrato bruto

Particdo liquido-liquido

Fase de particdo CHCI, Fase de parti¢do H,0
CC Sephadex CCC-18
CCC-18 CC C-18 Fracao 10%ACN
Fracao Hexano Fracdo DCM
CC; CCDA; CCDP; CC; CCDA; CCDP; CLAE-EM
HPLC; RMN HPLC; RMN
B D N e) Q
A C E H P R
F H J L
G | K M

Legenda: A=Lupeol; B=3-acetil-11-oxo-B-amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina; C= Sitosterol e
Estigmasterol; D=38,7a-dihidroxi-colest-5-eno; E=3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 3B-hidroxi-
colest-5,22-dien-7-ona; F=acido vanilico glicosilado; G=acido protocatecuico glicosilado;
H=4&cido rosmarinico; I=loganino; J=acido loganico; K=4cido cafeoil-metil-O-quinico; L=4cido
metil-dicafeoilquinico; M= secologanino; N=acido dihidrobenzoico hexosideo; O=Iridoide com
peso molecular 376 (sugerem-se isbmeros acido 8-epi-loganico ou acido loganico); P=Iridoide

com peso molecular 390 (sugerem-se isdbmeros 8-epi-loganino ou 7-epi-loganino ou loganino);
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Q=lridoide com peso molecular 404 (sugerem-se isdBmeros secologanosideo-7-metil éster e

secologanino); R=4cido 4-O-feruloilquinico.
Fonte: a autora.

A figura 59 mostra a estrutura molecular das moléculas identificadas no EB127
por meio das técnicas de RMN e CLAE-EM.

Figura 59 - Representagao das estruturas moleculares identificadas, das quais oram

extraidas do extrato bruto de Microplumeria anomala.
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Fonte: DIAZ, 2016; SUFFREDINI, 2016.
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secologanino (M)

A figura 60 mostra o fluxograma que representa pelo fracionamento a origem

dos alcaloides encontrados por meio do teste com o Reagente de Dragendorff.
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Figura 60 — Andlise da origem dos alcaloides encontrados nas fracdes de hexano,
diclorometano e metanol da fase de particdo CHCI; do extrato bruto de Microplumeria

anomala.

Extrato

bruto

10,4123g
Particdo liguido-liquido

Res. CHCI,
4,0379g
CC Sephadex
Fracao
DCM
Fracso 0,65690
Hex CC C-18
3,0304g
CC C-18 ( Fracéo
1 72174 75179 85 MeOH
0,0077g 0,0625 0,0372 0,037
g g g 0,4844qg
\
1 107/109 110 117
0,0114g 0,0407g 0,0044 0,0523 25/32 _
g g 01330 Presenca de alcaloidesc—|
(reagente Dragendorff)
34/44 \L
1,1593g

Presenca de alcaloides
(reagente Dragendorff)

H3C \\O metilanomalina

Legenda: CC=cromatografia em coluna; Res.CHCls=fase de particao cloroférmico;
Hex=hexano; DCM=diclorometano; MeOH=metanol; CCDA=cromatografia em camada

delgada analitica; RMN=ressonancia magnética nuclear; A=lupeol.

Fonte: a autora e SUFFREDINI, 2016.
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> Metilanomalina

A amostra ganhava a denominacdo de UNIP 244, isolada das fracdes de
Hex/CHCIz e DCM/ CHCIs, por meio de cromatografias em colunas, CCD analitica e
CCD preparativa. A metilanomalina foi identificada por meio da RMN-'H e RMN-13C

(tabela 10). A figura 61 representa a estrutura molecular de megilanomalina.

Figura 61 - Estrutura molecular de metilanomalina originado das fracdes de hexano,

diclorometano e metanol da fase de particdo CHCI; do extrato bruto de Microplumeria

anomala.

H,CO ot

""/,
7419

1
H,CO CH,

18
CH3
Fonte: DIAZ, 2016.



Tabela 10 - Dados obtidos da analise de ressonancia magnética nuclear de

metilanomalina isolada do caule de Microplumeria anomala (Myristicaceae).
Deslocamento quimico de RMN-'H (500 MHz) e RMN-13C (125 MHz) de

metilanomalina (& ppm).

75

Carbonos Metilanomalina
RMN-1H" RMN-13C | DEPT" RMN-1H™ RMN-13C
2C 3,93 m 68,71 CH 3,91 dd J= 13,43, 70,05
4,88
3C 3,16 ddd 34,37 CH2 3,15 ddd J= 35,89
J=13,43, 13,43, 12,51,12,5 e 3,36
3,66
4,03 dd 4,15 dd J=11,29,
J=13,42, 4,88 6,41
5C 2,27 dd 46,54 CH2 2,27 dd J=16,78, 47,31
J=16,78, 1,22 1,27
2,5dJ=17,09 2,54 d J=16,78
6C 1,51 m 22,30 CH2 1,55m 23,75
1,54 m 1,59 m
7C - 47,40 - 47,31
8C - 138,28 - 138,28
9C 6,74 d J= 8,24 110,16 CH 6,86 d J=8,24 111,86
10C 6,67 d J= 8,24 112,44 CH 6,82 d J=8,24 114,68
11 C - 150, - 151,28
12C - 127,55 - 128,79
13C - 128,85 - 131,28
14C 1,98 m 26,42 CH:2 1,99 m 27,28
1,77 m 1,74 m
15C 3,84 m 67,45 CH 3,76 m 68,00
16C 1,34m 21,17 CH2 1,35 m 22,22
1,53m 1,60 m
17C 3,93m 23,18 CH2 | 3,91 dd J=13,43, 24,18
4,88
1,89 m 1,91 m
18C 0,69t 5,91 CHs 0,68t 6,25
19C 1,19 dq 22,30 CH2 | 1,11 dq J=14,34, 22,76
J=14,64, 7,63 7,63
1,49 1,45m
20C - 39,29 - 40,59
21C 4,00 s 59,97 CH 4,09 s 61,81
2(OCHs3 3,89s 56,49 CHs 3,85s 57,19
CH3CO 2,33s 22,64 CHs 2,38s 23,75
CH3CO - 169,48 - 172,40

Fonte: REIS LUZ; DA ROCHA; PORTER et al., 1983.
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> Anomalina

A amostra ganhava a denominagdo de UNIP 374, isolada das fragbes de
Hex/CHCIsz e DCM/ CHCIs, por meio de cromatografias em colunas, CCD analitica e
CCD preparativa. A anomalina foi identificada por meio da RMN-tH e RMN-13C (tabela
11). A figura 62 representa a estrutura molecular de anomalina (REIS LUZ; DA
ROCHA; PORTER, et al., 1983).

Figura 62 - Estrutura molecular de anomalina originado das fracdes de hexano,
diclorometano e metanol da fase de particdo CHCIs do extrato bruto de Microplumeria

anomala.

Fonte: DIAZ, 2016.
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Tabela 11 - Dados obtidos da andlise de ressonancia magnética nuclear de anomalina

isolada do caule de Microplumeria anomala (Myristicaceae). Deslocamentos quimicos de
anomalina (& em ppm, CD;0OD, 500MHz e 125 MHz)

Carbonos Anomalina |
RMN-1H RMN-13C
2C 3,72 m 68,63
3C 3,45 m 48,21
4,46 dd J= 10,68,
6,41
5C 2,41 m 52,06
245 m
6C 1,55 38,09
1,71 m
7C - 51,93
8C - 138,55
9C 6,88 d J= 8,24 114,46
10C 6,83 d J=7,93 112,21
11C - 156,07
12C - 151,5
13C - 128,38
14C 1,97 m 28,68
2,22 m
15C 3,75m 68,41
16C 1,499 m 21,39
1,93 m
17C 2,15 m 24,31
3,51 m
18C 0,701 t J=7,32 6,11
19C 1,175 dqg J=14,66, 35,29
7,32
1,599 m
20C 42,09
21C 3,94 s 66,04
OCHs 3,84 57,21
CH3CO 2,38 22,78
CHsCO 172,24

Fonte: REIS LUZ; DA ROCHA; PORTER et al., 1983; DIAZ, 2016.

Nas figuras 14 e 15 do anexo 1 mostram os espectros de RMN-'H e RMN-3C

das amostras de anomalina isoladas da fracdo de hexano, DCM e metanol da fase de

particao cloroférmio EB127.
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5.1.3 Resultados da analise quimica das fracGes de alcaloides totais de
Microplumeria anomala

5.1.3.1 Alcaloides totais obtidos pelo meio alcalino a partir da planta (AT2267)

A extracao de alcaloides totais a partir da planta iniciou-se pelo método
bésico. Posteriormente, foi realizada cromatografia em coluna sendo geradas seis
fracOes. Tais fracOes foram testadas a com reagente de Dragendoff para verificar a
eficacia da extracdo. A fracdo de 7% mostrou-se mais concentrada, e foi necessario

realizar cromatografia em coluna da mesma (tabela 12).

Tabela 12 - Rendimentos da fracdo de alcaloides totais (AT2267) obtida do
caule de Microplumeria anomala e de suas fragdes.

Caule de Microplumeria 1.000 g Rendimento (%)
anomala
AT2267 19,677 g 1,97%
7%ACN/AT2267 9,959 g 50,61%
11%ACN/AT2267 0,725 ¢g 3,68%
15%ACN/AT2267 0,601 g 3,05%
25%ACN/AT2267 1,719 8,69%
50%ACN/AT2267 2,199 11,13%
MeOH/AT2267 0 0
Fracionamento da fracdo 7%ACN/AT2267 (4,06 Q)
11%ACN/7%ACN/AT2267 0,0651 g 1,60%
15%ACN/7%ACN/AT2267 0,057 g 1,40%
25%ACN/7%ACN/AT2267 0,280 g 6,90%
50%ACN/7%ACN/AT2267 0,776 g 19,11%

Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.

De uma forma comparativa, foi feita uma analise do perfil quimico por CLAE
analitica das amostras AT2267 e EB127.
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Ambas as amostras foram cromatografadas, a fim de que os perfis
cromatograficos fossem comparados. Os extratos foram submetidos a analise
cromatografica por CLAE analitico e os perfis foram comparados. As condi¢cfes
cromatograficas para ambas as corridas foram as seguintes To-1temin 7% ACN,
T16—17min 11% ACN, T17—35min 11% ACN, T35-36min 15% ACN, T36-71min 15% ACN,
T71-72min 25%ACN, T72-90min 25%ACN, T90-111min 100%ACN, T111-116min 100%ACN,
T116—126min 7%ACN. A figura 63 mostra o cromatograma representando a comparagao

dos perfis cromatogréficos de AT2267 e EB127.

Figura 63 - Comparacdo dos perfis cromatogréficos de AT2267 (azul, vermelho e verde
escuro), alcaloides totais obtidos do caule de Microplumeria anomala pelo método alcalino e
de EB127(rosa, verde claro e lilas), extrato bruto obtido do caule da mesma espécie. Os
comprimentos de onda selecionados foram 259, 226 e 254 nm.

DADLA Sgr204 RE=30 100 (2267A CALOICE 2674 CALICER D)
DADIL B Sg-226:4 Ref=30 100 (2267A CALOICEN267A CAL IDECR D)
VDA WAergi254 rm (22674 OALOICE267A CALOIDECR D)
DADILA Sg-2594 Re=310 100 (ALCAL ODES 2 CA ODES 20430)
DADLB Sg=2264 Re=330 100 (AL CA ACES AN CA ADES 20430)
VIADLA Wada gh254 (AL CAL OCES 24 CA DES 20430)

Fonte: DIAZ, 2016.

5.1.3.2 Alcaloides totais obtidos pelo meio &cido a partir da planta (AT2268)

Essa fracdo de alcaloides totais s6 apresentou resultados bioldgicos.

5.1.3.3 Alcaloides totais obtidos pelo meio acido a partir do EB127

A fracdo de alcaloides totais obtida pelo método acido a partir do EB127, de M.

anomala, apresentaram rendimento conforme descrito na tabela 13.
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Tabela 13 - Rendimentos obtidos da extracéo de alcaloides totais a partir do
extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala método 4cido e de suas fracdes.

Extrato bruto 5000 mg Rendimento (%)
Torta obtida da extracdo de | 1640,2 mg 32,80%
alcaloides totais a partir do
EB127

Hexano 1 de fase de 16,5 mg 0,33%
particdo do EB127

Hexano 2 de fase de 26,8 mg 0,54%
particdo do EB127

Alcaloides totais do EB 404,5 mg 8,09%

Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.

Ao término desta etapa, 1,0 mg da amostra de alcaloides totais do EB127 foi
pesado para ser avaliado por CLAE analitico com as seguintes condicfes
cromatograficas: To—1iemin 7% ACN, Ti6-17min 11% ACN, T17-35min 11% ACN,
T35-36min 15% ACN, T36-71min 15% ACN, T71-72min 25%ACN, T72-90min 25%ACN,
Too—111min  100%ACN, T111-116min L00%ACN, T116-126min  7%ACN, amostra de
alcaloides totais est4 na concentracdo de 0,5 mg/mL. A figura 64 representa o

cromatograma que demonstra a presenca dos alcaloides totais do EB127.

Figura 64 - Cromatograma obtido da analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia dos
alcaloides totais (AT2268) extraidos do caule do extrato bruto de Microplumeria anomala
método acido.

VDLA Wadaegh-254rm(1Z7ALCA1ISONIZZAL CA1ISA 17.0)
Nom
=

52307

6.970

110.652

100.140

B
1.821
59.285

9935

F 113502
; 12225

g%%%
16.490
-

Fonte: Diaz, 2016.
Pela andlise do espectro de massas da amostra de alcaloides totais de EB127,

verifica-se que o alcaloide majoritario € a anomalina, cujo peso molecular € 386, com
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ion molecular no modo positivo € [M+H]* m/z 387 (figura 65) e cujo fragmento
caracteristico € m/z 327,27, que € gerado pela perda de moléculas neutras [M+H-
CH2=C=0 - H20 ]* (figura 66) (REIS LUZ; DA ROCHA; PORTER et al., 1983). A figura
67 mostra os cromatoions no modo positivo dos alcaloides totais de EB127 obtido pelo

meio acido,

Figura 65 - Espectro de massa ESI* no modo positivo da amostra ade alcaloides
totais do EB127 meio acido a 44,9 min, originado da fracdo Hexano, diclorometano e
metanol da fase de particdo CHCls, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala

Intens. {

1+
7] N
x10 ] 38{7}.29 +— [M ! ]

25

14007-UNIP375_1-69_01_449.d: +MS, 44.9min #6182

2.0
154
1.0

0.5

328.24 709.28 775.47
| NG TN

nn: N wohadl o B N N [
Fonte: Diaz, 2016.

Figura 66 - Espectro de massas no modo positivo de MS? de m/z 387,29 [M+H]* da amostra
de alcaloides totais de EB127 meio acido, originado da fracdo Hexano, diclorometano e
metanol da fase de particdo CHCls, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de

Microplumeria anomala

T4007-UNIP375_1-69_01_449.d: +MS2(387.29), 44.9min #6183

+ 1+ +
[M+H -CH2=C=O _HZO] 387.23 +— [M+H]

1+
327.27

100 200 300 460 8(')0 9(')0 mz

“Fonte: 6?az, 2018
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Figura 67 - Cromatoions ho modo positivo da amostra de alcaloides totais de EB127
obtido pelo meio acido, originado da fracdo Hexano, diclorometano e metanol da fase de

particdo CHClIs, obtida do fracionamento do extrato bruto EB127, de Microplumeria anomala

Intens.
[mAU]{
x108
2.5+

2.0
1.54

1.0+

0.5

o) 20 40 60 80 100 Time [min]
[——14007-UNIP375_1-69_01_449.d: BPC +All MS |

Fonte: Diaz, 2016.

5.1.4 Resultados da analise biolégica

5.1.4.1 Resultados da analise antimicrobiana

5.1.4.1.1 Resultados da analise antimicrobiana por meio da disco difusédo em agar

Na figura 68 estdo representados os resultados referentes a atividade
antimicrobiana por meio da DDA do EB127 contra as quatro cepas de E. coli
estudadas. Nessa figura, é possivel avaliar as diferencas estatisticas através da

analise de variancia do tipo ANOVA de uma entrada, com analise posterior de Dunnett.
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Figura 68 - Resultados obtidos do ensaio da disco difusdo em agar, no qual o EB127
obtido de Microplumeria anomala foi testado contra quatro cepas de Escherichia coli.
Diferencas estatisticas foram obtidas a partir de analise de variancia do tipo ANOVA de uma

entrada, com analise posterior de Dunnett. Significancia p<0.05.
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Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.

Segundo os resultados observados, a bactéria 35A foi menos sensivel a acédo
antibacteriana do EB127, enquanto as outras bactérias apresentaram um grau de
sensibilidade semelhante a acdo de EB127 (F3,23=10.52; p=0,0002).

As nove fracbes geradas das fases de particdo foram testadas no modelo da
DDA contra as quatro cepas de E. coli. Na tabela 14, é possivel observar os dados
obtidos da analise antimicrobiana, segundo o modelo de disco difusdo em agar das
fracOes de EB127 por meio da presenca dos halos de inibicdo de crescimento contra

as quatro cepas de E. coli.
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Tabela 14 - Avaliacao da atividade antimicrobiana das fracdes obtidas do
EB127 por, contra as bactérias Escherichia coli ATCC25922, E. coli 31/1A, E. coli 35A
e E. coli 51A no modelo da disco difusdo em agar.

ATCC25922 31/1A 35A 51A
Hex resCHCls = H=7,65mm H=7,7mm -
V=7,63mm V=7,8mm
DCM resCHCIs - H=7,63mm - -
V=7,26mm
MeOH resCHCl3 = H=7,09mm - -
V=6,75mm
109%ACN resBuOH - H=6,97mm - -
V=7,33mm
50%ACN resBuOH X X X X
MeOH resBuOH - - - -
10%ACN resH.O H=8,5mm H=7,48mm - H=7,5mm
V=9mm V=7,77mm V=7,86mm
50%ACN resH.0O - H=6,87mm - -
V=7,38mm
MeOH resH>O X X X X
Legenda: CHCls=cloroférmico, BuOH=butanol, H:2O=aquoso, Hex.=hexano, DCM= diclorometano,
MeOH=metanol, ANC=acetonitrila, , - = houve crescimento bacteriano, H=medida do halo de inibigdo
na horizontal, V= medida do halo de inibi¢cdo na vertical, X=n&o foi testado devido a baixa quantidade
de massa.

Fonte: a autora.

EB127 apresentou atividade antibacteriana contra a cepa referéncia de E. coli,
ATCC25922, enquanto todas as fracOes testadas, com excecdo da fracéo
10%ACN/H20, ndo apresentaram efeito algum (F7,40=997,9; p<0.0001). Em relacédo a
cepa 31/1A (virulenta e resistente), EB127 também apresentou atividade, enquanto
as fracdes apresentaram diferentes graus de atividade antibacteriana, embora menor
do que a observada para EB127. A fracdo 10%ACN/H20 apresentou atividade mais
significativa, embora menor do que EB127 (Fs,35=8,97; p<0.0001). A cepa de E.coli
51A (virulenta e ndo resistente) foi sensivel a acdo do EB127 e a fragdo Hex/CHCI3
(Fe,35=1478; p<0.0001), ao passo que as outras fracdes testadas ndo apresentaram
atividade antibacteriana. Os resultados relativos a atividade antibacteriana dos
extratos e fracbes contra a bactéria E. coli 35A (n&o virulenta e resistente)
demonstraram que tanto o EB127 quanto a fracdo 10%ACN/H20 foram
significativamente ativos, enquanto as outras fragbes ndao demonstraram atividade

(F6.35=3260; p<0.0001).
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A figura 69 mostra os testes de DDA realizado com o EB127 e suas fracdes
contra as quatro cepas de E. coli, que foram avaliadas por analise de variancia
ANOVA de uma entrada, com teste posterior de Dunnet e nivel de significancia de
a<0,05.

Figura 69 - Resultados obtidos da andlise antibacteriana de EB127 e suas fragbes
frente a cepas de Escherichia coli, no modelo de disco difuséo em agar. Resultados obtidos
por andlise de variancia do tipo ANOVA de uma entrada, com andlise posterior de Dunnet.
Significancia a<0.05.
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Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.
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A partir da fracdo de Hex/CHCIs, foram geradas 117 novas fragoes e a fracao
de DCM/CHCIs gerou 85 novas fragfes. Essas novas fragbes foram analisadas em
CCDA, foram reunidas segundo semelhanca cromatogréfica gerando 49 amostras.
Dessas 49, as que apresentaram massa suficiente, foram encaminhadas para anélise
por RMN, algumas apresentaram moléculas jA mencionadas anteriormente. As
amostras que apresentaram pouca massa, denominadas de UNIP251, UNIP252,
UNIP253, UNIP255, UNIP263 e UNIP263, mais clorexidina 1%, foram submetidas ao
ensaio da disco difusdo em &gar, em unicata (gerando duas medidas de halo de
inibicdo de crescimento), contra a cepa ATCC25922, por meio de variancia ANOVA

de uma entrada, com teste posterior de Dunnet e significancia de a<0.05

Ap0s 0 ensaio, seis amostras apresentaram tendéncia de atividade
antibacteriana por terem formado halos de inibicdo de diametros tdo extensos quanto
os apresentados pela clorexidina 1%, que foi testada em conjunto como uma
substéancia de referéncia (figura 70) As amostras sao apresentadas segundo gradiente
crescente de atividade antibacteriana: UNIP252 = UNIP255 > UNIP253 > UNIP262 e
UNIP263 (F7,16=24,58; p<0.0001).

Figura 70 - Resultados obtidos da andlise antibacteriana de EB127, seis amostras isoladas e
clorexidina frente a cepa de Escherichia coli ATCC 25922, no modelo de disco difusdo em
agar. Resultados obtidos por analise de variancia do tipo ANOVA de uma entrada, com

andlise posterior de Dunnet. Significancia a<0.05.

EB127 fracOes isoladas e CHX

(F7,23=24,58; p<0.0001)

=
ik

=
o
1
*
X
i

a1
1

diametro do halo de inibicdo [mm]
o

tratamentos

Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.
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5.1.4.1.2 Resultados da analise antimicrobiana por meio da microdiluicdo em caldo

EB127, obtido do caule de M. anomala, foi testado no modelo da microdiluicao
em caldo (MDC) para determinar as concentracdes inibitérias minimas (CIM) e
bactericidas minimas (CBM) contra bactérias preparadas em diferentes
concentracoes.

A tabela 15 mostra a concentracdo inibitéria minima e a concentracdo

bactericida minima do EB127 contra as quatro cepas de E. coli.

Tabela 15 - Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) obtidas da acdo do EB127 contra quatro cepas de Escherichia coli em
concentracdes de 1,5 x10?% 1,5 x10% e 1,5 x10* UFC/mL.

Cepa
bacterina 1,5 x 102 UFC/mL 1,5 x 10% UFC/mL 1,5 x 10* UFC/mL

ATCC25922 | CIM=CBM =300 mg/mL | CIM=CBM =300 mg/mL | CIM=CBM =300 mg/mL
31/1A CIM=CBM =200 mg/mL | CIM=CBM =200 mg/mL | CIM=CBM =500 mg/mL
35A CIM=CBM =300 mg/mL | CIM=CBM =300 mg/mL | CIM=CBM >1000 mg/mL

51A CIM=CBM =500 mg/mL | CIM=CBM >1000 mg/mL | CIM=CBM >1000 mg/mL
Legenda: CIM=concentracao inibitdria minima, CBM=concentragdo bactericida minima.

Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.

5.1.4.2 Resultados da analise citotoxica

As mesmas fracdes foram testadas quanto a sua citotoxicidade contra as
células tumorais de mama e proéstata. Os resultados demonstraram que tais fracdes

nao apresentaram atividade antitumoral.

As tabelas 16 e 17 mostram os resultados obtidos das fragbes de alcaloides

totais extraidos de AT2267 frente as amostras de tumores de mama e prostata.
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Tabela 16 - Resultados obtidos da andalise da citotoxicidade do extrato bruto EB127,
dos alcaloides totais AT2267 e suas fracdes e dos alcaloides totais AT2268 sobre
células tumorais de mama (MCF-7).

Mama (MCF-7) %Cresc. %Inib.Cresc %L etalidade
Doxorrubicina - - 25.71
Dimetilsulféxido 217.42 0.00 0.00
EB127 78.01 21.99 0.00
AT2267 101.60 0.00 0.00
AT2268 100.75 0.00 0.00
100%AT2267 98.11 1.89 0.00
50% AT2267 100.86 0.00 0.00
25% AT2267 85.27 14.73 0.00
15% AT2267 90.54 9.46 0.00
11% AT2267 96.22 3.78 0.00
7% AT2267 97.08 2.92 0.00
Legenda: DOXO=doxorrubicina; %Cresc = porcentagem de crescimento = valor

correspondente ao quanto de células continuaram viaveis apés o tratamento; %lnib.Cresc =
porcentagem de inibicdo de crescimento = quantidade de células inviaveis apés o tratamento; esta
quantidade foi obtida a partir da subtracdo da quantidade de células viaveis de 100%, ou seja, 100-
82.79=17.21, por exemplo. % Letalidade = porcentagem de letalidade=quantidade de células
invidveis resultantes ao tratamento, considerando-se os valores obtidos para as células viaveis no
tempo zero, ou TO, que representa quantas células cresceram nas 24 horas que antecedem a adi¢éo
do tratamento. Entéo, o valor de letalidade significa que o tratamento foi letal as células durante o
tempo de ensaio mais as células que cresceram nas primeiras 24 h anteriores ao inicio do
tratamento.

Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.

Tabela 17 - Resultados obtidos da andlise da citotoxicidade do extrato bruto EB127,
dos alcaloides totais AT2267 e suas fracdes e dos alcaloides totais AT2268 sobre
células tumorais de préstata (PC-3).

Prostata (PC-3) %Cresc. %Inib.Cresc %L etalidade
Doxorrubicina - - 16.27
Dimetilsulfoxido 199.38 0.00 0.00
EB127 78.09 21.91 0.00
AT2267 88.09 11.91 0.00
AT2268 92.33 7.67 0.00
100%AT2267 94.70 5.30 0.00
50% AT2267 100.81 0.00 0.00
25% AT2267 96.07 3.93 0.00
15% AT2267 95.70 4.30 0.00
11% AT2267 105.55 0.00 0.00
7% AT2267 100.31 0.00 0.00
Legenda: DOXO=doxorrubicina; %Cresc = porcentagem de crescimento = valor

correspondente ao quanto de células continuaram viaveis apos o tratamento; %lnib.Cresc =
porcentagem de inibicao de crescimento = quantidade de células inviaveis apds o tratamento; esta
guantidade foi obtida a partir da subtracdo da quantidade de células viaveis de 100%, ou seja, 100-
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82.79=17.21, por exemplo. % Letalidade = porcentagem de letalidade=quantidade de células
inviaveis resultantes ao tratamento, considerando-se os valores obtidos para as células viaveis no
tempo zero, ou TO, que representa quantas células cresceram nas 24 horas que antecedem a adi¢ao
do tratamento. Entéo, o valor de letalidade significa que o tratamento foi letal as células durante o
tempo de ensaio mais as células que cresceram nas primeiras 24 h anteriores ao inicio do
tratamento.

Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.

5.2 Buchenavia oxycarpa

5.2.1 Resultados botanicos

A tabela 18 relaciona os dados botanicos e de coleta referentes as espécies

gue originaram 0s extratos ativos, apresentados em trabalhos anteriores.

Tabela 18 — Dados botanicos e de coleta dos frutos de Buchenavia
oxycarpacujo extrato foi ativo contra Escherichia coli foi selecionado em trabalhos

prévios.
Coletor AAO
Numero da coleta 3379
Data da coleta 02-04-1999
Familia Combretaceae
Espécie Buchenavia oxycarpa (Mart.) Eichler
Namero do extrato EB725
Parte da planta Fruto
Rendimento 13,46%
Localizagéo 2°59’Lat / 60°26’Long

Legenda: AAO=sigla referente ao coletor.

Fonte: CAMMARGO; SUFFREDINI, 2014.

5.2.2 Resultados da analise quimica
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5.2.2.1 Resultados da analise quimica das fracdes de EB725

O extrato EB725 foi fracionado de acordo com o mesmo procedimento adotado
para o EB127, que esta representado no material e método figura 2, e reproduzido na
tabela 19 com as respectivas massas do extrato bruto, fases de particdo e suas

fracOes geradas.

Tabela 19 - Avaliacdo dos pesos das fracdes e das fases de particdo geradas do
fracionamento do extrato bruto de Buchenavia oxycarpa.

Extrato bruto 10,60249g
Fracdo de particdo CHCls 4,04069
Fracdo Hex/CHCl3 2,6075g
Fracdo DCM/CHClI3 0,1638g
Fracdo MeOH/CHCI3 1,2693¢g
Fracdo de particdo BUOH 3,4303g
Fracao10%ACN/BuUOH 2,32029g
Fracdo50%ACN/BuOH 0,7688g
Fracdo MeOH/BuOH 0,3413g
Fracdo de particdo H20 3,1315g
Fracdo10%ACN/H20 2,55759
Fracdo50%ACN/H20 0,4391g
Fracdo MeOH/H20 0,1349g

Legenda: DCM=diclorometano; MeOH=metanol; BuOH=butanol; ACN=aceto nitrila.
Fonte: CAMARGO; SUFDREDINI, 2014.

Foram obtidos os perfis cromatograficos por meio do CLAE da fracdo
MeOH/CHCIs, das fracdes 10%ACN/BUOH, 50%ACN/BuOH e 100%MeOH/BUOH e
das fracdes 10% ACN/H20, 50%ACN/H20 e 100%MeOH/H20, sendo possivel avaliar

a presenca ou auséncia de compostos majoritarios e obter o perfil cromatografico.

A partir dos fracionamentos, novas cromatografias em camada delgada
analitica e preparativa foram realizadas a fim de isolar compostos, e por meio dessas
etapas, foram isoladas cinco amostras originadas apenas da fracdo Hex/CHCIs, e
encaminhadas para RMN, denominadas de UNIP317, UNIP318, UNIP319, UNIP320

e UNIP321, ainda em analise.
5.2.2.2 Alcaloides totais obtidos pelo meio acido a partir do EB725

EB725 foi submetido a extracdo de alcaloides totais a partir do EB, sendo

possivel visualizar os rendimentos na tabela 20.
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Tabela 20 - Rendimentos gerados da extracdo de alcaloides totais a partir do

extrato bruto de Buchenavia oxycarpa método acido.

Extrato bruto 15000 mg
Torta obtida da extracédo dos Pesagem nao realizada, pois a
alcaloides totais a partir do EB725 amostra ainda ndo havia secado
Hexano 1 fase de particdo da 25,8 mg
extracdo de alcaloides totais do
EB725
Hexano 2 fase de particdo da 8,6 mg
extracdo de alcaloides totais do
EB725
Alcaloides totais do EB725 81,9 mg

Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.

Apos a realizacao da extracdo dos alcaloides totais a partir do extrato bruto, um
miligrama de alcaloides totais foi diluido em metanol, filtrado e analisado por CLAE

analitico (figura 16 do anexo 1).

5.2.3 Resultados da analise biolégica

5.2.3.1 Resultados da anéalise antimicrobiana

5.2.3.1.1 Resultados da analise antimicrobiana por meio da disco difusdo em agar

EB725 apresentou atividade antibacteriana contra a cepa referéncia de E. coli,
ATCC25922, assim como as fracbes DCM/CHCIlz = 10%/H.0 > 10/ BuOH >
MeOH/CHCIs, em ordem do mais ativo para 0 menos ativo em relacdo ao EB725
(F7,40=46,65; p<0.0001). Em relacéo a cepa 31/1A (virulenta e resistente), todas as
fragcbes apresentaram diferentes graus de atividade antibacteriana, embora baixa
(Fe,35=3,857; p=0.0047). A cepa de E.coli 51A (virulenta e ndo resistente) foi sensivel
a acdo das fracbes DCM/CHCI3 e 10%ACN/BUOH (Fe,35=26,30; p<0.0001). Os
resultados relativos a atividade antibacteriana das fracdes contra a bactéria E. coli 35A
demonstraram que as fragdes DCM/CHCls, 10%ACN/BuOH e 10%ACN/H20 foram
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ativos, enquanto as outras fracbes ndo demonstraram atividade (Fs,35=1395;
p<0.0001).

Apos o fracionamento, as fracdes geradas foram testadas por meio da técnica

de DDA contra as quatro cepas de E. coli (figura 71).

Figura 71 - Avaliacdo a da acao antimicrobiana do extrato bruto e suas fracdes de
Buchenavia oxycarpa frente a quatro cepas de Escherichia coli, pelo ensaio da disco difusédo

em agar.
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Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.
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5.2.3.1.2 Resultados da analise antimicrobiana por meio da microdiluicdo em caldo

Posteriormente, realizaram-se ensaios em microdiluicio em caldo para
determinar as concentragdes inibitérias minimas e concentracdes bactericidas

minimas contra as quatro cepas de E. coli ( tabela 21).

Tabela 21 - Concentracgao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) obtidas da acdo do extrato bruto de Buchenavia oxycarpa contra quatro
cepas de Escherichia coli em concentragcdes de 1,5 x 102, 1,5 x 10 e 1,5 x 10* UFC/mL.

Cepa
bacterina 1, 5 x 102 UFC/mL 1,5 x 10% UFC/mL 1,5 x 10* UFC/mL

ATCC CIM=CBM=200 mg/mL | CIM=CBM=200 mg/mL | CIM=CBM=500 mg/mL
25922

31/1A CIM=CBM=400 mg/mL | CIM=CBM=500 mg/mL | CIM=CBM=700 mg/mL
35A CIM=CBM=200 mg/mL | CIM=CBM=300 mg/mL | CIM=CBM=400 mg/mL

51A CIM=CBM=300 mg/mL | CIM=CBM=500 mg/mL CIM=CBM=600 mg/mL
Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.

5.2.3.2 Resultados da analise citotoxica

O extrato bruto 725 foi submetido a testes de citotoxicidade contra tumores de
mama e prostata de humanos (tabela 22).

Tabela 22 - Resultados obtidos da analise da citotoxicidade do extrato bruto de
Buchenavia oxycarpa sobre células tumorais de mama (MCF-7) e de préstata (PC-3)

Mama (MCF-7) %Cresc. %Inib.Cresc %Letalidade
Doxorrubicina - - 25.71
Dimetilsulféxido 217.42 0.00 0.00
EB725 91.06 8.94 0.00
Prostata (PC-3) %Cresc. %Inib.Cresc %Letalidade
Doxorrubicina - - 16.27
Dimetilsulféxido 199.38 0.00 0.00
EB725 86.14 13.86 0.00
Legenda: DOXO=doxorrubicina; %Cresc = porcentagem de crescimento = valor

correspondente ao quanto de células continuaram viaveis apos o tratamento; %lnib.Cresc =
porcentagem de inibicdo de crescimento = quantidade de células invidveis apés o tratamento; esta
guantidade foi obtida a partir da subtracdo da quantidade de células viaveis de 100%, ou seja, 100-
82.79=17.21, por exemplo. % Letalidade = porcentagem de letalidade=quantidade de células
inviaveis resultantes ao tratamento, considerando-se os valores obtidos para as células viaveis no
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tempo zero, ou TO, que representa quantas células cresceram nas 24 horas que antecedem a adicdo
do tratamento. Entéo, o valor de letalidade significa que o tratamento foi letal as células durante o
tempo de ensaio mais as células que cresceram nas primeiras 24 h anteriores ao inicio do
tratamento.

Fonte: a autora; SUFFREDINI, 2016.
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6 DISCUSSAO

6.1 Microplumeria anomala

Embora desprovida de utilizacdo popular ou econémica, M. anomala foi
coletada dentro do Projeto Rio Negro, que visa a prospec¢do em larga escala de
espécies amazoOnicas e da Mata Atlantica. Embora recentemente as coletas sejam
randébmicas, no inicio do projeto havia uma preferéncia por coletar espécies
pertencentes a determinados grupos taxonémicos, dentre 0s quais espécies de
Apocynaceae. Esse grupo de plantas é conhecido por apresentar uma rica quantidade
de metabdlitos secundéarios, muitos dos quais protagonistas na terapéutica, como 0s
alcaloides da vinca (MOUDI; GO; YIEN et al., 2013), glicosideos cardioativos que
ocorrem em diversas espécies, como no chapéu-de-napoledo, ou Thevetia peruviana
(TIAN; CHENG; JIANG et al., 2016), iridoides (YE; YANG; XIA et al.,, 2008) e
compostos fendlicos (OKONKWO TJ, OSADEBE PO, PROKSCH, 2016; OUNAISSIA,;
PERTUIT; MITAINE-OFFER et al., 2016; WONG; LIM; ABDULLAH et al., 2011; LIANG
; YUE; LI, 2010).

EB127 foi obtido do caule de Microplumeria anomala, pertencente a familia
Apocynaceae. Ndo ha relatos na literatura que demonstram estudos referentes a
atividade antibacteriana com a espécie a ndo ser o do proprio grupo (CAMARGO;
SUFFREDINI, 2014), bem como ndo foram encontrados dados na literatura sobre
espécies do género Microplumeria que sejam relevantes para o trabalho. Géneros
correlatos como Aspidosperma apresentam um numero maior de estudos. Desses, 0
extrato metandlico bruto da casca de A. ramiflorum e suas frac6es foram avaliadas
contra Staphylococcus aureus e contra Bacillus subtilis, sendo que os compostos
ramifloria A e B apresentaram atividade antibacteriana significativa contra ambas as
bactérias (TANAKA,; SILVA; OLIVEIRA et al., 2006).

Ha poucos relatos referentes a essa espécie, porém ja foi detectada a presenca
de alcaloides aspidocarpina, anomalina 12-O-metilanomalina e dimetoxianomalina
(PINTO; FERREIRA, 2012; CORDELL, 1998; REIS LUZ; ROCHA; PORTER et al.,
1983).
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Frente a necessidade de se identificar os compostos ativos, as fracdes HEX e
DCM da fase de particdo CHCIs foram selecionadas para serem estudadas
quimicamente, visto que eram as de maior massa e as que puderam ser submetidas

as técnicas cromatogréficas disponiveis.

O extrato EB127 foi selecionado para o presente estudo a partir da identificacao
de sua atividade antibacteriana contra a cepa de referéncia Escherichia coli ATCC
25922. Os extratos foram subsequentemente testados contra as cepas de E. coli
isoladas de cloaca de aves. Na figura 68, € possivel avaliar a atividade do EB127
contra as quatro cepas de E. coli, no modelo da DDA. Ao comparar a efetividade da
atividade antibacteriana do EB127 sobre a cepa de referéncia, ATCC 25922, EB127
apresentou atividade estatisticamente semelhante (a>0.05) aquela observada contra
as cepas 31/1A (virulenta e resistente) e 51A (virulenta e ndo resistente), ao passo
gue a atividade observada contra a cepa 35A (n&o virulenta e resistente) foi menor
(a<0,05).

A tabela 3 mostra o ensaio da MDC realizada com EB 127 contra as quatro
cepas de E. coli, preparadas em diferentes concentracdes. A cepa 31/1A (virulenta e
resistente) apresentou-se mais susceptivel a acdo de EB127, ao passo que a cepa
51A (virulenta e nédo resistente) apresentou-se mais resistente a acdo do extrato. Em
ambos os modelos, a cepa 35A (ndo virulenta e resistente) apresentou-se mais

resistente, e a cepa ATCC, mais susceptivel.

Como a avaliacao foi realizada com o extrato bruto, algumas situacdes podem
ter acontecido: (1) a atividade antibacteriana do extrato bruto se deve a compostos
gue estava em grande quantidade e uma vez isolada, a atividade antibacteriana pode
aumentar; (2) a atividade antibacteriana do extrato bruto se deve a compostos
presentes em baixa quantidade, porém sdo potentes suficientes para produzirem a
atividade observada; (3) a atividade antibacteriana se da por conta de um sinergismo
observado entre as diferentes moléculas que compdem o extrato bruto (ELLER;
FEITOSA; ARRUDA et al., 2015). A identificagdo de compostos ativos passou a ser

primordial para a elucidagéo do potencial antimicrobiano de EB127.

EB 127 foi fracionado e nove fragGes de diferentes polaridades foram obtidas.
Essas fracdes foram submetidas ao ensaio de DDA, conforme se verifica na figura 69.

Das nove fragOes obtidas, algumas ndo foram testadas no modelo biologico por nao
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terem massa suficiente e, portanto, ndo constam nos resultados. Pode-se observar
gue a unica fracdo que apresentou atividade contra a cepa ATCC 25922 foi a
10%ACN/H20. Essa mesma fracdo apresentou fraca atividade contra a cepa 31/1A
(virulenta e resistente), uma atividade significante contra a cepa 35A (sem viruléncia
e resistente) e nenhuma atividade contra a cepa 51A (virulenta, sem resisténcia). A
fracdo apolar Hex/CHCIs ndo apresentou atividade contra a cepa de referéncia ATCC
25922, nem contra a cepa 35A (sem viruléncia e resistente), mas se apresentou ativa
tanto contra a cepa 31/1A (virulenta e resistente) quanto contra a cepa 51A (virulenta
e sem resisténcia). Tais resultados podem estar ligados diretamente as diferencas
entre as caracteristicas relativas a presenca de resisténcia e de viruléncia de cada
cepa, ou seja, como os diferentes compostos presentes em cada uma destas duas
fragcbes poderiam influenciar os mecanismos de acdo antimicrobianos envolvidos.
Estes estudos ainda devem ser realizados. Segundo os dados encontrados neste
estudo, a fracdo Hex/CHClIs foi ativa em ambas as cepas que possuem viruléncia, ao
passo que a fracdo 10%ACN/H20 apresentou atividade contra as duas cepas que

apresentaram resisténcia.

O fracionamento realizado com EB127 foi acompanhado da submisséo das
fracOes oriundas e compostos isolados aos ensaios biolégicos. Das fragBes oriundas
das fases de particdo Hex e DCM, foram isolados os compostos lupeol, 3-acetil-11-
oxo-B-amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina, sitosterol e estigmasterol, 3,7a-dihidroxi-
colest-5-eno, 3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 3[3-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona, acido
vanilico glicosilado, acido protocatecuico glicosilado, acido rosmarinico, loganino,
acido loganico, acido cafeoil-met-O-quinico, &cido metil-dicafeoilquinico,
secologanino, acido dihidrobenzoico hexosideo, Iridoide com peso molecular 376
(sugere-se isdbmeros acido 8-epi-loganico ou acido loganico), iridoide com peso
molecular 390 (sugere-se isébmeros 8-epi-loganino ou 7-epi-loganino ou loganino),
iridoide com peso molecular 404 (sugere-se isbmeros secologanosideo-7-metil éster
e secologanino) e acido 4-O-feruloilquinico, além dos alcaloides anomalina e 12-O-

metilanomalina.

Compostos fendlicos podem ser encontrados em diversas plantas, e podem
apresentar a funcéo de proteger o vegetal de predadores, inibicdo da germinacéo de
sementes, inibir o crescimento de outras plantas de espécies diferentes, apresentam

efeitos antioxidantes, antibacteriano, antiviral, inducdo da apoptose celular e



98

interferéncia do ciclo celular. A acdo antioxidante dos compostos fendlicos deve-se a
sua estrutura molecular e suas propriedades redutoras, as quais sdo capazes de
neutralizar ou capturar os radicais livres (FREITAS, 2012; SANTOS, 2008 e SANTOS,
2013).

by

O lupeol é um triterpenoide pertencente a classe dos terpenos que sao
considerados metabdlitos secundarios de origem vegetal (SALEEM, 2009). O lupeol
pode ser encontrado em algumas plantas de uso medicinal e em frutas como uvas,
morangos, manga, figo e azeitonas (SALEEM, 2009). Estudos recentes mostram que
o lupeol vem sendo estudado e possui acdo antioxidante, anti-inflamatoéria e
antitumoral principalmente contra tumores de cabeca, pescoco e melanomas (NITTA,;
AZUMA; HATA et al., 2013).

O lupeol foi testado no modelo da DDA contra a E. coli cepa ATCC 25922 e
nao apresentou atividade antimicrobiana ou citotoxica significativas, nos modelos
empregados no presente trabalho. A literatura oferece dados controversos relativos a
atividade antibacteriana de lupeol. Enquanto alguns autores relatam a atividade deste
composto contra bactérias Gram positivas e fungos (SAYED; EZZAT; SABRY, 2016;
POUMALE; AWOSSONG; RANDRIANASOLO; SIMO et al., 2012), outros relatam que
a atividade antibacteriana de triterpenos isolados, incluindo lupeol, expressas como
concentragdo inibitéria minima maior que 1 mg/mL (WANSI; CHIOZEM; TCHO et al.,
2010). Ainda, a presenca de lupeol em fracBes ativas contra micro-organismos
também esta presente na literatura (OBEY; VON WRIGHT; ORJALA et al., 2016),
assim como a presenca do lupeol em fragGes ativas nao foi evidenciada como sendo
fundamental para a atividade antibacteriana encontrada (WANG; CHEN; WU et al.,
2016), que ressaltaram o0s &cidos oleanoico e ursélico como 0s principais

componentes.

Estudos realizados com Aspidosperma pyrifolium originadas da regidao da
Caatinga, apresentavam em sua composic¢ao a presenca de alcaloides, de lupeol e de
amirina, porém néo ha estudos que comprovem que tais moléculas isoladas estejam
relacionadas as atividades biolégicas mencionadas (OLIVEIRA; SALTINO, 2000). A
planta chinesa llex asprella € comumente utilizada na fabricacdo de medicamentos
anticancerigenos, antigripais e anti-inflamatérios. A espécie tem como principais

componentes os triterpenos a- e B-amirina (ZHENG; XU; MA et al., 2014). Segundo
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estudos de Otuki, Ferreira, Lima et al. (2005), a- e B-amirina, associados tem o
potencial de promover analgesia. Os compostos B-amirina e B-sitosterol foram
encontrados nas espécies Prosopis glandulosa e Symplocos racemosa, da india, que
vém sendo estudadas por possuirem atividade imunomoduladora (FIRASHATHULLA;
INAMDAR; RAFIQ et al., 2016).

Alcaloides sdo compostos presentes em alguns grupos de plantas. Seu uso
como venenos e medicamentos é conhecido desde os tempos primordios por diversas
culturas e civilizagdes. Os alcaloides podem ser produzidos em diferentes regides do
organismo vegetal, como tecidos de crescimento ativos, células epidérmicas, vasos
lactiferos e bainhas vasculares e geralmente sdo deslocados e armazenados em
outras areas como cascas, folhas e até raizes (SIMOES; SCHENKEL; GOSMANN et
al., 1999).

Ha diversas hipoteses relativas a fungéo dos alcaloides nas plantas (SIMOES;
SCHENKEL; GOSMANN et al., 1999), como:

e Protecao da planta contra o ataque de animais ou insetos, ja que a maioria dos
alcaloides sao toxicos e possuem sabor amargo;

e Compostos de detoxificagdo de outras substancias nocivas produzidas pelo
metabolismo primario da planta;

e Reserva de nitrogénio;

e Atuacdo como hormdnios de crescimento;

e Auxiliar na manutencao do equilibrio i6nico;

e Defesa contra micro-organismos e virus;

e Protecao contra a irradiacao de UV.

Durante o fracionamento, EB127 e suas fracdes foram avaliadas a presenca de
alcaloides e foi verificado que se encontravam dispersos entre fracoes de diferentes
polaridades (figura 60). Foram encontrados dois alcaloides, anomalina e 12-O-
metilanomalina, sendo que anomalina foi considerado o composto majoritario
presente no extrato bruto obtido do caule da espécie. Apés o isolamento dos
alcaloides, os que continham massa foram avaliados quanto a sua acgao
antimicrobiana contra E. coli. No ensaio em DDA pode observar que os alcaloides

extraidos de Microplumeria ndo foram ativos contra nenhuma cepa de E. coli testada
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no presente trabalho. Nao foram encontrados dados relativos a atividade biologica de

ambos os alcaloides, na literatura consultada.

Os alcaloides totais extraidos da espécie vegetal e suas fracfes foram testados
no ensaio de citotoxicidade, e também n&o foram ativos. Alcaloides de diversas
espécies de Apocynaceae sdo conhecidos por suas atividades farmacolégicas, como
os alcaloides da vinca (Catharanthus roseus) vincristina, vimblastina e outros
derivados, que possuem atividade antitumoral por agirem na tubilina (DALL’ACQUA,
2014), ou reserpina, obtida de Rauwolfia serpentina (LEAO; SARMENTO-SILVA;
SANTOS et al., 2015).

Sugere-se que as moléculas a seguir estejam presentes na fracdo
10%ACN/H20: acido loganico, acido 8-epi-loganino, secologanosida-7-metil éster e
secologanino séao derivados de iridoides. Os iridoides pertencem a classe dos
terpenos e podem ser encontrados em mais de 50 familias de plantas. Atualmente
tem-se catalogado em torno de 2500 iridoides diferentes, originados de plantas e
animais. Os iridoides sdo compostos presentes em diversas angiospermas, tem a
funcdo de afastar predadores herbivoros por meio da producdo de venenos e
apresentarem sabor amargo. A medida que um predador ingere a planta, ocorre a
liberacdo de iridoides que, ao se ligarem a glicosideos, desencadeiam uma reacao no
estbmago do animal capaz de degradar proteinas do bolo alimentar e até destruicdo
do seu valor nutricional. Suas propriedades bioldgicas estéo relacionadas a atividades
anti-inflamatérias, vasoconstritora, hepatopropetora, antiviral, antitumoral e
antibacteriana (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011; SANTOS; OLIVEIRA;
CARVALHO, 2016 e TUNDIS; LOIZZO; MENICHINI et al., 2008).

A DDA é uma técnica convenientemente rapida e pratica para se avaliar a
atividade antimicrobiana, porém a microdiluicdo em caldo (MDC) é considerada uma
técnica mais sensivel, obtendo-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM) (OSTROSKY; MIZUMOTO; LIMA et al.,
2008). Nos testes executados com EB127 e EB725 os resultados foram avaliados
através da visualizacdo da turbidez seguido da verificacdo de crescimento de
subcultura. Desse modo, néo foi possivel determinar a diferenca entre a CIM e a CBM,
que serdo consideradas iguais. No presente estudo, foram realizados ambos os

experimentos com as amostras, e assim, considerados complementares.
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Do fracionamento biodirecionado realizado com EB127, 49 amostras purificadas
foram testadas no modelo da DDA contra a cepa ATCC 25922 e observou-se que as
amostras cujas moléculas foram identificadas ndo foram capazes de inibir o
crescimento bacteriano ou de proporcionar citotoxicidade, porém cinco dessas
amostras purificadas e ndo identificadas apresentaram uma forte tendéncia a acao
antimicrobiana, formando halos de diametros grandes compativeis aos halos da
clorexidina (figura 70). Essas amostras serdo futuramente encaminhadas para anélise
em CLAE-EM/EM.

6.2 Buchenavia oxycarpa

EB 725, obtido dos frutos de Buchenavia oxycarpa, pertencente a familia das
Combretaceae, apresentou acao antimicrobiana contra E. coli ATCC 25922 em um

ensaio de DDA realizado em triplicata (tabela 8).

Por meio da MDC, foram determinadas as CIM e CBM para o EB725 (tabela
9). Em uma breve andalise comparativa (tabela 3), observa-se que seus efeitos
antibacterianos sao mais eficazes que os efeitos observados para EB127, ou seja, a
Buchenavia demonstrou maior atividade em menor concentragdo de extrato contra a
cepa ATCC.

O EB725 foi fracionado, inicialmente, seguindo a mesma técnica usada para o
EB127 (figura 2), que € de execucao padronizada para todos os extratos organicos da
Extratoteca. As nove fragOes geradas foram testadas em DDA contra as quatro cepas
de E. coli (figura 71), e pode-se observar que um nimero maior de fracdes foram mais
ativas contra as cepas, quando comparado ao numero de fracdes ativas provenientes
do EB127.

Em termos de eficicia, observa-se que um numero maior de fragcdes obtidas de
EB725 apresentou atividade contra a cepa de referéncia, ATCC 25922, enquanto que
todas as fracdes testadas apresentaram um grau de atividade contra a cepa 31/1A
(virulenta e resistente), como foi observado para as fracées do EB127. Trés fracOes
de EB725 (DCM/CHCI3, 10%ACN/BUOH e 10%ACN/H20) apresentaram atividade

contra a cepa 35A (sem viruléncia e resistente), contra apenas uma fracdo de EB127
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e duas fragbes (DCM/CHCIs e 10%ACN/BuOH) de EB725 apresentaram atividade
contra a cepa 51A (virulenta, sem resisténcia) contra apenas uma fracdo (Hex/CHCIs)
de EB127. Embora a complexidade quimica de M. anomala aparenta ser maior,
parece que 0s compostos presentes em B. oxycarpa podem ser mais eficazes como
antibacterianos. Estudos referentes aos componentes de B. oxycarpa precisam ser
realizados. No decorrer dos experimentos, pode ser observado que Buchenavia
oxycarpa demonstrou ser uma espécie menos complexa, em termos de compostos
secundérios, quando comprada a Microplumeria anomala, baseado nos perfis de

fracionamento e ensaios bioldgicos realizados.

Estudos prévios realizados com espécies de Buchenavia demonstraram a
capacidade antifungica de extratos obtidos de B. tomentosa contra espécies de
Candida (TEODORO; BRIGHENTI; DELBEM et al., 2015) contra varios micro-
organismos de importancia em Odontologia (BRIGHENTI; SALVADOR; DELBEM et
al., 2014) enquanto que fracdes obtidas das folhas de B. tetraphylla apresentaram
atividade contra diversos micro-organismos Gram positivos e negativos, além da
presenca de flavonoides triterpenos, carboidratos e taninos (DE OLIVEIRA;
NASCIMENTO DA SILVA; DA SILVA et al.,, 2012), porém nédo foi identificada a
presenca de alcaloides, embora estes sejam reportados em espécies de
Combretaceae (UZOR; OZADEBE, 2016; FANKAM; KUIATE; KUETE et al., 2015;
MOYO; CHIMPONDA; MUKANGANYAMA, 2014). Nesse estudo, apesar de nao ter
identificado até 0 momento compostos, ja sabe-se que foi encontrado a presenca de
alcaloides na Buchenavia oxycarpa. Na literatura ja havia relatos descritos sobre a
existéncia dos alcaloides nestas plantas (CORDELL, 1998; TEODORO, 2011).
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7 CONCLUSAO

e As fracbes Hex e DCM da fase de particdo CHCIs e a fracdo de 10%ACN/H20
originadas do EB127 de Microplumeria anomala apresentaram atividade
antimicrobiana assim como as fracdes DCM/CHCI3, 10%ACN/BUOH e
10%ACN/H20 originadas do EB725 de Buchenavia oxycarpa;

e A partir de Microplumeria anomala foi possivel identificar as moléculas de lupeol,
sitosterol, estigmasterol, 3-acetil-11-oxo-B-amirina, 3-acetil-11-oxo-a-amirina,
3B,7a-dihidroxi-colest-5-eno, 3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 3[B-hidroxi-colest-
5,22-dien-7-ona.;

e A fragdo que apresentou maior atividade antimicrobiana mais eficaz contra a
cepa 35A contem possivelmente a presenca de acido dihidrobenzoico
hexosideo, acido rosmarinico, isdmeros 8-epi-loganico ou 7-epi-loganino ou
laganino, derivado de acido ferulico, isémeros de secologanosido-7-metil éster,

isbmeros secologanino e acido 4-O-feruloilquinico;

e Na avaliacdo de citotoxicidade dos extratos brutos e da fracdo de alcaloides
totais em células cancerigenas de mama e préstata observou-se que nenhuma

amostra apresentou atividade.
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ANEXO 1

Figuras correspondentes as analises espectroscépicas realizadas na identificacédo

das moléculas.

Figura 1: Estrutura molecular dos alcaloides inddlicos: anomalina, 12-O-

metilanomalina e dimetoxilanomalina, identificados em Microplumeria anomala.
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12-O-metilanomalina

Fonte: REIS LUZ; ROCHA; PORTER et al.,1983

lupeol

A figura 2 mostra o espectro de RMN-'H da amostra de lupeol (UNIP 217) isolada

das fragfes de hexano e diclorometano do fase de particdo cloroférmio EB127.

Figura 2 - Espectro de RMN-!H (CDClz, 500 MHz) da amostra de lupeol (UNIP 217),
originada do EB127 de Microplumeria anomala.
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A figura 3 mostra o espectro de RMN-13C da amostra de lupeol (UNIP-217)
isolada das fragcdes de hexano e diclorometano do fase de partigéo cloroformio EB127.

Figura 3 - Espectro de RMN-3C (CDCls, 125 MHz) da amostra de lupeol (UNIP-217),
originada do EB127 de Microplumeria anomala.

UNIP-217C.E5p VerticalScaleFastor = 1 = é
CHLORCFORM- ® I
Lo 8 a3
2 g BT
o] =2 ! =z
1 BE TlE
] 5 o ]
] & 20 g & o
=075 a i © g gz g 8
g o woog BEW9E ot 2 ||
. o7 pBEk %= @
= ] @ 5| Brglsp-2cs g ||
Zoeo] i 2 5| SerPEEEas, § | o
# 0.504 & 5| ¥51 BEan 8 b
2 A =) b k- 3ag 2 |8 |7
£ ] = i 238% 2 |8
2 ] 8 [ e |8
1 | 1 ¢
0.2 |
] |
] ‘ 1 M
17§ 188 180 152 144 138 128 120 11z 104 @ @8 &0 72 £ 55 48 40 a2 24 15 B

Chemical SN [ppm)

Fonte: DIAZ, 2016.

A figura 4 mostra o espectro de RMN-H da amostra de lupeol (UNIP-250) isolada

das fracdes de hexano e diclorometano do fase de particdo cloroformio EB127.
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Figura 4 - Espectro de RMN-!H (CDClz, 500 MHz) da amostra de lupeol (UNIP-250),
originada do EB127 de Microplumeria anomala.
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A figura 5 mostra o espectro de RMN-13C da amostra de lupeol (UNIP-250) isolada

das fragfes de hexano e diclorometano do fase de particdo cloroférmio EB127.

Figura 5 - Espectro de RMN-13C (CDCls, 125 MHz) da amostra de lupeol (UNIP-250),
originada do EB127 de Microplumeria anomala.
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3-acetil-11-ox0-B-amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina.
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A Figura 6 mostra o espectro de RMN-'H das amostras de de 3-acetil-11-oxo-
B-amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina isoladas da fracdo de hexano da fase de

particao cloroférmio EB127.

Figura 6 - Espectro de RMN-!H (CDCls, 500 MHz) da mistura de 3-acetil-11-0xo-[3-
amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina (UNIP-257), originada do EB127 de Microplumeria
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A figura 7 mostra o espectro de RMN-13C das amostras de de 3-acetil-11-o0xo-
B-amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina isoladas da fracdo de hexano da fase de

particédo cloroférmio EB127.

Figura 7- Espectro de RMN-13C (CDCls, 125 MHz) da mistura de 3-acetil-11-oxo-[3-

amirina e 3-acetil-11-oxo-a-amirina (UNIP-257), originada do EB127 de Microplumeria
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sitosterol e estigmastrol

A figura 8 mostra o espectro de RMN-'H das amostras de sitosterol e

estigmastrol isoladas da fracdo de hexano da fase de particdo cloroférmio EB127.

Figura 8 - Espectro de RMN-H (CDCls, 500 MHz) da mistura sitosterol e estigmastrol
(UNIP-271), originada do EB127 de Microplumeria anomala.
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A figura 9 mostra o espectro de RMN-3C das amostras de sitosterol e

estigmasterol isoladas da fracdo de hexano da fase de particao cloroformio EB127.

Figura 9- Espectro de RMN-*3C (CDCls, 125 MHz) da mistura de sitosterol e
estigmasterol (UNIP-271), originada do EB127 de Microplumeria anomala.
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3B,7a-dihidroxi-colest-5-eno
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A figura 10 mostra o espectro de RMN-'H da amostra de 3,7a-dihidroxi-
colest-5-eno isoladas da fracdo de hexano da fase de particdo cloroférmio EB127.

Figura 10- Espectro de RMN-tH (CDCls, 500 MHz) de 3B,7a-dihidroxi-colest-5-eno
(UNIP-274), originada do EB127 de Microplumeria anomala.
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A figura 11 mostra o espectro de RMN-13C da amostra de 3B,7a- dihidroxi-

colest-5-eno isoladas da fracdo de hexano da fase de particao cloroférmio EB127.

Figura 11 - Espectro de RMN-3C (CDClz, 125 MHz) de 3B,7a-dihidroxi-colest-5-eno
(UNIP-274), originada do EB127 de Microplumeria anomala.
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3B-hidroxi-colest-5-en-7-ona e 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona
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A figura 12 mostra o espectro de RMN-'H da amostra de 3B-hidroxi-colest-5-

en-7-ona e 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona isoladas das fracdes de hexano e de

diclorometano da fase de parti¢cdo cloroformio EB127.

Figura 12- Espectro de RMN-H (CDCls, 500 MHz) da mistura 33-hidroxi-colest-5-en-
7-ona e 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona (UNIP-283), originada do EB127 de
Microplumeria anomala.
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A figura 13 mostra o espectro de RMN-13C da amostra de 3B-hidroxi-colest-5-

en-7-ona e 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona isoladas das fracdes de hexano e de

diclorometano da fase de particédo cloroférmio EB127.

Narmalized Intensity

Figura 13 - Espectro de RMN-13C (CDCls, 125 MHz) da mistura de 3-hidroxi-colest-

5-en-7-ona e 3B-hidroxi-colest-5,22-dien-7-ona (UNIP-283), originada do EB127 de
Microplumeria anomala.
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A figura 14 mostra o espectro de RMN-'H da amostra de anomalina isoladas

das fracdes de hexano e de diclorometano da fase de particdo cloroférmio EB127.

Figura 14 - Espectro de RMN-'H de anomalina em CDs;OD, 500 MHz, originada do
EB127 de Microplumeria anomala.
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A figura 15 mostra o espectro de RMN-13C da amostra de anomalina isoladas

das frag6es de hexano e de diclorometano da fase de particdo cloroférmio EB127.

Figura 15 - Espectro de RMN-3C de anomalina em CD;0OC, 125 MHz, originada do
EB127 de Microplumeria anomala.
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Buchenavia oxycarpa

Inicialmente a amostra foi analisada nas seguintes condi¢cdes cromatograficas:
To—smin 5% ACN, Ts5-35min 100% ACN, Tss5-40min 100% ACN, T40-50min 5% ACN. O
cromatograma obtido esta apresentado na figura X. Porém a condicdo cromatografica
ideal foi a seguinte: To—1omin 5% ACN, T10-11min 10% ACN, T11-20min 10% ACN,
T20-21min 20% ACN, T21-40min 20% ACN, T40—41min 27% ACN, T41—60min 27% ACN,
Teo—61min 32% ACN, Te1-6esmin 32% ACN, Tes—eomin 39% ACN, Te9—ssmin 39% ACN,
Tss5—86min 50% ACN, Tgs—96min 50% ACN, Tos—106min 100% ACN, T106—110min 100% ACN,
T110-120min 5% ACN. O cromatograma obtido desta nova condi¢cdo cromatogréfica esta
apresentado nas figuras 16 e 17. Definida esta ultima condigdo cromatografica, a
amostra serad enviada para ser analisada por cromatografia liquida acoplada a

espectrometro de massas (LC/EM), para determinacdo de seus componentes.

Figura 16 - Cromatograma dos alcaloides totais do EB 725, de Buchenavia oxycarpa,
submetido ao gradiente To-smin 5% ACN, Ts5_35min 100% ACN, T3s5_40min 100% ACN, T40_50min
5% ACN, A = 254 nm, fluxo de 1 mL/min.
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Figura 17 - Cromatograma dos alcaloides totais do EB725 de Buchenavia oxycarpa,
submetido ao gradiente To—10min 5% ACN, T10-11min 10% ACN, T11-20min 10% ACN, T20-21min
20% ACN, T21-40min 20% ACN, T40—41min 27% ACN, T41-60min 27% ACN, Tso—61min 32% ACN,

Te1-68min 32% ACN, Tes—eomin 39% ACN, Te985min 39% ACN, Tgs_gsmin 50% ACN, Tss96min
50% ACN, Tos—106min 100% ACN, T106—110min 100% ACN, T 110—120min 5% ACN, A =254 nm,
fluxo de 1mL/min.
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ANEXO 2

Original article

Microplumeria anomala as source of compounds to be used in veterinary against
Escherichia coli.

Camargo, L.R.P.%; Carvalho, V.M.; Diaz, |.E.C.?; Suffredini, I.B.12

1 Graduate Program in Environmental and Experimental Pathology, Universidade Paulista, Rua
Dr. Bacelar, 1212, Vila Clementino, Sdo Paulo, SP, 04026-002

2 Center for Research in Biodiversity da Universidade Paulista, Av. Paulista, 900, 1° andar,
Cerqueira César, Sao Paulo, SP, 01310-100.

Abstract

Escherichia coli is one of the main pathogen responsible for veterinary and human diseases,
which causes important economic losses in livestock, and emotional issues for pet owners. For that
reason, new pharmacological tools are a must in the fight against the pathogen. Biodiversity has been
one of the main sources of antibiotics, and Brazil is the richest country in terms of terrestrial species
richness. The organic extract obtained from the stem of Microplumeria anomala (Apocynaceae) was
selected out of 1791 plant extracts obtained from more than 600 Amazon species as active against E.
coli ATCC25922, and against three E. coli strains that were isolated from bird’s cloaca named 31/1A,
35A and 51A. Lupeol, sitosterol, stigmasterol, 11-oxo-3p3-methylamyrin, 11-oxo-3a-methylamyrin, 33,7a
dihidroxy-cholestan-5-en,  3B-ol-choleste-5-en-7-one and 3B-ol-choleste-5,19-dien-7-one, and
dihydrobenzoic hexoside acid; rosmarinic acid; isomers 8-epi-loganin acid or loganin acid; 8-epi-loganin
or loganin; ferulic acid derivative; isomers secologanoside-7-methyl ester and secoxiloganin; isomer of
feruloilquinic acid were identified in the most active fraction named 10%ACNresH20, that was obtained
from the organic extract. All the compounds were isolated from the plant for the first time and represents
potential new antibacterial natural products isolated from Amazon plants to be used in veterinary.

Keywords: Escherichia coli, Microplumeria anomala, antibacterial, natural products

References

Azevedo, C. M. A., 2003. Bioprospeccao: Coleta de material biolégico com a finalidade de expor os
recursos genéticos. Reserva da Biodiversidade da Mata Atlantica-MAB-UNESCO, 22ed. Sédo
Paulo.

Barnes, R. A. Pereira, A. L., Scofield, T. C. V., Filho, R. B., Pinto, A. C., 1984. A new triterpene from
Vellozia compacta. Chem. Pharm. Bull. 32, 3674-3677.



129

Camargo, L. R. P., Suffredini, I. B., 2014. Atividade anti-Escherichia coli de extratos de plantas
brasileiras. Novas tendéncias em pesquisa veterinaria. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., 66, 617-
620.

Camargo; L. R. P.; Suffredini, I. B., 2015. Impacto causado por Escherichia coli na producao de
animais de corte no Brasil: revisdo de literatura. J. Health Sci. Inst., 33, 193-197.
Carvalho, V. M., Gyles, C. L., Ziebell, K., Ribeiro, M. A., Dias-Catao, J. L., Siinhorini, I. L., Otman, J.,

Keller, R., Trabulsi, L. R., Castro, A. F. P., 2003. Characterization of monkey enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC) and human typical and atylical APEC serotype isolate from neotropical
nonhuman primates. J. Clin. Micr., 41, 1225-1234.

Cordell, G. A. (ed) 1998. The Alkaloids. Academic Press, Ed. California.

Cragg, G. M.; e Newman, D. J., 2014. Natural Products as sources of new drugs from 1981 to 2014, J.
Nat. Prod., 79, 629-661.

Cursino, L. M. C., Mesquita, A. S. S., Mesquita, D.W.O., Fernandes, C. C., Junior, O. L. P., Amaral, I.
L., Nunez, C. V., 2009. Triterpenos das folhas de Minquartia guianensis Aubl. (Olacaceae). Acta
Amaz., 39, 181-186.

Dall' Acqua, S., 2014. Natural products as antimitotic agents. Cur. Top. Med. Chem., 14, 2272-2285.
Eller, S. C. W. S,; Feitosa, V. A.; Arruda, T. A., Antunes, R. M. P., Catdo, R. M. R., 2015. Avaliacéo

antimicrobiana de extratos vegetais e possivel interacdo farmacolégica in vitro. Apl. J. Basic
Appl. Pharm. Sci., 36, 131-136.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST., 2015. Teste sensibilidade aos
antimicrobianos. Método de disco difusdo EUCAST, verséo 5.0.

Fingolo, C. E., Santos, T. de S., Vianna Filho, M.D.M., Kaplan, M. A. C., 2013. Triterpene esters: natural
products from Dorstenia arifolia (Moraceae). Molecules, 18, 4247-4256.

Firashathulla, S., Inamdar, M. N., Rafig, M., Viswanatha, G. L., Kumar, L. M. S., Babu, U. V.,
Ramabhrishnan, S., Paramesh, R., 2016. IM-133N - A useful herbal combination for eradicating
disease-triggering pathogens in mice via immunotherapeutic mechanisms. J.
Pharmacopuncture, 19, 21-27.

Greco, D. B., 2009. Etica, Saude e Pobreza: As Doencas Emergentes do Século XXI. Rev. Bio., 7, 450-
455.

Holland, H. L.; Diakow, P. R. P.; Taylor, G. J. 13C nuclear magnetic resonance spectra of some C-19-
hydroxy, C-5,6 epoxy, C-24 ethyl, and C-19-norsteroids. Can. J. Chem., 56, 3121-3127, 1978.

Kovganko, N. V., Kashkan, Z. N., Borisov, E. V., Batura, E. V., 1999. 13C NMR spectra of B-sitosterol
derivates with oxidized rings A and B Chemistry of natural compounds. Chem. Nat. Compd.,
35, 646-649.

Ledo, A. H., Sarmento-Silva, A. J., Santos, J. R., Ribeiro, A. M., Silva, R. H., 2015. Molecular,
neurochemical, and behavioral hallmarks of reserpine as a model for parkinson's disease: new
perspectives to a long-standing model. Brain Pathol., 25, 377-390.

Machado, L. S., Nascimento, E. R., Perreira, A. L. A., Almeida, D. O., Abreu, D. L. C. Gouvea, R., 2013.
PCR na deteccdo de gene Fel A de Escherichia coli em frangos de corte condenados por
aerossaculite pela Inspe¢éo Sanitaria Federal. Arg. Inst. Biol., 80.

Markey, B. K., Carte, M. E., Donnelly, W. J., Leonard, F. C., 2005.. Microbiologia Veterinaria e Doencas
Infecciosas. Trad. WEISS, L. H. N., WEISS, R. D. N. Porto Alegre: Artmed.

Moudi, M., Go, R., Yien, C.Y., Nazre, M., 2013. Vinca alkaloids. Int. J. Prev. Med., 4, 1231-1235.


http://www.ingentaconnect.com/content/ben/ctmc
http://link.springer.com/journal/10600
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/1481/

130

Nitta, M., Azuma, K., Hata, K., Takahashi, S., Ogiwara, K., Tsuka, T., Imagawa, T., Yokoe, I., Osaki, T.,
Minami, S., Okamoto, Y., 2013. Systemic and local injections of lupeol inhibit tumor growth in a
melanoma-bearing mouse model. Biomedical Reports, 1, 641-645.

Obey, J. K., Von Wright, A., Orijala, J., Kauhanen, J., Tikkanen-Kaukanen, C., 2016. Antimicrobial
activity of Croton macrostachyus stem bark extracts against several human pathogenic bacteria.
J. Path., 2016, 1-5.

Okonkwo, T. J., Osadebe, P. O., Proksch, P., 2016. Bioactive phenylpropanoids, phenolic acid and
phytosterol from Landolphia owariensis P. Beauv stringy seed pulp. Phytother. Res., 30, 78-
80.

Oliveira, A. F. M., Salatino, A., 2000. Major constituents of the foliar epicuticular waxes of species from
the Caatinga and Cerrado. J. Biosc., 55, 9-10.

Ounaissia, K., Pertuit, D., Mitaine-Offer, A. C., Miyamoto, T., Tanaka, C., Delemasure, S., Dutartre, P.,
Smati, D., Lacaille-Dubois, M., 2016. New pregnane and phenolic glycosides from
Solenostemma argel. Fitoterapia, 114, 98-104.

Pinto, A. C.; Ferreira, V. F.; Silva, F. C., 2012. Otto R. Gottlieb e as conexdes com o Brasil de Ernest

Wenkert . Quim. Nova, 35, 2317-2323.

Poumale, H. M., Awoussong, K. P., Ranfrianasolo, R., Simo, C C. F., Ngadjui, B. T., Shiono, Y., 2012.
Long-chain alkanoic acid esters of lupeol from Dorstenia harmsiana Engl. (Moraceae). Nat.
Prod. Res., 26, 749-755.

Reis Luz, A. L. R., da Rocha, A. |., Porter, B., Wenkert, E., 1983. Alkaloids from Microplumeria anomala.
Phytochemistry, 22, 2301-2304.

Rodostitis, O. M., Gay, C., Blood, D. C., Hinchcliff, K. W., 2005. Clinica Veterinaria: um tratamento de
doencas dos bovinos, ovinos, suinos, caprinos e equinos. Trad. WEISS, L. H. N., WEISS, R. D.
N. 92.ed. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro.

Saleem, M., 2009. Lupeol, a novel anti-inflammatory and anti-cancer dietary triterpene. Cancer Lett.,
285, 109-115.

Sayed, A. M.; Ezzat, S. M.; Sabry, O. M., 2016. A new antibacterial lupane ester from the seeds of
Acokanthera oppositifolia Lam. Nat. Prod. Res., 4, 1-6.

Silveira, L. M. S., Olea, R. S. G., Mesquita, J. S., Cruz, A. L. N., Mendez, J. C., 2009. Metodologias de
atividade antimicrobiana aplicadas a extratos de plantas: comparagdo entre duas técnicas de

agar difusdo. Rev. Bras. Farm., 90, 124-128.

Simdes, C. M. O., Schenkel, E. P., Gosmann, G., Mello, J. C. P. de, Mentz, L. A., Petrovick, P. R. (Org.),
1999. Farmacognosia da planta ao medicamento. 3%d. Porto Alegre: editora
Universidade/UFRGS/ editora da UFSC.

Smith, W. B., 1978. Carbon-13 NMR Spectroscopy of steroids. Annual reports on NMR Spectroscopy,
8, 199-226.

Tian, D. M., Cheng, H. Y., Jiang, M. M., Shen, W., Tang, J., Yao, X., 2016. Cardiac glycosides from the
seeds of Thevetia peruviana. J. Nat. Prod., 79, 38-50.

Tundis, R., Loizzo, M. R., Menichini, F., Giancarlo, A. S., FRANCESCO, M., 2008. Biological and
pharmacological activities of iridoids: recent developments. Mini-Rev. Med. Chem., 8, 399-420.

Von Sydow, A. C. M. D. G., Coogan, J. A., Moreno, A. M., Melville, P. A., Benites, N. R., 2006.
Ocorréncia de fatores de viruléncia de Escherichia coli isoladas de fezes de cées errantes. Arg.
Inst. Biol., 73, 401-407.

Wang, C. M., Chen, H. T., Wu, Z. Y., Jhan, Y. L., Shyu, C. L., Chou, C. H., 2016. Antibacterial and
synergistic activity of pentacyclic triterpenoids isolated from Alstonia scholaris. Molecules, 21,
139, 2016.


file:///C:/Users/Ivana/Downloads/J.%20Path
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=19464787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=19464787

131

Wansi, J. D., Chiozen, D. D., Tcho, A. T., Toze, F. A., Devkota, K. P., Ndjajou, B. L., Wandji, Sewald,
N., 2010. Antimicrobial and antioxidant effects of phenolic constituents from Klainedoxa
gabonensis. Pharm. Biol., 48, 1124-1129.

Younes, R. N., Varella, A. D., Suffredini, I. B., 2007. Discovery of new antitumoral and antibacterial
drugs from Brazilian plant extract using high throughput screening. Clinics, 62, 763-768.

Zheng, X., Xu, H., Ma, X., Zhan, R., Chen, W., 2014. Triterpenoid saponin biosynthetic pathway profiling
and candidate gene mining of the llex asprella root using RNA-seq. Int. J. Mol. Sci. 54, 5970-

5987.



