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Isolamento e bioatividades do composto

verboccidentafurano de Baccharis punctulata DC.

Isolation and bioactivities of the compound
verboccidentafuran from Baccharis punctulata DC.

RESUMO

Objetivou-se o isolamento e elucidagdo estrutural do composto veboccidentafurano
presente no dleo essencial das folhas da espécie Baccharis punctulata e a avaliagdo da
atividade antimicrobiana, visando o desenvolvimento de novos produtos e ou processos,
assim como aplicagdes tecnoldgicas. O isolamento foi realizado por cromatografia em
coluna de vidro utilizando-se silica gel e hexano como fase mdvel. A elucidagdo estrutural
foi feita utilizando-se da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Para a avaliagdo
da atividade antimicrobiana do composto isolado utilizou-se bactérias Gram positivas, -
Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecium ATCC 6569; bactérias Gram negativas - Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e fungo leveduriforme -
Candida albicans ATCC 26790. Avaliou-se o teste antimicrobiano pelo teste de microdiluicdo
em caldo, onde o composto foi testado na concentragdo maxima de 1000 pg/mL, seguindo
diluigdo seriada 1:2 até 15,625 pug/mL e posteriormente foi determinada a concentracido
inibitéria minima (CIM). A composto se mostrou ativo contra o fungo leveduriforme Candida
albicans.

PALAVRAS-CHAVE: veboccidentafurano, Baccharis punctulata, concentragdo inibitdria

ABSTRACT

The objective was the isolation and structural elucidation of the veboccidentafuran
compound present in the essential oil of the leaves of the species Baccharis punctulata and
the evaluation of the antimicrobial activity, aiming at the development of new products and
or processes, as well as technological applications. The isolation was carried out by
chromatography on a glass column using silica gel and hexane as the mobile phase.
Structural elucidation was performed using the Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
technique. Gram positive bacteria were used to evaluate the antimicrobial activity of the
isolated compound, - Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecium ATCC 6569; Gram negative bacteria - Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 and yeast
fungus - Candida albicans ATCC 26790. The antimicrobial test was evaluated by the broth
microdilution test, where the compound was tested at the maximum concentration of 1000
ug / mL, following a 1: 2 serial dilution up to 15.625 pg / mL and subsequently the minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined. The compound was shown to be active
against the yeast fungus Candida albicans.

KEYWORDS: veboccidentafuran, Baccharis punctulata, inhibitory concentration.
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INTRODUGAO

Muitas espécies vém sendo estudadas quantos aos aspectos fitoquimicos e
bioldgicos, devido a grande utilizacdo da medicina popular para o controle ou
tratamento de varias doengas. Dentre as espécies estudas o género Baccharis vem
sendo muito citado em trabalhos, pois as plantas apresentam uma pluralidade de
metabolitos secunddrios com carater antimicrobiano e antioxidante. Os
compostos presentes nos éleos que mais se destacam sao, os flavonoides e os
terpenoides, como monoterpenos e sesquiterpenos (BARROSO e BUENO, 2001;
DAVIS, 2004; MOREIRA, 2003).

Oleos essenciais s30 compostos aromaticos, volateis que podem ser extraidos
de raizes, caules, folhas, flores ou de todas as partes de plantas, sendo feitas
extracdes por destilacdo de arraste a vapor. Os 6leos possuem grande importancia
industrial e sdo utilizados nas industrias de perfumaria, cosmética, alimenticia e
farmacéutica, possuindo componentes de acao terapéutica de plantas medicinais.
Algumas substancias presentes nos dleos essenciais possuem alto valor comercial,
essas substancias podem ser isoladas do d6leo ou mesmo sintetizadas em
laboratério (TRANCOSO et al., 2009).

Gonzales (2019) em seu estudo verificou que os 6leos esséncias de Baccharis
punctulata, coletadas em Buenos Aires na Argentina, que apresentou como um
dos compostos majoritarios para o espécime feminino e masculino o composto
verbocidentafurano.

Estudo realizado por Ascari et al. (2019), no intuito de avaliar as propriedades
anti-inflamatérias e antioxidantes, do dleo essencial da B. punctulata. A analise
quimica apresentou alta proporgdo de sesquiterpenos nas amostras volateis
obtidas da B. punctulata parte masculina, como 6-elemeno (14,29%), germacreno
D (11,29%) e biciclogermacreno (10,90%) e na amostra da B. punctulata parte
feminina, biciclogermacreno (42,44%), germacreno D (21,18%) e B-cariofileno
(14,06%).

B. punculata DC, possui poucos relatos de estudos sobre a composicdo
quimica. Em estudo feito por Schossler (2009), que analisou o 6leo essencial das
folhas de B. punctulata coletadas em Guaiba-RS. Os compostos majoritarios
presentes no éleo essencial foram o biciclogermacreno (9,73%), cis-cadin-4-en-7-
ol (6,77%), Z-ocimeno (6,33%) e limoneno (6%). Minteguiaga et al. (2018) analisou
os compostos volateis obtidos de partes aéreas de B. punctulata coletadas em
Paysandu, Uruguai, observou-se como compostos majoritarios o germacreno D-4-
ol (7%), B-felandreno (5,20%) e acetato de bornila (5,20%). Budel et al. (2018)
analisou o 6leo essencial das folhas de B. punctulata coletadas em Campos Gerais,
Ponta Grossa-PR, os compostos majoritarios presentes foram espatulenol (9.96%),
germacreno D (3,63%) e B-cariofileno (3,35%).

Estudo realizado no intuito de verificar a atividade antifungica do dleo
essencial de B. trimera, apresentou um fraco poder inibidor contra Candida
albicans (CIM=2mg/mL). O dleo essencial de B. trimera foi investigado quanto a
atividade antifungica contra sete linhagens de fungos que causam onicomicose. Os
resultados revelaram que Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533); T.
mentagrophytes (ATCC 11480), T. rubrum (CCT 5507 URM 1666), Microsporum
canis (ATCC 32903) e M. gypseum (ATCC 14683) ndo apresentaram crescimento
fungico visivel quando expostos ao 6leo de B. trimera (1000ug/mL B-pineno). No
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entanto, T. mentagrophytes (ATCC 11481) e Epidermophyton floccosum (CCF-I0C
3757) apresentaram algum crescimento. Existe a possibilidade de sinergismo entre
diferentes moléculas do dleo essencial, que podem ser responsaveis pela atividade
farmacoldgica (CANESCHI et al., 2015).

O objetivo do presente trabalho foi isolar, purificar e elucidar o composto
verboccidentafurano presente no dleo essencial do espécime B. punctulata, e
avaliar a sua atividade antimicrobiana através de métodos de microdiluicdo em
caldo.

MATERIAIS E METODOS

O ¢dleo essencial da espécie B. punctulata foi obtido em trabalho anterior por
nosso grupo e ja divulgado em artigo cientifico (ASCARI et al., 2019).

O dleo essencial (1,1 g) foi submetido ao fracionamento por cromatografia em
coluna de vidro utilizando-se silica gel (0.040-0.063 mesh). Foram recolhidas
aproximadamente 7,5 mL de cada fracado, utilizando-se um gradiente de polaridade
de solvente hexano e cloroférmio.

As fracGes contendo o composto foram reunidas através da técnica de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A fase moével utilizada foi hexano e
reveladas inicialmente através da observacdo na cdmara com lampada UV no
comprimento de onda 254nm e apds com o revelador quimico anisaldeido/H,SO4
especifico para a classe de compostos terpénicos.

A elucidagdo estrutural com composto verboccidentafurano foi realizada
utilizando-se da técnica de Ressonadncia Magnética Nuclear (RMN). Os espectros
de RMN de *H e RMN de 3C foram obtidos em espectrdmetros da Bruker DRX—
400, linha AVANCE do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de
Maringd. Os deslocamentos quimicos foram registrados em unidade 6 e as
constantes de acoplamento escalar J fornecidas em Hz. O tetrametilsilano, TMS,
foi usado com padrdo de referéncia interno. Como solventes, foram utilizados
cloroférmio deuterado.

A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando-se seguintes
microrganismos: bactérias Gram positivas - Streptococcus mutans ATCC 25175,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecium ATCC 6569; bactérias
Gram negativas - Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442; fungo leveduriforme - Candida albicans
ATCC 26790.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana contra bactérias e leveduras foi
realizada através do teste de microdiluicdo em caldo, seguindo instrucdes do
NCCLS, com modificacbes. Foram utilizados os meios de cultivo Mueller Hinton
para bactérias, e Sabouraud para leveduras.

O composto foi testado na concentracdo maxima de 1000 pg/mL, seguindo
diluicdo seriada 1:2 até 15,625 pg/mL. Apds a incubacdo, foi determinada a
concentragdo inibitdria minima (CIM) por observacdo direta de crescimento no
pogo.

O composto foi preparado para o teste antimicrobiano na concentracdo de
2000 pg/mL, em meio de cultivo, contendo 2,5% de DMSO como solvente. Foi
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realizada a dilui¢do seriada 1:2 nos pocos, fazendo com que a maior concentragao
da droga no teste fosse 1000 pg/mL contendo 1,25% de DMSO, evitando assim seu
efeito tdxico em concentragGes superiores.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O composto verboccidentafurano (Figura 1) isolado a partir do fracionamento
do éleo essencial das folhas de B. punctulata por cromatografia em coluna de vidro
utilizando-se silica gel e fase moével hexano. O composto puro apresentou massa
de 69,3 mg sendo o composto majoritario presente no 6leo essencial (27,42%).
Apresentou-se como um dleo amarelado e, quando submetido a CCDS, utilizando-
se como fase movel hexano e revelacdo com anisaldeido/H2504 sob aquecimento
apresentou uma Unica mancha de coloragao marrom.

Figura 1 — Estrutura quimica do composto verboccidentafurano
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Fonte: Autoria propria (2019).

A identificac3o foi feita utilizando a técnica de RMN mono (*H e 3C RMN) e
bidimensional (COSY, HSQC e HMBC) tabela 1 e por comparagdo com a literatura
Gonzalvez (2019). Analisando os mapas de contornos, observa-se deslocamentos
relacionados ao anel furano trissubstituido em C-8 (6C 150,0 ppm), C-7 (8C 119,5
ppm) e com o carbono metilico C-13 (3C 8,9 ppm). que apresenta uma interagao,
com o H-12 (3H 7.03 ppm).

O espectro de 1H apresenta um singleto em dH 7.03 atribuido ao H-12 do anel
furdnico. Um dupleto de 3H em & 2.02 (d, J 1.2) relacionado ao grupo metilico no
anel furanico. Observa-se também no espectro de 13C dois carbonos vinilicos
relativo a grupos metilicos em 8C 8.9 e em 8C 23.8, atribuidos aos C-13 e C-15
respectivamente.
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Tabela 1- identificagdo quimica do composto verboccidentafurano

| Posigio  3c/ppm  8u(//Hz)/ppm  HMBC |

1 38.4 1.64 - 1.65 (m) H-5(53), H-14(3), H-9’/H-9”
()

2 25,0 1.87-2.0 (m) H-3 (2), H-1 ()

3 26.6 1.87-2.0 (m) H-5 (J3), H-2 (), H-1 ()

4 133.2 H-3 (J3), H-2 (), H-15(/3)

5 123.3 5.39 (s) H-15 (), H-1 ()

6 33.6 3.25 (s) H-5 (J?), H-1 (J%), H-10 (/)

7 119.5 H-12 (), H-14 (), H-13
()

8 150.0 H-9'/H-9” (), H-12(5?)

o 31.2 2.50 (dd, J 5.3; H-10 (%), H-14 (F)

16.0)

9" 31.2 2.20 (m)

10 28.0 1.87-2.0 (m) H-9’/H-9” (2), H-14(/?)

11 120.3 H-12 (2), H-13 ()

12 137.4 7.03 (s) H-13 (3)

13 8.9 2.02(d,J1.2) H-12 ()

14 19.2 1.05 (d, J6.7) H-9’/H-9” ()

15 23.8 1.64 - 1.65 (m) H-5 ()

Fonte: Autoria propria (2019).

A leitura do CIM apresentou os seguintes resultados para os microrganismos
testados Tabela 2. A droga se mostrou ativa contra o fungo leveduriforme Candida
albicans, sendo a CIM determinada em 1.000 ug/mL. Para as bactérias Gram
positivas e Gram negativas testadas, a droga ndo apresentou inibicdo de
crescimento de 100% até a maior concentracdo avaliada. Este resultado nos
mostra que a droga provavelmente age em algum alvo celular especifico de C.
albicans, que ndo estd presente nas bactérias testadas. Encontrar uma droga
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altamente seletiva é muito interessante do ponto de vista médico, pois reduz a
chance de efeitos colaterais adversos provenientes da toxicidade da medicacgao.

Tabela 2 - Valores de concentragao inibitdria minima obtidos no teste antimicrobiano.
ND: ndo determinada. *Fluconazol. **Cloranfenicol
Microrganismos CIM droga CIM droga

teste padrao
(ng/mL) (ng/mL)
Fungo C. albicans 1.000 *15,6
leveduriforme
Bactérias Gram S. mutans >1.000 ND
positivas
S. aureus >1.000 **7.8
E. faecium >1.000 ND
Bactérias Gram E. coli >1.000 **3.9
negativas
K. pneumoniae >1.000 ND
P. aeruginosa >1.000 ND

Fonte: Autoria propria (2019).

Quassinti et al. (2012) estudaram as atividades antimicrobiana e antifungicas
do 6leo essenciais de Smyrnium olusatrum L. (Apiaceae). A espécie destaca um alto
conteudo de furanosesquiterpendides, como isofuranodieno (19,5-45,8%),
curzereno (2,6-10,5%), furanoeremofil-1-ona (15,2-33,1%) e 1b-
acetoxifuranoeudesm-4 (15) -eno (0,3-31,0%). Os 6leos essenciais de frutas e
raizes foram testados contra um painel de microrganismos, incluindo S. aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Candida albicans ATCC 24433. A atividade
inibitdria, foi muito baixa. Os dleos extraidos ndo foram ativos contra as espécies
Gram-negativas, P. aeruginosa e E. coli. Um nivel muito baixo de inibicdo foi
observado no caso das espécies Gram-positivas, S. aureus e E. faecalis. O mesmo
resultado foi obtido para a levedura C. albicans. Em conclusdo, na concentragao
testada, os dleos essenciais de Smyrnium olusatrum L. ndo mostraram atividade
antimicrobiana relevante.

De acordo com o trabalho realizado por Oliveira (2016), da espécie B.
oreophila Malme, no intuito de avaliar suas atividades antimicrobiana e
antifungica. No dleo essencial foram identificados 57 componentes, nos
majoritarios foram detectados o kusimono (16,37%), o espatulenol (16,12%), o &-
cadinene (5,68%) e o biciclogermacreno (4,09%). A atividade antimicrobiana do
dleo essencial foi realizada para os microrganismos Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, C. albicans ATCC 18804 e C. tropicalis ATCC
13803, os resultados revelaram que o 6leo essencial mostrou atividade contrao S.
aureus com Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de 1250 pg/mL. Tais resultados
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demonstram que o Oleo essencial de B. oreophila apresentou potencial
antimicrobiano frente a S. aureus e interessante atividade antioxidante.

CONCLUSAO

O espécime B. punctulata possui um grande potencial de matéria-prima
relacionado a extracdo de 6leo essencial e a obten¢do de moléculas bioativas. Seu
grande potencial em metabdlitos secundarios e atividades descritas na medicina
popular, deixam um vastissimo campo aberto para a pesquisa de novas moléculas
ativas.

Os resultados revelam a ocorréncia do composto verboccidentafurano no éleo
da B. punctulata, sendo o primeiro estudo a ser realizado no Brasil deste composto,
descrito na literatura. O presente estudo foi o primeiro a realizar testes
antimicrobianos do mesmo, obtendo resultados promissores. Logo ressalta-se a
importancia da continuidade dos estudos com esse composto.

Através desse estudo, houve a possibilidade de se aprimorar os
conhecimentos cientificos e técnicos, aprendizagens essas que contribuiram para
minha formacao pessoal e profissional.
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