e BQOQ

'SICITE

UTFPR - CAMPUS TOLEDO

X Seminario de Extens&o e Inovagao
XXV Seminario de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

23 a 27 de Novembro | Toledo - PR

Marcos Felipe Maciel Pereira
marcosfmpereira@gmail.com
Universidade Tecnolégica Federal
do Parand, Santa Helena, Parana,
Brasil.

Jociani Ascari (orientadora)
jascari@utfpr.edu.br

Universidade Tecnolégica Federal
do Parand, Santa Helena, Parana,
Brasil.

Erika Izumi (colaborador)
erikaizumi@utfpr.edu.br
Universidade Tecnolégica Federal
do Parand, Santa Helena, Parana,
Brasil.

Fernanda Zantedeschi Rodrigues
(colaborador)
fernandarodrigues.1998@alunos. utf
pr.edu.br.

Universidade Tecnoldgica Federal
do Parand, Santa Helena, Parana,
Brasil.

Antonio Augusto Ignacio
(colaborador)
ignacio@alunos.utfpr.edu.br
Universidade Tecnoldgica Federal
do Parand, Santa Helena, Parana,
Brasil.

Recebido: 19 ago. 2020.
Aprovado: 01 out. 2020.

Direito autoral: Este trabalho esta
licenciado sob os termos da Licenca
Creative Commons-Atribuicéo 4.0
Internacional.

https://eventos.utfpr.edu.br//sicite/sicite2020

Isolamento e bioatividades de composto terpénico da
espécie Eugenia uniflora L.

Isolation and bioactivities of a terpenic compound of the
species Eugenia uniflora L.

RESUMO

A espécie Eugenia uniflora L., nativa do Brasil e pertence a familia Myrtaceae, popularmente
conhecida como pitangueira, ocorre nas regioes Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. O
cha das suas folhas utilizado na medicina popular serve para diminuir febre, pressdo
sanguinea e combater infec¢Bes. Para tratamento de doengas o 6leo essencial de E. uniflora
compde com diversos compostos quimicos importantes que exerce atividade farmacoldgica
como antimicrobiano, antifungico e antitumoral. O objetivo do trabalho foi o isolamento,
purificagdo e elucidagdo estrutural do composto terpénico selinal,3,7(11)-trien-8-ona e a
avaliagdo da atividade antimicrobiana. Utilizou-se a técnica de microdiluigdo em caldo para
determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM). Observou-se que o composto
apresentou atividade antimicrobiana frente as cepas de Streptococcus mutans e Candida
albicans CIM de 1000ug/mL, Staphylococcus aureus CIM de 500ug/mL e concentragdo
bactericida minima de 1000ug/mL. Dessa forma, este trabalho torna-se promissor para
desenvolvimento tecnoldgico de novos produtos e para dar prosseguimento a pesquisa no
intuito de buscar aplicagdes para tratamentos medicinais, tais como creme dental, micose
de unha, pomada vaginal para candidiase e entre outros.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano, tecnoldgico, selinal,3,7(11)-trien-8-ona.
ABSTRACT

The species Eugenia uniflora L., native to Brazil and belongs to the Myrtaceae family,
popularly known as pitangueira, occurs in the Northeast, Midwest, Southeast and South
regions. The tea from its leaves used in folk medicine serves to reduce fever, blood pressure
and fight infections. For the treatment of diseases, E. uniflora essential oil is composed of
several important chemical compounds that exert pharmacological activity such as
antimicrobial, antifungal and antitumor. The objective of the work was the isolation,
purification and structural elucidation of the terpene compound selinal,3,7 (11) -trien-8-
one and the evaluation of antimicrobial activity. The broth microdilution technique was
used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC). It was observed that the
compound showed antimicrobial activity against strains of Streptococcus mutans and
Candida albicans CIM of 1000ug / mL, Staphylococcus aureus CIM of 500ug / mL and
minimum bactericidal concentration of 1000ug / mL. Thus, this work is promising for the
technological development of new products and to continue research in order to seek
applications for medicinal treatments, such as toothpaste, nail fungus, vaginal ointment for
candidiasis and others.
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INTRODUCAO

A familia Myrtaceae, é uma das mais importantes e maiores familias botanicas
das Angiospermas no Brasil, sdo entre 140 géneros com 4000 espécies. Estdo
localizadas nas regides subtropicais e tropicais da América. No Brasil encontra-se
do Norte ao Sul. O uso comum popular das espécies desta familia é para
tratamentos de diversas doengas como diarreia, pressdo baixa, hemorragias, dores
e entre outros (CRUZ; KAPLAN, 2004; MORAIS et al., 2014).

A espécie Eugenia uniflora L., pertence a familia Myrtaceae e é popularmente
conhecida como pitangueira e cerejeira brasileira. A espécie é nativa do Brasil,
porém ndo endémica, ocorre nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. A
origem indigena do nome comum, descende do tupi pi’tdg, que significa vermelho,
pela cor que o fruto apresenta. O cha das folhas é utilizado na medicina popular
para diminuir a febre, pressdo sanguinea e combater infec¢des. A E. uniflora, tem
como caracteristica ser uma pequena arvore ou arbusto que mede 2 a 4 m de
altura, o tronco frequentemente tortuoso, com muitos galhos, folhas pequenas e
verdes escuras, aroma forte caracteristico, flores brancas e suavemente
perfumadas, fruto € uma baga com casca muito fina, poupa macia, suculenta, doce
e aromatica (CONSOLINI et al., 1999; DONADIO et al., 2002; SILVA, 2006).

A composi¢dao quimica do d6leo essencial da E. uniflora, mostra quantidades
expressivas de sesquiterpenos e outros constituintes quimicos, além disso sdo
ricos em calcio, fosforo e vitamina C. Destaca-se a predominancia de
sesquiterpenos, como selinal,3,7(11)-trien-8-ona, éxido de selina-1,3,7(11)-trien-
8-ona, furanodieno, germacrona, curzereno, P-cariofileno. Os constituintes
guimicos presentes no dleo essencial extraidos das folhas, possuem diversas
atividades farmacolégicas tal como, antimicrobiana, antioxidante (OGUNWANDE
et al., 2005), antifungica (VICTORIA et al., 2012) e antitumoral (BORGES, 2013).

Os compostos selina-1,3,7(11)- trien-8-ona, 6xido de selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona e germacreno B, foram testados “in vitro”, como atividade antioxidante contra
os radicais livres e hepatoprotetor na peroxidacado lipidica basal no figado e nos
rins de camundongos, por intoxicacdo de acetaminofeno. Uma dose Unica (10 e 50
mg/kg) do dleo essencial desintoxica o efeito toxico de acetaminofeno, este
beneficio esta relacionado com as propriedades antioxidantes e hepatoprotetor
dos principais compostos quimicos (VICTORIA et al., 2013).

Para atividade farmacoldgica, uma patente foi desenvolvida para tratamento
da dor. O invento é um fitoterdpico composto por sesquiterpénicos presentes no
Oleo essencial de E. uniflora, sdo selina-1,3,7(11)-trein-8-ona, éxido de selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona, curzereno, b-cariofileno, germacrona A, B e D (ALVES et al.,
2015).
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MATERIAL E METODOS

Foi realizada a cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando
cromatoplacas de silica gel Kiesegel 60 HF254 (Merck) com espessura de 0,25 mm
e indicador fluorescente e fase mdével de éter de petréleo. As cromatoplacas foram
observadas na lampada UV 254nm e reveladas com anisaldeido/H,SO4 revelador
para compostos sesquiterpénicos.

Para o isolamento dos compostos utilizou-se coluna de vidro de 2 cm de
didmetro recheada com silica gel 230-400 mesh da Merck com fluxo de = 5mL/min
(Figura 1).

Figura 1 — Cromatografia em coluna para o isolamento dos compostos do dleo essencial
da espécie E. uniflora.

Fonte: Autoria proépria (2020).

O dleo essencial das folhas de E. uniflora, foi adquirido em comércio (Leggé),
contendo 2,0 gramas. Este dleo foi submetido ao fracionamento por cromatografia
em coluna de silica, assim foram recolhidas em média 5mL de cada fracdo, utilizou-
se solventes de polaridades crescentes hexano e hexano/acetato de etila 2%.
Foramreunidas as fragGes através da técnica de CCD mediante andlise comparativa
das manchas reveladas com anisaldeido/H,S0s.

Utilizando-se da técnica espectroscépica Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) foi elucidado a estrutura do composto selina-1,3,7(11)-trien-8-ona. Os
espectros de RMN de *H e RMN de 3C foram obtidos em espetrémetros 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 os seguintes
microrganismos: bactérias Gram positivas - Streptococcus mutans ATCC 25175,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecium ATCC 6569 e bactérias
Gram negativas - Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 assim como o fungo leveduriforme —
Candida albicans ATCC 26790.

Seguindo instrucdes do NCCLS (2002, 2003) com modificacGes, a avaliacdo
antimicrobiana do composto isolado foi realizada através do teste de microdiluicao
em caldo. Utilizou-se meios de cultivos Mueller Hinton para bactérias e Sabouraud
para levedura. O terpeno selina-1,3,7(11)-trien-8-ona foi testado na concentragdo
maxima de 1000 pg/mL seguindo diluicdo seriada 1:2 até 15,625 pg/mL. Apds a
incubacdo, determinou-se a concentragdo inibitoria minima (CIM) e a
concentragdo bactericida minima (CBM) por observacgdo de crescimento no pogo e
por leitura das microplacas em 630 nm. Onde ndo houve o crescimento do
microrganismo tiveram aliquotas semeadas em meio sélido para determinagao de
concentragdao microbicida e microbiostatica.

Figura 2 — Microplacas preparadas para o teste de microdiluigdo em caldo.

Fonte: Autoria prépria (2020).

O composto selina-1,3,7(11)-trien-8-ona foi preparado para o teste
antimicrobiano na concentragdo de 2000 pg/mL, em meio de cultivo, contendo
2,5% de DMSO como solvente. Concentracdo do composto no teste fosse 1000
pug/mL contendo 1,25% de DMSO, evitando assim seu efeito toxico em
concentragdes superiores.

RESULTADO E DISCUSSOES

O constituinte quimico selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (Figura 3) foi isolado e
purificado a partir do fracionamento do éleo essencial de E. uniflora em silica gel e
fase movel CgHia: ACOEL 2%. O 6leo apresentou-se de coloragdo incolor e a analise
por CCD utilizando-se fase modvel CgHis/ AcOEt 2% e revelado com
anisaldeido/H,S0, sob aquecimento apresentou uma Unica mancha de coloragdo
marrom clara, inferindo estar puro.

Figura 3 — Estrutura da Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona.
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Fonte: Autoria prépria utilizando ChewDraw.

A identificagdo foi feita utilizando a técnica de RMN mono e bidimensional e
por comparacdo com a literatura (KANAZAWA et al., 2000). Os sinais de *H e 13C
RMN da Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (Tabela 1) foram atribuidos com base na
analise completa dos espectros de COSI, HSQC e HMBC. O espectro de RMN de *H
mostrou sinais em 8H 2,47 (d, J=14,5 Hz) e 6H 2,30 (d, J 14,5 Hz) referentes aos
hidrogénios diastereotdpicos H-9 e H-9 '. Em 8H 5,76 (dd, J=9,4, 5,3 Hz), um sinal
de duplo dubleto correspondendo ao hidrogénio metinico H-2.

O espectro *C mostrou um sinal a 6C 203,9 para carbono carbonilico e
quatro carbonos metilicos a 6C 21,7 (C-12 ou C-13), 6C 22,6 (C-12 ou C-13), 6C 26,7
(C-14) e 6C 22,2 (C-15). Bem como quatro carbonos metinicos a 6C 131,7 (C-1), 6C
123 (C-2), 6C 118 (C-3) e 6C 46,1 (C-5). Com o COSY, foi possivel correlacionar os
acoplamentos entre os sinais em &H 5,33 (d, J=9,4 Hz, H-3) com &H 5,76 (d, =9,4,
5,3 Hz, H-2) e 6H 2,66 (dd, J=10,6, 4,8 Hz, H-6) com &H 2,24 (m, H-6 ') e 6H 2,00
(dd, J=10,6, 4,8 Hz, H-5). A andlise do espectro HMBC mostrou correlagao de C-7
(6C 132,6) com H-6 (8H 2,66), H-6" (8H 2,24), H-12 ou H-13 (6H 1,79) e H-12 ou H-
13 (6H 1,94). A posicdo do grupo carbonila C-8 (6C 203.9) correlacionou-se com os
hidrogénios diastereotdpicos H-6 (6H 2,66), H-6" (6H 2,24) e H-9 (&6H 2,47), H-9°
(6H 2,30).

Tabela 1 — Comparac3o dos dados de RMN de *H (5, 400 MHz, CDs0D) e *3C (§, 100 MHz,

CD-0D)

H/C 6 1H / ppm (mult., ) / Hz) 6 13C/ ppm
1 5.63 (d, 1H, J=5.2 Hz) 131.7
2 5.76 (dd, 1H, J=9.4, 5.3 Hz) 123.0
3 5.33 (d, 1H, J=9.4 Hz) 118.0
4 138.3
5 2.00 (dd, 1H, J=10.6, 4.8 Hz) 46.1
6 2.66 (dd, 1H, J=10.6, 4.8 Hz) 29.8
6 2.24 (1H, m) 29.8
7 132.6
8 203.9
9 2.47 (d, 1H, J=14.5 Hz) 53.4
9’ 2.30 (d, 1H, J=14.5 Hz) 53.4
10 38.5
11 139.6
12 1.79 (s, 3H) 21.7
13 1.94 (d, 3H, J=1.6 Hz) 22.6
14 1.04 (s, 3H) 26.7
15 1.85 (s, 3H) 22.2

Fonte: Autoria propria (2020).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO COMPOSTO SELINA-1,3,7(11)-TRIEN-8-ONA

O composto terpeno selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, foi aplicado no teste de
microdiluicdo em caldo, expressando-se a CIM, CBM e concentracdo fungicida
minima (CFM), dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Avaliacdo microbicida e microbiostatica da selina-1,3,7(11)-trien-8-ona frente a
cepas bactérias e o fungico.

Microrganismos CIM(pg/mL) CBM(pg/mL) Controle Positivo(ug/mL)
Gram positivas
S. mutuans 1000 >1000 Clorexidina 0,00781
S. aureus 500 1000 Cloranfenicol 7,8125
E. faecium >1000 >1000 <15,625
Gram negativas
E. coli >1000 >1000 Cloranfenicol 3,90625
K. pneumoniae >1000 >1000 <15,625
P. aeruginosa >1000 >1000 <15,625
Levedura CIM(pg/mL) CFM(pg/mL)
C. albicans 1000 >1000 Fluconazol 15,625

Fonte: Autoria prépria (2020).

O resultado obtido para atividade antimicrobiana retratou que as bactérias
gram-positivas tanto o S. mutans quanto o S. aureus apresentaram
susceptibilidade para o composto isolado, sendo que os organismos gram-
negativos E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa sdo menos susceptiveis a agdo de
antibacterianos por apresentarem uma membrana externa envolvendo a parede
celular que restringe a difusdao de compostos hidrofdbicos através da cobertura
lipopolissacaridica (RATLEDGE; WILKINSON, 1988; VAARA, 1992).

A bactéria gram-positiva S. mutuans é encontrada na cavidade oral humana,
gue se adere na superficie dos dentes se alimentando de carboidratos e
produzindo acido que provoca cavidades dentais. Além disso, é o maior agente
causador de carie dental (degeneracdo de dente), contudo pode ocorrer
endocardite infecciosa, é quando a bactéria chega nas valvulas cardiacas
provocando uma infec¢do (LEMOS et al., 2019). Em compara¢do com o composto
terpeno selina-1,3,7(11)-trien-8-ona, com os compostos terpenos timol e terpineol
demonstrando resultados antibacteriano. O invento de Maya e Ritesh de 2011,
patente BR 11 2013 013085-7 B1, destacou-se a composi¢cdo de terpenos com
cuidados orais, enxaguante bucal, creme dental, dentifrico e método para
desinfetar a cavidade oral, por meio de constituintes quimicos timol e terpineol
em combinacdo com sal de zinco forneceu eficdcia no exterminio de S. mutans
(SAJI; SINHA, 2011).

O microrganismo S. aureus é um grande causador de infec¢cdes de pele,
endovasculares e pneumonia, além disso, é caracterizado por ter adquirido
mecanismos de resisténcia contra antibidticos principalmente a meticilina. Em
analogia sobre os terpenos, a substancia quimica selina-1,3,7(11)-trien-8-ona em
relacdo a substancia farnesol. Foi feita atividade antibacteriana do terpeno
farnesol contra cepa S. aureus, nesse estudo o farnesol mostrou-se ativo no atraso
da proliferacdo da bactéria e, expressando contra S. aureus com a CIM de 16 pg/mL
(EGEA et al., 2014; HADA et al., 2003; SCCMEC, 2009).

A bactéria E. faecium é responsavel por uma proporcdo significativa de
infeccGes hospitalares, como infeccdo do trato urinario, infeccdo em feridas,
bacterimia e endocardite (VU; CARVALHO, 2011).

Para viruléncia mais comumente de E. coli ocorre por infeccdo extra-intestinal,
infeccdo do trato urindrio e responsavel por meningite (KAPER et al., 2004).
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A K. pneumoniae esta presente principalmente no ambiente hospitalar,
pacientes com longos periodos de hospitalizacdo estdo propensos a desenvolver a
infeccdo pela bactéria, assim sendo envolvidas tipos de infec¢des extra intestinais,
do trato urinario, da corrente sanguinea e de feridas cirdrgicas (KUAI et al., 2013).

A P. aeruginosa é um patdégeno comum associado a infeccdes do trato
respiratorio em diversos contextos clinicos, é corriqueiro causa de infeccao
hospitalar em pacientes hospitalizados, as doencas mais frequentes sao
pneumonia aguda e sepse (SADIKOT et al., 2005).

Aincidéncia de doencas causadas por C. albicans sendo as principais dois tipos
em infeccdes humanas: infeccdes superficiais, como candidiase oral ou vaginal, e
infeccBes sistémicas (GASCER et al., 2019). Correlacionando a selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona com o terpeno eugenol, tendo em vista que os dois constituintes
quimicos manifestam atividade antimicrobiana. A patente de invencdo diz a
respeito de uma pomada para uso odontolégico para tratamento de diversas
infecgBes na cavidade oral, formado por trés principios ativos, eugenol, extrato de
Salvia officinalis e triclosan, inibindo significativamente o crescimento da levedura
C. albicans, foram aplicados aliquotas de cinco massas diferentes da pomada
2,4,6,8 e 10 mg, portanto resultando os halos 13,1, 13,3, 14,8, 15 e 15,7 (MOTA,
2014).

CONCLUSAO

O presente estudo, pela primeira vez na literatura, apresentou eficacia
potencial antibacteriano e antifungico do composto isolado terpeno selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona da espécie E. uniflora frente aos microrganismos
patogénicos. Obteve resultados contra as cepas S. mutuans e C. albicans CIM de
1000pug/mL, S. aureus CIM de 500ug/mL e CBM de 1000ug/mL. Assim sendo,
pertinente o prosseguimento na pesquisa e na realizacdo desenvolvimento de
novos produtos tecnoldgicos para aplicacdes de forma farmacéutica para
tratamentos de complicag¢des clinicas.
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