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Bioatividade do composto furanodieno da espécie Eugenia uniflora L.

(Myrtaceae).

BIOACTIVITY OF THE FURANODIENE COMPOUND FROM THE SPECIES EUGENIA
UNIFLORA L. (MYRTACEAE).

Marcos Felipe Maciel Pereira*, Jociani Ascari, Erika Izumi*, Antonio Augusto IgnacioS.

RESUMO

A familia Myrtaceae pertence as principais familias frutiferas do mundo, tendo alto potencial de valor
econdmico ¢ valia fitoquimica. A espécie Eugenia uniflora L. nativa do Brasil e pertencente a familia
Myrtaceae, conhecida popularmente como pintagueira, localizada nas regides Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul. A espécie ¢ amplamente relevante pela importancia das propriedades antimicrobianas,
realizadas por componentes bioativos. O objetivo da pesquisa foi o isolamento, purificagdo e elucidagdo
estrutural do composto sesquiterpénico furanodieno e a avaliagdo das bioatividades antimicrobianas para
desenvolvimento de aplicagdes tecnoldgicas. Realizou-se o método da Cromatografia em Camada Delgada
juntamente com Cromatografia em Coluna de Vidro para isolamento e purificacdo, bem como a
Ressonancia Magnética Nuclear para elucidag@o. Utilizou-se a técnica de microdilui¢do em caldo para
determinar concentracdo inibitéria minima (CIM), concentraggo bactericida minima (CBM) e concentragéo
fungicida minima (CFM). Constatou-se a avaliagdo antimicrobiana da molécula quimica furanodieno
contra os microrganismos patogenos de origem clinico e alimentar, resultando CIM acima de 1000 pg/mL.
Portanto, o presente estudo necessita de pesquisas complementares para investigar a eficacia do constituinte
quimico.
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ABSTRACT

The Myrtaceae family belongs to the main fruit families in the world, having high economic value potential
and excellent phytochemical value. The species Eugenia uniflora L. is native to Brazil and belongs to the
Myrtaceae family, popularly known as pintagueira, located in the Northeast, Midwest, Southeast and South
regions. The species is widely relevant due to the importance of its antimicrobial properties, carried out by
bioactive components. The objective of the research was the isolation, purification and structural
elucidation of the sesquiterpenic compound furanodiene and the evaluation of antimicrobial bioactivities
for the development of technological applications. The Thin Layer Chromatography method was carried
out together with Glass Column Chromatography for isolation and purification, as well as Nuclear Magnetic
Resonance for elucidation. The broth microdilution technique was used to determine minimum inhibitory
concentration (CIM), minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum fungicidal concentration
(MFC). The antimicrobial evaluation of the furanodiene chemical molecule against pathogenic
microorganisms of clinical and food origin was contacted, resulting in a MIC above 1000 pg/mL. Therefore,
the present study needs further research to investigate the effectiveness of the chemical constituent.

Keywords: Furanodiene, purification, antimicrobial, technological.
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1 INTRODUCAO

A espécie Eugenia uniflora L. pertence a familia Myrtaceae, considerada uma das principais familias
frutiferas comerciais do mundo, com alto valor potencial econdmico e fitoquimico (DE PAULO FARIAS et
al., 2020). A E. uniflora espécie nativa do Brasil, ocorre nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste, Sul e
em outros locais do mundo, Caribe, Estados Unidos da América e na Africa do Sul. Popularmente conhecida
como pitanga e cerejeira brasileira, por seu fruto caracteristico de cor vermelho intenso, com aroma unico e
polpa suculenta (SANTOS, J. F. S. et al., 2018).

As moléculas orgénicas presentes no 6leo essencial de E. uniflora, destaca-se o composto furanodieno,
apresenta aplicacdes na elaboragdo de medicamentos no aspecto interno e externo, como comprimidos,
capsulas, pilulas, preparagdes liquidas orais, supositorios, aerossois, géis e pomadas para o tratamento de
herpesvirus, virus influenza e virus da hepatite B. Pelo o método de Reed-Muench, obteve resultados relevantes
contra o virus herpes do tipo I e Il e o virus influenza A e B. Portanto, para virus da hepatite B, utilizou-se o
método da hibridizagdo pontual obtendo o grau de replicagdo, observou-se que o furanodieno inibiu a
replicagdo do DNA do HBV (CHUNXIA WU et al., 2010).

O invento CN102091064, emprega a aplicacdo do furanodieno para o tratamento do carcinoma cervical
causado pela infec¢do papilomavirus humano (HPV). Utilizou-se o método de processamento de amostras
isolando o HPV; extracdo do HPV-DNA; aplicagdo de DNA ¢ o calculo de curva padrdo. Os manipulados
farmacéuticos foram por via oral, dérmica, vaginal e retal. Comprovou-se que o furanodieno como ingrediente
ativo inibiu a infec¢do por HPV, atuando principalmente nas proteinas E6 ¢ E7 (CHEN RONG et al., 2011).

O desenvolvimento de novas tecnologias aplicadas a satide ¢ complexo, portanto, esforgos cientificos sdo
necessarios para progresso nessa area. Desse modo, novos produtos farmacoldgicos sdo essenciais para
beneficiar a saude (WAGNER, 2016). O presente estudo tem como objetivo isolar, purificar e elucidar a
estrutura do composto furanodieno localizado no 6leo essencial das folhas espécie E. uniflora. Assim como,
avaliar a atividade antimicrobiana para o desenvolvimento cientifico tecnologico.

2 METODO

O estudo fitoquimico, foi realizado no laboratério de Quimica da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, campus Santa Helena.

O oleo essencial das folhas de E. uniflora, foi adquirido em comércio local (empresa Leggé). A analise
prévia da constituigdo quimica do dleo foi executada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em
cromatoplacas de silica gel 60 HG/254 (Macherey-Nagel). A fase movel foi composta pela proporgdo de
hexano/acetato de etila 2%. Para a revelacdo das cromatoplacas utilizou-se a visualiza¢do na lampada UV 254
nm e revelador quimico anisaldeido/H2S04 especifico para a classe de compostos sesquiterpénicos.

Cerca de 2,0 mL do 6leo essencial foi submetido a cromatografia em coluna aberta de vidro (Figura 1)
para isolamento do composto. A fase estacionaria empregada, foi silica gel 230-400 mesh (Merck) e a fase
movel foi hexano e propor¢ao de hexano/acetato de etila 2% com fluxo de £5mL/min. A reunido das fragdes
foi realizada utilizando as informacdes obtidas pelas CCD’s.

Figura 1 — Cromatografia em coluna de vidro, fase estacionaria de silica em gel, contendo 6leo essencial da
espécie E. uniflora e fase movel solventes de diferentes polaridades.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

A técnica de espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '*C foi realizada para elucidar a
estrutura do composto furanodieno, por espetrometro da Bruker DRX—400, linha AVANCE do Departamento
de Quimica da Universidade Estadual de Maringa. Os deslocamentos quimicos foram registrados em unidade
d e as constantes de acoplamento escalar J fornecidas em Hz. O tetrametilsilano (TMS), foi utilizado com
padrdo de referéncia interno. Como solvente, empregou cloroformio deuterado.

Os bioensaios, foram realizados nos Laboratério Microbiologia da Universidade Tecnologica Federal do
Parand, campus Santa Helena e conduzido em duplicata. O composto furanodieno, foi avaliado quanto a
bioatividade antimicrobiana na concentragdo de 2000 pg/mL, em meio de cultivo, contendo 2,5% de DMSO
como solvente. Calculou-se a diluicdo seriada 1:2 nos pogos, estabelecendo que a maior concentragdo da
substancia 1000 pg/mL contendo 1,25% de DMSO, impedindo efeito toxico em concentragdes elevadas.

A avaliagdo da substancia realizada contra os seguintes microrganismos foram: bactérias Gram positivas-
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecium ATCC 6559; bactérias Gram negativas -
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27587; fungo leveduriforme — Candida
albicans ATCC 10231.

Utilizou-se o método microdilui¢do em caldo, para avaliar a suscetibilidade dos microrganismos, seguindo
instrugdes do National Committe for Clinical Laboratory Standards, com modificagdes. Os meios de cultivos
selecionados, foram Mueller Hinton para bactérias e Sabouraud 2% para levedura. O constituinte furanodieno,
foi avaliado na concentragdo 1000 pg/mL, seguindo diluicdo seriada 1:2. Posteriormente a incubagao,
determinou-se a CIM, CBM e CFM por observagao direta de crescimento nos pogos. Apos, realizou-se a leitura
das microplacas em 630 nm para confirmagdo. Os pogos que ndo ocorreu proliferacdo tiveram aliquotas
semeadas em meio solido para designar a concentragdo microbicida e microbiostatica. Foi utilizada como
controle padrao cloranfenicol e fluconazol.

3 RESULTADOS

O metabolito secundario da classe sesquiterpénica Furanodieno (Figura 2), foi isolado e purificado do 6leo
essencial das folhas de E. uniflora, utilizando-se de técnicas cromatograficas. A partir do fracionamento do
oleo essencial, por cromatografia em coluna aberta de vidro de silica gel e com fase movel hexano 100%, foi
possivel obter 146,1 mg do composto com caracteristica viscosa e incolor. A analise prévia da pureza do
composto, foi feita por CCD com fase movel CsHis: AcOEt 2% e revelacdo com anisaldeido/H,SO4 sob
aquecimento apresentou uma unica mancha de coloragdo marrom escura.
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Figura 2 — Estrutura do furanodieno.

Fonte: Autoria prépria (2021) utilizando ChewDraw.

A elucidagao estrutural do composto furanodieno, foi realizada com base na analise dos espectros de RMN
de 'H e de *C, por comparagdo com dados obtidos na literatura (SANTOS, F. R; BRAZ-FILHO; CASTRO,
2015).

O furanodieno, apresentou no espectro de RMN de 'H sinais de dois simpletos em 3y 1,60 e ou 1,27,
atribuidos a hidrogénios de grupos metila sendo eles H-14 ¢ H-15. Observou-se, também, um dupleto em on
1,92, referente aos hidrogénios da metila H-13 o qual acopla-se com o hidrogénio metinico H-12 6y 7,08, como
descrito na literatura (SANTOS, F. R; BRAZ-FILHO; CASTRO, 2015). O espectro apresentou, ainda, dois
dupletos duplos em du 4,95 e 6u 4,73, atribuidos aos hidrogénicos metinicos H-1 ¢ H-5, respectivamente,
demonstrando a presenga de duplas trissubstituidas. O espectro de RMN "*C, apresentou sinal em &¢ 149,69
(C-8 do anel furanico), quatro sinais relativos a carbonos quaternarios em d¢ 128,84, 118,86, 121,88 ¢ 134,33,
atribuidos aos carbonos C-10, C-7, C-11 e C-4, respectivamente. Além de um sinal relativo a carbono metinico
aromatico em 8¢ 135,95 referente ao C-12. As atribui¢des de sinais de RMN de 'H e '3C foram confirmados
com a comparagdo com a literatura (SANTOS, F. R; BRAZ-FILHO; CASTRO, 2015).

A S. aureus, faz parte da microbiota humana e pode acarretar doencas associadas a inflamagao simples,
como espinhas e furtinculos, até infec¢des mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome
do choque toxico e septicemia (ALMEIDA et al., 2016). A bactéria E. faecium, apresenta susceptibilidade ao
desenvolvimento de resisténcia e ¢ comumente encontrada na microbiota do trato gastrointestinal, mucosa oral
e vaginal e na pele, contudo, sdo responsaveis por varias infec¢des como, de ferida cirrgica, do trato urinario
e endocardite (BOUZA et al., 2015). A E. coli, faz parte da flora intestinal normal humana, no entanto, pode
apresentar quadros clinicos como diarreia, infecgdo do trato urinario e meningite (CHEN; FRANKEL, 2004).
A bactéria P. aeruginosa, demostra uma ampla distribui¢ao, infectando dgua e seres humanos, considerada um
patdgeno oportunista. Podendo causar pneumonia, bacteremias e insuficiéncia respiratoria (OCHOA et al.,
2013). A C. albicans é uma leveduriforme, coloniza de forma assintomatica o trato gastrointestinal em
microbiota saudavel, entretanto em pacientes imunocomprometidos podem sofrer com infe¢des na mucosa,
vaginal € hematogénica (PAPPAS et al., 2004).

O composto xantotoxina, apresenta similaridade molecular com o furanodieno, por constituirem anel
furano e grupo funcional éter, no entanto, um dos anéis benzénicos possui grupo funcional éster. A xantotoxina,
demonstrou atividade contra bactérias Gram-positivas, obtendo CIM para S. aureus de 1000 pg/mL e CBM de
2000 pg/mL, também para Bacillus cereus CIM de 500 pg/mL e CBM 1000 pg/mL (SOUZA, 2005).

O constituido furanodieno, ndo obteve CIM em 1000pg/mL diante os microrganismos, logo, ndo atingindo
o efeito inibitorio microbicida e bacteriostatico. Consequentemente, sendo possivel alcangar a CIM acima da
concentracdo testada.

4 CONCLUSAO
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A presente analise, pouca evidenciada na literatura, apresenta técnicas cromatograficas de isolamento,
purificacdo e elucidagdo estrutural, denominada por CCD, cromatografia em coluna de vidro e RMN para
viabilizar o fitoquimico puro furanodieno, pertencente ao grupo quimico sesquiterpeno, extraido do 6leo
essencial da espécie E. uniflora. O ensaio bioldgico, permitiu constatar a avaliacdo antimicrobiana do
constituido furanodieno contra os microrganismos patogenos de origem clinica e alimentar, resultando CIM
acima de 1000 pg/mL, sendo assim, ndo alcangado o CIM testada.

O desenvolvimento de aplicagdes e produtos tecnologicos para ampliacdo de novos compostos quimicos
de modo alternativo diferente dos convencionais, apresenta tratamento clinico para pacientes com restrigdes a
medicamentos tradicionais. Pesquisas complementares devem ser realizadas para analisar a acdo de
mecanismo do furanodieno em oposi¢ao aos microrganismos.
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