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RESUMO

A Sphagneticola trilobata (L.) Pruski € uma planta que pertence a familia Asteraceae,
conhecida popularmente como vedélia. Estudos fitoquimicos realizados com esta
planta demonstram que h& grande concentracdo de compostos terpénicos, sendo
qgue o diterpeno acido grandiflorénico (AG) encontra-se como composto majoritario
na planta como um todo, principalmente nas folhas. O objetivo deste trabalho foi
isolar e biotransformar o AG a partir das folhas da Sphagneticola trilobata, além de
verificar o potencial antimicrobiano do AG e dos respectivos compostos
biotransformados frente as varias cepas bacterianas e suas atividades hemoliticas
em glébulos vermelhos humanos (GVH). Para isso foi feito o isolamento do AG a
partir do extrato hexanico das folhas de S. trilobata, utilizando cromatografia liquida a
vacuo (CLV). Com o AG purificado e identificado, este foi biotransformado com o
fungo filamentoso Cunninghamella echinulata. O extrato biotransformado (EB) foi
submetido as diversas modalidades cromatograficas, isolando-se trés compostos
(C1 e C2), sendo identificados através de analises espectrométricas de RMN
unidimensional (*H e *C) e bidimensional (HMBC, HMQC, Cosy *H-'H). A partir dos
ensaios de difusdo em agar e da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), foi observado
que o extrato hexanico (EH), uma das fracdes cromatograficas do EH (F3) e o AG
apresentaram atividade antimicrobiana frente a S. pyogenes (ATCC 19615) com CIM
de 12,5, 12,5 e 3,125 pg mL?, respectivamente. Os compostos biotransformados se
apresentaram inativos contra bactérias Gram positivas e Gram negativas. O AG
apresentou lipossolubilidade (Log P) de 4,48, enquanto 0s compostos
biotransformados apresentaram Log P de aproximadamente 3,8. Portanto a
biotransformacao reduziu a Log P e consequentemente dificultou a passagem dos
compostos biotransformados pelas membranas plasmaticas dos microrganismos.

Palavras-chave: Asteraceae. Diterpeno. Antimicrobiano. Fungo filamentoso.



MARIM, Renan Guilherme. Fungal biotransformation and evaluation of the
antimicrobial activity of grandiflorenic acid and your derivatives. 2019. 77 p.
Dissertation (Master's degree in Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina,
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ABSTRACT

Sphagneticola trilobata (L.) Pruski is a plant belonging to the family Asteraceae,
popularly known as vedelia. This study demonstrated that there is a high concentration
of terpene compounds, and diterpene grandiflorenic acid (GA) is found in the majority
of the plant as a whole, mainly in the leaves. The objective of this work was to isolate
and biotransform the GA after the treatment of the bacteria, in addition to detecting the
antimicrobial potential of GA and the biotransformed fatty acids in front of the various
bacteria and their hemolytic activities in human red blood cells (HRBC). The GA was
isolated from the hexagonal extract of the leaves of S. trilobata using liquid
chromatography (HPLC). With GA purified and identified, it was biotransformed with
the filamentous fungus Cunninghamella echinulata. The biotransformed extract (BE)
was subjected to chromatographic filming, isolating the compound (C1 and C2), being
detected in one-dimensional (*H and **C) and two-dimensional NMR (HMBC, HMQC,
Cozy 1H-1H) phylogenetic chains. The minimum inhibitory propagation (MIC) was the
hexane extract (HE), one of the chromatographic fractions of EH (F3) and GA, the
antimicrobial activity against S. pyogenes (ATCC 19615). With MICs of 12.5, 12.5 and
125 pyg mL?, respectively. The biotransformed compounds are inactive against Gram
positive and Gram negative. The GA presented liposolubility (Log P) of 4.48, while the
positive biotransformed Log P compounds of approximately 3.8. Therefore,
biotransformation reduced Log P and consequently hindered the passage of the
biotransformed compounds by the plasma membranes of the microorganisms.

Key words: Asteraceae. Diterpene. Antimicrobial. Filamentous fungus.
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1 INTRODUCAO

1.1 PRODUTOS NATURAIS

Na natureza, ao longo da historia humana, sempre foram utilizadas as
plantas como forma de tratamento e de prevencdo de varias doencas. O papiro de
Ebers (Figura 1), descoberto e publicado por Georg Ebers, € uma das primeiras
descricbes sobre plantas medicinais feitas pelo homem, ¢é datado de
aproximadamente 1550 a.C. Em 1890, H. Joachin o traduziu pela primeira vez. Esse
papiro além de enumerar cerca de 100 doencas, também descreve um grande nimero

de drogas de natureza animal e vegetal (VILELA, 1977).

Figura 1. Papiro de Ebers exposto na Biblioteca da Universidade de Leipzig.
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Fonte: ALEG

R, 201.

Durante a civilizacéo grega, periodo anterior ao nascimento de Cristo
(a.C), diversos filosofos utilizavam os produtos naturais como fonte de remédios. Os
filésofos mais conhecidos foram Hipécrates (460 a.C.), considerado o pai da medicina
moderna, e Teofrasto (372 a.C.), discipulo de Aristoteles que escreveu sobre a
utilizacéo da espécie botanica Papaver somniferum, planta da qual cujo principio ativo
€ a morfina (Figura 2), um metabdlito secundério da classe dos alcaléides (GURIB-
FAKIM, 2014; PINTO et al., 2002). Em 1804 d.C. a morfina foi isolada pelo
farmacéutico aleméo Friedrich Sertlrner como constituinte majoritario de Papaver
somniferum (DUARTE, 2005; PINTO, 2012). Em 1826 a E. Merck comecou a
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comercializar a morfina, o primeiro metabalito secundério isolado a ser comercializado
(CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014; GURIB-FAKIM, 2014). Este foi o inicio de
uma nova era ha medicina, onde os medicamentos comecaram a ser purificados a
partir de plantas e administrado em dosagens precisas, independente da fonte ou a
idade do material (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014; GURIB-FAKIM, 2014).

Figura 2. Estrutura da morfina
HO

Fonte: Adaptado de COUTO (2016).

Em 1897 o laboratério farmacéutico alemao Bayer sintetizou o 4cido
acetilsalicilico (Figura 3b) a partir do &cido salicilico ou salicilina (Figura 3a), isolada
de Salix alba (BARREIRO; BOLZANI, 2009; VIEGAS JR.; DA SILVA BOLZANI;
BARREIRO, 2006). O acido acetilsalicilico, aspirina, foi o primeiro farmaco a ser semi
sintetizado a partir de um produto natural (BARREIRO; BOLZANI, 2009; CRAGG,;
GROTHAUS; NEWMAN, 2014; PINTO et al., 2002).

Figura 3. Estruturas da salicilina (a) e do &cido acetilsalicilico (b).

OH

0
o)
HO o) OH o) OH
HO
- Y
o)
(a) (b)

Fonte: Adaptado de RAINHO (2017).
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Outro marco importante relacionado aos produtos naturais foi a
descoberta por Fleming (1929) da penicilina G, isolada do fungo Penicillium notatum,
sendo o primeiro antibiético a ser utilizado com sucesso (BETTELHEIM et al., 2012).
A PENICILINA G (Figura 4), acido (2S,5R,6R)-3,3-dimetil-7-ox0-6-(2-fenilacetamido)-
4-tio-1-azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilico ou benzilpenicilina, € um antibiético
beta-lactamico com férmula molecular C16H18N204S e massa molar 334,37 g mol, é
um soélido com ponto de fusdo de 214-217 °C (SOARES, 2014). A atividade da
penicilina era superior a das sulfas e a demonstracdo que fungos produzem
substancias capazes de inibir atividades bacterianas motivou uma nova frente de
pesquisas na busca de antibidticos (GUIMARAES; DA SILVA MOMESSO; PUPO,
2010). Entdo, em 1940, Sir Howard Florey e Ernst Chain, de Oxford, retomaram as
pesquisas de Fleming para a producédo da penicilina em escala industrial, inaugurando
uma nova era para a medicina, a era dos antibiéticos. Com esta descoberta iniciou-se
um periodo de extensa investigacdo e estudo dos mais variados microrganismos,
principalmente por empresas farmacéuticas (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN,
2014).

Figura 4. Férmula estrutural da penicilina.

—N

\

OH

Fonte: Adaptado de SOARES (2014).

De acordo com NEWMAN e CRAGG (2016), entre janeiro de 1981 e
dezembro de 2014, 1562 substancias foram aprovadas como farmacos, sendo que
destas 31 % sao Produtos, derivados de Produtos Naturais, inspirados em Produtos
Naturais, ou sédo Produtos Naturais botanicos.

No Brasil, por algumas vezes, as plantas com potencial medicinal tém
sido o unico tipo de tratamento de doencas disponivel a populagédo. No entanto, o uso
indiscriminado dessas plantas aliado a falta de conhecimento pode causar danos a
saude (DIAS et al., 2014).

Mesmo com tantos estudos na area de produtos naturais e de muitos
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compostos ja serem comercializados, a busca por novos compostos com atividade
biologicas se torna cada vez mais visados, pela necessidade de novos tratamentos
eficientes para as doencas cujo tratamento convencional ja ndo é mais eficiente, além
de buscar tratamentos eficazes para as doencas que ainda ndo possuem um
tratamento especifico (MACIEL et al., 2002; VIEGAS JR.; DA SILVA BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

1.2 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae compreende cerca de 25.000 espécies,
representada por aproximadamente 1.900 géneros (HATTORI; NAKAJIMA, 2008).
Essa familia € uma das mais antigas e importantes familias, apesar de alguns géneros
apresentarem compostos toxicos (DE CARVALHO et al., 2001; DIAS et al., 2014).

Um exemplo de planta da familia Asteraceae € a espécie
Sphagneticola trilobata, anteriormente classificada como Wedelia paludosa e Acmella
brasiliensis, € conhecida popularmente como vedélia, margaridéo, pseudo-arnica ou
mal-me-quer-do-brejo (Figura 5) (DA SILVA et al., 2012). Trata-se de uma planta
ornamental, encontrada em varias regides do Brasil, principalmente em regifes
umidas (BATISTA et al., 2009). Na Figura 5 podemos observar que a Sphagneticola
trilobata é uma planta herbacea que apresenta flores com coloracdo amarela, com
caule castanho avermelhado, folhas opostas, curto-pecicoladas e membranaceas
(BACCARIN et al., 2009).

Figura 5. Foto da espécie S. trilobata.

Fonte: KINDEL (2016).

Estudos fitoquimicos realizados com a Sphagneticoloa trilobata
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(Figura 5) demonstram que h& grande concentracdo de compostos terpénicos
esteroidal e favonoidicos (BACCARIN et al., 2009). As concentracdes desses
compostos sao distintas se comparadas com diferentes partes da planta (raiz, caule,
folnas e flores), sendo que o diterpeno acido grandiflorénico encontra-se como
composto majoritario na planta como um todo, principalmente nas folhas (BATISTA et
al., 2009).

1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

De maneira geral, as plantas em seu metabolismo priméario seguem
vias metabdlicas para sintetizar e utilizar compostos organicos essenciais para a sua
sobrevivéncia, como por exemplo, acUcares, aminoacidos, polissacarideos, proteinas,
DNA, RNA, entre outros, chamados de metabdlitos primarios (FUENTEALBA et al.,
2017; ZERBE; CHIANG; BOHLMANN, 2012).

Devido a evolucdo pela selecdo natural, as plantas seguem outras
vias metabdlicas que produzem compostos peculiares, essas vias sdo chamadas de
metabolismo secundério (Figura 6) (BULGAKOV; AVRAMENKO; TSITSIASHVILI,
2017). O metabolismo secundario € o responsavel por sintetizar e utilizar compostos
associados a estados especificos do seu desenvolvimento, como por exemplo em
periodos de stress causados por deficiéncia de nutrientes ou por ataques de
microrganismos (MULABAGAL; TSAY, 2004).

O metabolismo secundario vegetal é de grande importancia para os
seres humanos, incluindo principios ativos de medicamentos e de outros produtos
guimicos igualmente valiosos, como esséncias, corantes, inseticidas e aditivos
alimentares (SCHULZ; BARANSKA, 2007). Os metabolismos primario e secundario
estéo interligados, o que se torna dificil estabelecer uma divisdo exata entre ambos.
O metabolismo priméario € o formador dos materiais de partida para as principais vias
do metabolismo secundario, como o acido chiquimico e o acetato (FUENTEALBA et
al., 2017).

O acido chiquimico, pela via do chiquimato, da origem a muitos
compostos aromaticos, entre eles, aminoacidos aromaticos, acidos cinamicos e certos
polifendis (SILVA et al., 2017). Ja o acetato, pela via de seu proprio nome, da origem
a duas diferentes vias, a via acetato-malonato sintetiza policetideos, enquanto a via
acetato-mevalonato sintetiza os terpenos (SANTOS, 2004; SILVA et al., 2017).
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Variagbes temporais e espaciais, tais como sazonalidade,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, altitude e poluicdo da
atmosfera, podem modificar as interacdes de processos bioquimicos nas plantas, ou
seja, as concentracfes dos metabolitos secundarios sintetizados podem ser alteradas
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

1.3.1 Terpenos

Os terpenos sdo compostos amplamente distribuidos na natureza,
sendo constituinte de uma grande variedade de compostos vegetais (SIMOES et al.,
2010). Eles sao extremamente complexos em termos estruturais e S80 0S mais
diversificados na classe de produtos naturais (DEWICK, 2002).

Os terpenos possuem diversas funcdes nas plantas atuando como
fitoalexinas, repelentes de insetos, agentes de atracdo polinica, agentes de defesa
contra herbivoros, feromoénios, inseticidas ou repelentes, hormonios vegetais,
moléculas de sinalizacdo, aleloquimicos, antimicrobianos e antifungicos (MEDEIROS
et al., 2015; SILVA et al., 2017).

A Figura 7 complementa a Figura 6, mostrando a continuacéo da via
metabdlica do acetil-CoA para a formacéao dos terpenos, que podem ser formados a
partir de duas diferentes rotas biossintéticas: uma dependente do mevalonato (MVA)
e outra que ocorre nos plastidios e que passa pelo intermediario 1-desoxi-D-xilulose-
5-fosfato (DXP). Sendo que nas duas situacdes 0s precursores vao originar duas
unidades isoprénicas (Cs), o pirofosfato de isopentenila (IPP) e o dimetilalila (DMAPP).
Na condensacéo das duas unidades isoprénicas entre si, através do modelo classico
“cabeca-cauda’, inicia a formacao de diferentes esqueletos terpénicos: hemiterpenos
(Cs), monoterpenos (Cio), Sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo) e sesterpenos (Czs).
Para os esqueletos triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cao) a condensacao ocorre pelo
modelo “cabeca-cabeca” (DEWICK, 2002; SIMOES et al., 2010).
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Figura 7. Origem biossintética dos terpenos.
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Fonte: Adaptado de SIMOES et al. (2010).

1.3.1.1 Diterpenos

Os diterpenos sédo metabdlitos secundarios da classe dos terpenos,
que contém 20 atomos de carbonos, correspondente a 4 unidades de isopreno.
Geralmente s&o insoliveis em agua e conferem certa volatilidade. Possuem
caracteristicas fisico-quimicas dependentes da estrutura de sua cadeia organica e dos
grupos funcionais que o formam (ELSON, 1995).
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Os diterpenos podem apresentar cadeia aberta, aciclicos, ou
apresentar cadeias fechadas, policiclicos. Os diterpenos policiclicos podem ser
classificados de acordo com o0 seu esqueleto carbdnico, os principais sao: biciclicos
(labdano e clerodano), triciclicos (pimarano, abietano) e tetraciclicos (graianotoxinas,
giberelinas, estemodanos, cauranos, traquilobanos) (HANSON, 2006). A Figura 8

apresenta estruturas basicas de algumas classes de diterpenos.

Figura 8. Exemplos de esqueletos carbbnicos pertencentes a classe dos diterpenos.
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Fonte: Adaptado de HANSON (2006).

1.3.1.2 Cauranos

Dentre a classe de diterpenos, tem sido observado um interesse
especial com agueles com esqueleto cauranico, como por exemplo, o acido
grandiflorénico, cuja nomenclatura IUPAC é acido ent-caur-9(11),16-dien-19-6ico
(Figura 10), pois este esqueleto apresenta uma variedade de atividades bioldgicas
como: anticonvulsivante (OKOYE et al., 2013), antiparasitaria (TAKAHASHI; VIEIRA;
SILVA, 2002), fitotoxica (DA SILVA et al., 2015), hormonal (TORRENEGRA; GOMEZ;
TELLEZ, 2001), anti-inflamatéria (CHAVAN et al., 2012), antioxidante (KO; CHANG;
LU, 2008), citotoxica (RUIZ et al., 2008), antiviral (WU et al., 1996), antibacteriana
(BOAKYE-YIADOM; FIAGBE; AYIM, 1977; MOREIRA et al., 2016), leishmanicida
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(DOS SANTOS et al, 2013), moluscicida (SILVA et al.,, 2015) e cercaricida
(MAHAJAN; MONTEIRO, 1973), além de funcionar como intermediarios na
biossintese de varios metabdlitos de fungos e plantas (HEDDEN, 1997).

Alguns diterpenos com esqueletos cauranicos também exibem
atividade citotoxica contra diferentes linhagens de células cancerigenas tais como HL-
60, K562 e MKN-2839 (JIANG et al.,, 1999), enquanto outros exercem atividade
tripanocida (BATISTA; CHIARI; DE OLIVEIRA, 1999) e inibem a replicacdo do HIV in
vitro (CHEN et al., 1995).

Sabe-se que os diterpenos cauranicos, como o acido grandiflorénico,
s8o excelentes substratos para os processos de biotransformacdo (OLIVEIRA;
HANSON; TAKAHASHI, 1995). Na Figura 9 podemos observar alguns exemplos da
utilizacao de cauranos em conversdes microbiolégicas de diferentes compostos com
esqueleto cauranico com o fungo Cephalosporium aphidicola (HANSON, 1995;
HANSON; HITCHCOCK; TAKAHASHI, 1995).

Figura 9. Exemplos de conversdes microbiolégicas utilizando diterpenos com
esqueleto cauranico.
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Fonte: Adaptado de HANSON; HITCHCOCK; TAKAHASHI (1995).
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Na Figura 10 esta apresentado a estrutura do acido grandiflorénico
(AG). Nesta figura podemos observar que o AG (C20H2802) contém duas ligacbes
duplas. A existéncia dessas duplas ligactes foram provadas por Piozzi et al. (1972),
com a titulacdo do acido perbenzdico e por hidrogenacao seletiva ao acido di-hidro-
grandiflorendico (C20H3002) e &cido tetrahidro-grandiflorénico (C20Hs202) sob a forma
de um grupo metileno exociclico confirmada também pela formacéo de formaldeido
por ozondlise, e de um sistema C = CH trisubstituido, como indicado por RMN e FTIR.
O espectro de RMN do acido grandiflorénico também revela a ocorréncia de dois
carbonos terciarios (BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA, 2005).

Figura 10. Estrutura molecular do acido grandiflorénico.
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Fonte: Préprio autor.

1.4 FuNGos

Os fungos séo seres heterotréficos aclorofilados, pertencentes ao
reino Fungi. Eles sdo de grande interesse biotecnolégico para o desenvolvimento de
processos e produtos de interesses econdmico ou social (BEATRIZ; LIMA;
MARQUES, 2005; HEGAZY et al., 2015). Sua diversidade genética e metabdlica tem
sido explorada ha milhares de anos, desde civilizacdes antigas, na fabricacdo de
produtos alimenticios por fermentacdo, até os dias atuais visando a obtencédo de
diversos produtos biotecnoldgicos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Bactérias e fungos filamentosos sdo capazes de realizar essas
reacdoes como uma resposta adaptativa ao seu ambiente a nivel fisiologico e
bioquimico, sendo assim 0s principais decompositores de matéria organica da
biosfera. A decomposi¢cdo desta matéria organica incorporada nos organismos
promove liberacédo do diéxido de carbono na atmosfera e permitindo assim que varias
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substancias como compostos nitrogenados retornem ao solo podendo ser reutilizados
(BURITY et al., 2000; HEGAZY et al., 2015).

Alguns fungos podem ser utilizados no controle biolégico de pragas e
doencas de plantas, como por exemplo, existem varios inseticidas biolégicos a base
de fungos em diferentes regides pelo mundo (BOAVENTURA; LOPES; TAKAHASHI,
2004).

Os fungos filamentosos sdo conhecidos por produzir em grande
guantidade uma ampla gama de enzimas e realizarem modificagdes estruturais com
grande eficiéncia. Com isso, fungos filamentosos tém sido extremamente utilizados
para producdo de compostos bioativos por meio de transformacdes microbianas
(KRULL et al., 2013).

Cunninghamella é um género de fungo filamentoso, da familia
Cunninghamellacea, estabelecido por Matruchot no ano de 1903. Suas colGnias
apresentam crescimento rapido, micélio algodonoso e variacdo de cor entre branco
cinza e marrom (ASHA; VIDYAVATHI, 2009).

Fungos do género Cunninghamella, assim como o Cunninghamella
echinulata (Figura 11), destacam-se entre 0s outros géneros, porque podem catalisar
reacbes mimetizando o metabolismo dos mamiferos, tornando-se uma alternativa
promissora para elucidacao da rota metabdlica de compostos exégenos (MUTAFOVA
et al., 2016; PALUDO et al., 2013). Portanto, este género de fungos tem sido utilizado
em varias reacdes de biotransformacdo, funcionando como uma ferramenta
importante para a obtencdo de compostos com atividades farmacoldgicas
melhoradas, além de ser uma alternativa para obtencao e isolamento de compostos

gue sao inviaveis pela sintese quimica (MUTAFOVA et al., 2016).

Figura 11. Imagens do fungo filamentoso Cunninghamella echinulata visto em
microscoépio de luz (A) e em crescimento em agar Sabouraud dextrose (B).
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Fonte: Adaptado de SILVA et al. (2014).
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Otten e Rosazza (1981), obtiveram trés derivados do lapachol, a partir
da biotransformacdo com o fungo Cunninghamella echinulata. Os derivados obtidos

estdo apresentados na Figura 12.

Figura 12. Biotransformacéao do lapachol por C. echinulata.
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Fonte: Adaptado de OTTEN; ROSAZZA (1981).

1.4.1 Biotransformacéo

A biotecnologia é uma ferramenta moderna muito utilizada no
desenvolvimento de técnicas de melhoramento vegetal e pode ser empregada
também como uma alternativa interessante na obtencdo de metabdlitos secundarios
(MUTAFOVA et al., 2016).

Processos biotecnoldgicos séo investigados desde meados do século
XIX, j& que pesquisadores haviam observado a ocorréncia da fermentacdo, mas
apenas em 1863 Louis Pasteur, com trabalhos sobre vinho e cerveja, foi o responsavel

por comprovar a presenca de microrganismos vivos no ar, que ao entrarem em contato
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com a bebida, realizavam sua fermentacéo (LEITE et al., 2006).

A Dbiotransformacdo fungica se trata de uma transformacéo
microbiana, ou reac¢des microbianas, onde um composto organico € modificado
através de uma reacao simples, quimicamente definida e catalisada pelas enzimas
contidas nas células, ou seja, biocatalizados. Essas enzimas séo classificadas de
acordo com a reacdo quimica que catalisam (ARAKAWA, 2007; HANSON, 1995;
MUTAFOVA et al., 2016).

Considera-se que as reacdes de transformacdo microbiana
compreendem 0s passos iniciais em processos de compostos organicos estranhos as
células microbianas que sdo definidos como metabolismo preparativo (MUTAFOVA et
al., 2016).

Portanto pode-se considerar que a biotransformacéo fungica é uma
tecnologia verde, por ser realizada em solugdes aquosas, a temperatura ambiente e
em meio neutro, sem a necessidade de altas pressdes e condicbes severas. Além
disso, as enzimas, biocatalizadores, apresentam a capacidade de minimizar reacdes
indesejaveis como decomposicdo, isomerizacdo, racemizagcdo Ou rearranjos
inoportunos que interferem frequentemente nas metodologias quimicas tradicionais,
eliminando a necessidade de etapas de separacao e purificagdo complicadas (BASSO
et al., 2016; BAYDOUN et al., 2014; MUTAFOVA et al., 2016).

A biotransformacéo fangica de produtos naturais menos polares pode
ser uma estratégia interessante para a obtencdo de derivados mais polares para
ensaios biolégicos (MUTAFOVA et al., 2016). A biotransformacéo de diterpenos de
esqueleto caurano € de especial interesse, uma vez que 0s compostos biologicamente
ativos desta classe frequentemente possuem grupos hidroxila no esqueleto (HEGAZY
et al., 2015; MUTAFOVA et al., 2016; TIAN et al., 2015). Diversos autores relatam a
hidroxilagdo desses tipos de esqueletos diterpénicos por biotransformacéo fungica por
uma variedade de fungos filamentosos (HEGAZY et al., 2015; TIAN et al., 2015).

A reacao de biotransformac¢&o mais comum que ocorre em diterpenos
de esqueleto caurano é a hidroxilagdo em algumas posi¢des que sdo comumente mais
ativas do que outras (TAKAHASHI et al., 2014). O grande desafio da biotransformacéo
neste campo € encontrar microrganismos capazes de realizar transformacdes de
forma consistente e regioseletiva para o desenvolvimento de processos industriais de
forma racional (ROCHA et al., 2017).

Vieira e colaboradores (2002) na biotransformacao do acido ent-15-
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oxocaurl6-en-19-6ico (1) com o fungo Cephalosporium aphidicola, obtiveram
hidroxilagdes do esqueleto, originando os acidos ent-163-hidroxi-15-oxocauran-19-
oico (2), ent-11a-hidroxi-15-oxocauran-19-6ico (2), ent-11a,16B-dihidroxi-15-
oxocauran-19-6ico (3), ent-163,17- dihidroxi-15-oxocauran-19-6ico (4) (Figura 13).

Figura 13. Biotransformacdo do acido ent-15-oxocaur-16-en-19-6ico (1) por C.
aphidicola.

Fonte: Adaptado de VIEIRA et al. (2002).

Segundo Silva e colaboradores (1999), o fungo Rhizopus stolonifer
promoveu a biotransformacéo do acido caurendico (1) em trés produtos principais: 0s
produtos de mono e dihidroxilagéo, acidos ent-7a-hidroxi-caur-16-en-19-06ico (2) e ent-
16B-17-dihidroxi-caur-16-en-19-6ico (3) e o produto de hidroxilacéo e desidrogenacéo
ent-12B-hidroxi-caur-9(11),16-dien-19-6ico (4) (Figura 14).

Figura 14. Biotransformacado do acido caurendico (1) por R. stolonifer.
OH

R. stolonifer

Fonte: Adaptado de SILVA et al. (1999).
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Também foi relatado hidroxilagdo no esqueleto caurano no trabalho
de Ruan e colaboradores (2014), onde o fungo Fusarium graminearum promoveu a
biotransformacdo do acido grandiflorénico (1) em um derivado mono hidroxilado
(Figura 15).

Figura 15. Biotransformacédo do acido grandiflorénico (1) por F. graminearum.

F. graminearm

Fonte: Adaptado de RUAN et al. (2014).

As reacdes microbianas podem ser divididas em dois grupos, as
biotransformagbes de xenobi6ticos e as biossinteticamente dirigidas. Nas
biotransformac@es de xenobibticos, o substrato é estranho ao microrganismo utilizado,
ou seja, existe uma especificidade baixa em relacdo ao substrato. No entanto,
observa-se em geral uma seletividade distinta para organismos diferentes. Um
exemplo para este tipo de biotransformacado é a hidroxilagcdo de esteroides. Ja nas
reacoes biossinteticamente dirigidas, o substrato deve ser analogo a um intermediario
de uma rota biossintética natural do microrganismo, e assim a biotransformacéao deve
obedecer as regras naturais deste caminho biossintético. Um exemplo para este tipo
de biotransformacdo é a transformacdo de diterpenos caurénicos em giberelinas
(HANSON, 1995).

Assim como todo método as transformacdes microbianas tambéem
tém suas desvantagens, como por exemplo, € um método muitas vezes imprevisivel,
sendo necessario fazer o uso de enzimas purificadas, e o rendimento ser usualmente
baixo. Entdo para maximizar as chances de se obter o produto esperado, é necessario
utilizar uma ampla variedade de espécies de microrganismos na triagem inicial, para
a identificagdo dos microrganismos que realizam biotransformagcdo no composto
estudado (ARAKAWA, 2007; HEGAZY et al., 2015).
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1.5 BACTERIAS

As bactérias, pertencentes ao reino Monera, S4o0 microrganismos
unicelulares, procariontes, sdo microscopicos e foram visualizados pela primeira vez
por volta de 1670 por van Leeuwenhoek, através dos primeiros microscopios
(MADIGAN et al., 2016). Porém, somente no século XIX foi levantada a hipotese
desses microrganismos serem possivelmente 0s causadores de processos
infecciosos (WALSH, 2003). Essa hipotese foi confirmada apds a segunda metade do
século XIX, cientistas como Robert Koch identificaram microrganismos responséaveis
por doencgas como tuberculose, célera e febre tiféide (WALSH, 2003).

As bactérias, podem ser encontradas na forma isolada ou em
colénias, sdo capazes de viver na presenca de ar (aerdbias), na auséncia de ar
(anaerdbias), ou podem ser anaerdébias facultativas (HOLETZ et al., 2002; MADIGAN
et al., 2016). Estdo entre 0os organismos mais antigos e mais sucedidos do planeta,
em relacdo ao numero de individuos, sendo que a quantidade de bactérias no intestino
de uma pessoa € superior ao numero total de células humanas no corpo, por exemplo
(HOLETZ et al., 2002).

S&o consideradas microrganismos de alta capacidade de adaptacao,
COMOo a exposicao a agentes quimicos potentes e por isso, sao extremamente capazes
de viver em qualquer ambiente da Terra (BOZDOGAN; APPELBAUM, 2004).

As bactérias podem desempenhar tanto papéis prejudiciais quanto
benéficos para o0 meio ambiente e para os seres vivos, como por exemplo, na sua
utilizacdo na industria de alimentos, para a preparacdo de comidas ou bebidas
fermentadas, na satde humana, com as bactérias que vivem no intestino, na industria
farmacéutica, com a sintese da insulina por técnicas biotecnolédgicas, na ecologia, com
a biodegradacao de lixos, entre outras funcbes (MADIGAN et al.,, 2016; VON
NUSSBAUM et al., 2006).

De acordo com as estruturas das paredes celulares as bactérias
podem ser coradas pela técnica de coloracdo de Gram. A parede celular dos
microrganismos Gram-positivos, coloracdo violeta, tem uma estrutura mais espessa,
de 15 a 50 nm (MADIGAN et al., 2016).

Ha diferentes graus de permeabilidade na parede dos microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos. A parede celular dos microrganismos Gram-

negativos, coloracdo vermelha, € muito mais complexa. Ela € constituida por um
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espaco periplasmético contendo enzimas, uma camada de peptideoglicanos, uma
membrana externa que consiste em uma dupla camada lipidica e por polissacarideos
complexos que formam componentes importantes da superficie externa. Estes
polissacarideos se diferem entre as cepas de bactérias e sdo 0s principais
determinantes antigénicos. A dificuldade em penetrar nesta camada externa complexa
€ a razao pela qual alguns antibiéticos sdo menos ativos contra as bactérias Gram-
negativas (MADIGAN et al., 2016).

1.5.1 Antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos podem ser classificados como
microbicidas ou microbiostaticos. Os agentes antimicrobianos em geral podem
manifestar sua atividade por diversos mecanismos, como por exemplo, lesdo da
parede celular, alteracdes da permeabilidade celular, alteracbes das moléculas de
proteinas e acidos nucléicos, inibicdo da sintese de &acidos nucléicos, entre outros
(GOMES et al., 2010).

Figura 16. Formula estrutural da arsfenamina.

OH
H,N As
NN
s NH,
HO
Arsfenamina

Fonte: Adaptado de SAKURAI; YOSHIKAWA; YASUI, (2008).

No século XIX muitas pesquisas eram conduzidas na busca de
agentes quimicos que apresentassem atividade antimicrobiana. O pesquisador Paul
Ehrlich, conhecido como o pai da quimioterapia, em 1910, foi o primeiro a desenvolver
um composto antimicrobiano de origem sintética, a arsfenamina, sob a marca de
salvarsan (Figura 16), em concentracdes néo letais para os humanos, sendo este
composto antimicrobiano usado para combater a sifilis (NICOLAOU; MONTAGNON,
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2008; WALSH, 2003). Em 1934, foi desenvolvido um novo antimicrobiano utilizado em
larga escala, a proflavina. Esse composto antimicrobiano foi utilizado principalmente
na Segunda Guerra Mundial. Entretanto, este composto era muito toxico para ser
usado em infec¢cdes bacterianas sistémicas, o que evidenciava a necessidade da
procura por novos compostos mais eficazes (FERNANDES, 2006; PUPO et al., 2006).

Em 1935 Gerhard Domagk descobriu que o corante vermelho,
prontosil, apresentava atividade in vivo contra infeccbes causadas por espécies de
Streptococcus (DOMAGK, 1935) . Com o prontosil foi possivel a criagdo de uma nova
classe de antimicrobianos sintéticos, as sulfas ou sulfonamidas, que constituem a
primeira classe de agentes efetivos contra infec¢des sistémicas introduzida no inicio
dos anos 1940. (FERNANDES, 2006; WALSH, 2003).

Figura 17. Formula estrutural geral dos principais antibioticos obtidos a partir de
produtos naturais.

NH,
0 N
AN o)
NH, N \
)\ =
/ (e
N \
Isoniazida Trimetropim
N
/ )\ HoN H
2 5
O,N N CHj \ I s CHs
/ "
/ z CHs
O Z
OH ‘COOH
Metronidazol Acido 6-aminopenicilanico (6-APA)

Fonte: Adaptado de FERNANDES (2006).

Como ja foi mencionado anteriormente, no tépico 1.1, em 1928
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ocorreu a descoberta da penicilina, por Alexander Fleming (PEREIRA e PITA, 1928).
Essa descoberta foi muito importante, pois além da atividade da penicilina ser superior
a das sulfas, foi possivel perceber que fungos produziam substancias capazes de
controlar a proliferacdo bacteriana. Esse fato motivou pesquisas em uma nova
vertente na busca de novos antibiéticos. Como consequéncia foi observado um rapido
crescimento na descoberta e desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos
(FERNANDES, 2006; PUPO et al., 2006).

Entre os anos 1940 e 1960 foram descobertos varios antibioticos
através de triagens de produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes
para o tratamento de bactérias Gram positivas e Gram negativas, como por exemplo,
outros B-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas, entre outros. A Figura 17 mostra
os quatro derivados sintéticos que foram introduzidos no mercado durante esse
periodo, a isoniazida, trimetropim, metronidazol e o acido 6-aminopenicilanico (6-APA)
(FERNANDES, 20086).

Entre os anos 1960 e 1980 compostos semissintéticos demonstraram
ser eficazes para o tratamento de bactérias, tanto Gram positivas quanto Gram
negativas, analogos aos antibiéticos naturais ja existentes. A grande maioria desses
compostos foi obtida a partir de prototipos naturais microbianos, como os derivados
B-lactamicos, como os analogos de penicilina e cefalosporina, entre eles o acido
clavulanico (Figura 18) (FERNANDES, 2006).

Figura 18. Formula estrutural do Acido Clavulanico.
H COOH

Z
0

N

O CH,OH
H

Acido Clavulanico
Fonte: Adaptado de (FERNANDES, 2006).

Entre os anos 1980 e 2000 ocorreu uma grande diminui¢cdo na sintese

de novos compostos antimicrobianos, porém ao mesmo tempo houve um aumento
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significativo na incidéncia de bactérias resistentes. Durante esse periodo, de 1980 a
2000, o mercado de compostos antimicrobianos foi modificado pela introducdo da
classe das fluoroquinolonas sintéticas na metade dos anos 1980, sintetizadas a partir
do acido nalidixico. A partir de 2000, poucos antibiéticos foram introduzidos para a
terapéutica antimicrobiana (FERNANDES, 2006; PERCINIO; CRESPO, 2017).

1.5.1.1 Resisténcia Bacteriana

A resisténcia bacteriana pode ser considerada um fenémeno
ecologico e age como se fosse uma resposta da bactéria frente a presenca de
compostos antimicrobianos (LEVY, 2001). Essa resisténcia bacteriana por um
determinado composto ocorre pelo fato das bactérias se multiplicarem rapidamente,
podendo sofrer mutacdes e, também, ocorrer a troca do material genético entre
linhagens de mesma espécie ou de espécies diferentes (BOZDOGAN; APPELBAUM,
2004).

Apesar dos mecanismos de resisténcia bacteriana dependerem de
patbgeno para patdgeno, a resisténcia € causada por alguns fatores basicos, tais
como a inativacdo do composto antimicrobiano por alteracdes quimicas, modificacédo
do alvo que leva a perda de sensibilidade ao composto e reducdo da permeabilidade
externa da membrana que promovem a reducédo da concentracdo do composto sem
sua modificacdo quimica (HAPPI et al., 2005; LEVY, 2001).

O aumento da resisténcia a compostos antimicrobianos muitas vezes
€ causado por utilizacdo inadequada dos antimicrobianos, como 0 uso extensivo e
inapropriado de antibidticos, principalmente sem prescricdo médica, mas condicdes
de higiene, demora no diagnéstico das infec¢des bacterianas, entre diversas outras
(VON NUSSBAUM et al., 2006). Para evitar o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana algumas estratégias simples podem ser adotadas, tais como prevencéo de
infec¢des bacterianas com o0 uso de vacinas, uso racional de antibioticos, além de
estratégias mais elaboradas, tais como, controle e prevencédo da disseminacédo de
microrganismos resistentes, e pesquisas para desenvolver novos antibioticos eficazes
(LAZOVSKI et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral obter anélogos
estruturais do acido grandiflorénico, através do processo de biotransformacéo fungica
atravées do fungo Cunninghamella echinulata, além de avaliar a atividade

antimicrobiana do acido grandiflorénico e seus derivados biotransformados obtidos.

2.2 ESPECIFICOS

o Isolar, purificar e identificar o &cido grandiflorénico;

o Realizar as transformacdes fungicas (Cunninghamella echinulata) do acido
grandiflorénico;

o Isolar, purificar e identificar os analogos biotransformados;

o Avaliar o efeito antibacteriano do acido grandiflorénico e dos anélogos
biotransformados;
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS UTILIZADOS

Os solventes utilizados para a particdo e técnicas cromatogréficas
foram comerciais P.A. e/ou das marcas: Dinamica, Synth, Anidrol e Panreac.

A silica gel utilizada como fase estacionaria na CCD é pertencente a
marca Macherey-Nagel (cédigo 816310.1). Para a CLV, CLC e CLMP foram utilizadas
silica da marca Merck (c6digo 1.09385.1000).

A balanca analitica utilizada para a pesagem dos materiais, reagentes

e amostras € do modelo AW220 (Marte).

3.2 OBTENGCAO DO EXTRATO HEXANICO

A espécie Sphagneticola trilobata (L.) Pruski foi coletada no horto de
plantas medicinais do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), localizada no campus
Universitario da Universidade Estadual de Londrina (Londrina — PR). O material
testemunho foi identificado pela Prof2. Dr2. A.O.S. Vieira e depositado no Herbério da
Universidade Estadual de Londrina (FUEL) sob o n° 49306.

Para a obtencédo do extrato hexanico das folhas (1,8 kg) desta espécie
foi utilizada a maceracédo por esgotamento com diclorometano, apds a evaporacao do
diclorometano a parte sélida foi solubilizada com uma mistura hidroalcodlica em
proporcao de 4 partes de agua para 1 de alcool etilico e posteriormente particionada

com hexano e diclorometano, obtendo-se desta forma o extrato hexanico (EH).

3.2.1 Fracionamento do Extrato Hexanico

O extrato hexanico de Sphagneticola trilobata L. Pruski foi submetida
ao fracionamento por Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV), devido a grande
guantidade de extrato inicial (65 g) foi necessario dividi-lo em quatro por¢cdes. Cada
porcao foi submetida ao fracionamento por CLV, utilizando-se 325 g de silica, para
cada porcdo, como fase estacionaria e misturas de hexano e acetato de etila em
gradiente de polaridade como fase movel, além do alcool metilico para limpeza da

silica ao final do processo. As fases moveis utilizadas e suas proporc¢des volumes
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estdo apresentadas detalhadamente na Tabela 1.

Tabela 1. Proporcdes das fases méveis utilizadas na realizagdo da Cromatografia
Liquida a Véacuo.
Fracéo Proporc¢ao solvente (%)
Hexano 100%

Hexano: Acetato de etila 19:1
Hexano: Acetato de etila 9:1
Hexano: Acetato de etila 17:3
Hexano: Acetato de etila 4:1
Hexano: Acetato de etila 3:1
Hexano: Acetato de etila 7:3
Hexano: Acetato de etila 13:7
Hexano: Acetato de etila 3:2
Hexano: Acetato de etila 1:1
Hexano: Acetato de etila 3:7

Acetato de etila 100%

Alcool metilico 100%

e N
DR ©ONO UM WN R

Fonte: Proprio autor.

Apos o fracionamento por Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV) do
extrato hexanico de Sphagneticola trilobata L. Pruski todas as fragdes foram levadas
a evaporacdo para que elas sejam avaliadas através do monitoramento por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para a presenca de diterpenos e foi
escolhida a fracdo que apresentou o maior rendimento e com a melhor avaliacdo das
CCDs entre as fracBes apresentadas na tabela 1.

Com a fracao escolhida o isolamento foi realizado utilizando metanol
gelado para solubilizar a amostra e levado a congelador por 7 dias, apos este tempo,
com auxilio de uma pipeta de Pasteur, a parte liquida foi retirada e levada ao processo
novamente. A parte sélida foi levada para analise em RMN para identificacdo de sua

estrutura.

3.3 BIOTRANSFORMACAO DO ACIDO GRANDIFLORENICO

Apoés o isolamento do acido grandiflorénico (0,700 g) o mesmo foi
levado a biotransformacao. Onde a manutencéo do fungo assim como a preparacao
das culturas e extracao dos fluidos destas foi realizado de acordo com FREITAS et
al., (2002), com modificacbes necessarias. O fungo utilizado foi o Cunninghamella

echinulata, repicado, mantido em Potato Dextrose Agar (PDA) e incubado a 30 °C por
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7 dias para a obtengao de esporos (ARAKAWA et al., 2008). Em seguida, os esporos
foram coletados em suspensdo aquosa por raspagem de pipeta e apos contagem, em
camara de Neubauer. Inoculou-se aliquotas dessa suspensao, de maneira a se obter
cerca de 1.10% esporos mL™. Inicialmente foi testado o meio liquido de Czapeck
(ALVIANO et al., 1992). As culturas foram incubadas a 25 °C com agitagéo (120 rpm)
por 24 a 72 h, dependendo da massa micelial obtida nesta primeira etapa do cultivo,
designada pré-fermentativa.

Posteriormente, o fluido da cultura foi descartado e ao meio de cultivo
fresco juntamente com a massa micelial obtida foi adicionado o &cido grandiflorénico
(0,2 mg mL1), dissolvido em DMSO (2%), concentragdo ndo téxica para o fungo
selecionado. A cultura foi re-incubada nas mesmas condi¢cdes anteriores e amostras
do meio de cultura foram coletadas a cada 24 h por um periodo maximo de 10 dias de
cultivo. Paralelamente ao processo de biotransformagéo, foi realizado o controle
sendo este constituido por apenas meio de cultura e o in6culo sem adicdo do
substrato. Todo esse procedimento foi avaliado através de monitoramento por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), baseando-se nas condi¢cdes analiticas
previamente descritas por OLIVEIRA et al. (2002).

3.4 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS

As Cromatografias em Camada Delgada (CCD) foram realizadas em
placas de silica-gel 60 GF254, de 0,25 mm de espessura e preparadas sobre placas
de vidro. Para a visualizacdo da fluorescéncia dos compostos nas CCD, as placas
foram reveladas sob luz ultravioleta Minerallight 254 e 365 nm. Posteriormente, as
cromatoplacas foram reveladas com solucdo de anisaldeido sulfrico 1%, e
submetidas ao aquecimento a temperatura de 110°C.

A estrutura quimica dos compostos isolados e purificados foram
identificados no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade
Estadual de Londrina, utilizando-se a espectrometria de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), espectrémetro Bruker Avance Modelo l1ll, utilizando experimentos de
1D e 2D operando a 400,13 MHz para 'H e a 100,61 MHz para 3C, utilizando uma
sonda de banda larga de 5 mm, e foram registrados utilizando CD3OD, CDCIs ou
DMSO-ds, dependendo da solubilidade do composto isolado, como solvente e

tetrametilsilano (TMS) como padréo interno, sendo posteriormente comparados com
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base nos dados da literatura.

Para comparar os valores obtidos experimentalmente pelos RMN de
'H e de 3C dos compostos inéditos foi necessario simular os espectros com auxilio
do programa nmrdb.org tools for NMR espectroscopists utilizando o site
http://www.nmrdb.org/about/.

Para calcular a Lipossolubilidade (Log P) dos compostos foi utilizado
0 programa molinspiration Cheminformatics utilizando 0 site

https://www.molinspiration.com.

3.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados no Nucleo
Integrado de Pesquisa (NIP) 3, Bloco 01. Departamento de Microbiologia, Centro de
Ciéncias Biologicas. Universidade Estadual de Londrina e referem-se as diferentes
técnicas ou métodos laboratoriais in vitro utilizados para determinar o potencial

antimicrobiano de um determinado agente.

3.5.1 Cepas Bacterianas

Nos testes de atividade antimicrobiana as cepas Staphylococcus
aureus (ATCC 25923, ATCC 29213 ATCC 19615, N315 e BEC9393), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 25922, ESBL176), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Salmonella typhimurium (UK1) e Klebsiella pneumoniae
(ATCC 10031) foram crescidas a 37 °C em estufa durante 18-24 horas em agar
Mueller Hinton (MH) (Difco®). Entdo foram diluidas em salina, e a quantidade de
bactérias foi ajustada na escala 0,5 McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 UFC mL"
1, Ja as cepas Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Streptococcus mutans (ATCC
25175) e Streptococcus agalactiae (ATCC 13813), foram crescidas a 37 °C em estufa
com 5% de CO:2 durante 18-24 horas em &gar Brain Heart Infusion (BHI) (Difco®), e
posteriormente diluidas em salina, e a quantidade de bactérias foi ajustada na escala
0,5 McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 UFC mL™.

As cepas bacterianas foram cedidas pelo Prof. Dr. Gerson Nakazato
e pela Profd. Dr2. Renata Katsuko Takayama Kobayashi (Universidade Estadual de

Londrina, Londrina-PR, Brasil). As cepas bacterianas foram armazenadas em caldo
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BHI contendo glicerol a 20% (2,5 M) (Sigma-Aldrich®), a -80 °C.

3.5.2 Disco difusdo em agar

Para a técnica de disco difusdo em agar foi utilizado a técnica descrita
na Farmacopeia Brasileira de 1988. A bactéria foi crescida previamente em agar
Muller-Hinton (MH) e ajustada em salina de acordo com a turbidez correspondente a
escala 0,5 de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL™). Foram utilizados
discos de papel secos e estéreis, medindo 6 mm de didmetro e impregnados com 7
uL da solucéo estoque de cada composto, sendo a concentracdo de 10 mg mL* para
0 extrato hexanico (EH), fracdo 3 (F3) e extrato biotransformado (EB) e 4 mg mL?
para o acido grandiflorénico (AG), acido caurendico (KA) e os acidos biotransformados
(C1eC2),0useja, 70 ug de EH, F3 e EB, e 28 ug de AG, KA, C1 e C2 em cada disco.
Um swab foi umedecido na suspenséo bacteriana e distribuidos uniformemente sobre
a superficie do agar MH. Os discos foram distribuidos em triplicada para cada bactéria
sobre a superficie do agar e incubados em estufa a 37 °C por 18-24 horas. Apos 0
periodo de incubacéo, a placa foi retirada da estufa e os halos formados foram
medidos em milimetros (BAUER; KIRBY, 1966).

3.5.3 Concentracao Inibitéria Minima

Para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
utilizado o método de diluicdo em caldo de acordo com o Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2016) com as modificacdes necesséarias. Em microplacas
de 96 pocos (Corning®), diferentes concentracdes do extrato hexanico, fracédo 3, do
extrato biotransformado (3,125 pg mL™ a 400 pg mL%), do Acido Grandiflorénico (AG),
do Acido Caurenoico (KA) e dos diterpenos isolados (0,781 pg mL™? a 100 pg mL™?)
foram testadas frente as bactérias. Os compostos testados foram diluidos serialmente
em caldo MH e a bactéria previamente crescida foi ajustada na escala 0,5 de
McFarland, diluidas em caldo MH e adicionadas frente aos compostos (1,5 x 108 UFC
mL-1). As microplacas foram incubadas a 37 °C em estufa de ar circulante ou em estufa
com 5% de COg, caso necessario, durante 18-24 horas e, em seguida, a leitura foi
realizada através da turbidez.
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3.5.4 Atividade Hemolitica em Glébulos Vermelhos Humanos

A atividade hemolitica em glébulos vermelhos humanos (GVH) dos
compostos isolados e purificados foram determinados de acordo com IZUMI et al.,
(2012), com as modificagBes necessérias. O sangue foi coletado, em tubos contendo
anticoagulante (heparina), de um doador humano saudavel com consentimento
voluntario, que foi aprovado pelo comité de ética humana (CAAE
47661115.0.0000.5231, n° 1.268.019 - UEL). Os eritrécitos foram separados por
centrifugacéo (5000 rpm, 4 °C, 5 min) e foram preparados em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS 0,1 M, pH 7,2) a 6% (v / V).

Em placas de 96 pocgos, 100 uL de glébulos vermelhos a 6 % foram
adicionados a 100 pL de PBS com diferentes concentragbes dos compostos (100,00
ug mL?ta 31,25 ug mLt). Apés 3 h de incubagdo em estufa a 37 °C, os sobrenadantes
(120 pL) foram transferidos para outra placa de 96 pocos e lidos em espectrofotometro
a 550 nm para monitorar a liberacéo de hemoglobina. O grau de hemolise determinado

de acordo com a equacao 1.

Abs (composto)— Abs (controle negativo)

% Hemolise = x 100 Eq.1

Abs (controle positivo)—Abs (controle negativo)

Onde, o controle positivo representa 100 % de hemdlise, preparado
com 200 pl de solucédo de Triton X-100 a 1% (v / v); o controle negativo preparado com

100 pl do tampéo PBS + 100 pul de 4gua destilada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DO ACIDO GRANDIFLORENICO

Apos o fracionamento por Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV) do
extrato hexanico de Sphagneticola trilobata L. Pruski houve a escolha pela fracdo 9:1
(F3) com rendimento de 29,4 %, maior rendimento entre as fracdes, apresentado na
Tabela 2, além de apresentar cristalizacdo na superficie de seu precipitado e pelo
monitoramento pela Cromatografia em Camada Delgada (CCD), que se demonstrou
favoravel a presenca de diterpenos.

Tabela 2. Proporcdes das fases méveis utilizadas na realizagdo da Cromatografia
Liquida a Vacuo e seus respectivos rendimentos.

Fracéo Proporc¢ao solvente (%) Rendimento (g) Rendimento (%)
1 Hexano 100% 1,3749 2,12
2 Hexano: Acetato de etila 19:1 1,3696 2,11
3 Hexano: Acetato de etila 9:1 19,1025 29,4
4 Hexano: Acetato de etila 17:3 14,3513 22,1
5 Hexano: Acetato de etila 4:1 4,4054 6,78
6 Hexano: Acetato de etila 3:1 3,2803 5,05
7 Hexano: Acetato de etila 7:3 1,9114 2,94
8 Hexano: Acetato de etila 13:7 1,5199 2,34
9 Hexano: Acetato de etila 3:2 1,4978 2,30
10 Hexano: Acetato de etila 1:1 1,4009 2,15
11 Hexano: Acetato de etila 3:7 1,5501 2,38
12 Acetato de etila 100% 1,2508 1,92
13 Alcool metilico 100% 4,5945 7,07

Fonte: Proprio autor.

Ap6s a purificacdo do Acido Grandiflorénico (AG) o seu rendimento foi
calculado a partir de 19,1025g da fracdo 9:1 (F3) e a partir do Extrato Hexanico (EH),
sendo de 4,96% e 1,46%, respectivamente. A Figura 19 resume 0S processos

realizados desde o extrato hexanico até o isolamento do acido grandiflorénico.



Figura 19. Resumo dos processos para isolamento do acido grandiflorénico.
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Fonte: Préprio autor.

4.1.1 Identificagéo do Acido Grandiflorénico

Com as andlises de RMN dos cristais dessa fracao foi possivel

identificar e confirmar que o composto isolado realmente foi o 4cido grandiflorénico

(AG), conforme apresentado nas Figuras 20 e 22 dos espectros de RMN de H e 13C,

respectivamente. A partir das analises do sistema policiclico pouco oxigenado e/ou

pouco insaturado, pode-se deduzir que seria um diterpeno, visto que estes compostos

sao identificados nesta planta (BATISTA et al.,

2009). A andlise do espectro de RMN

'H apresentam poucos sinais de hidrogénio desblindados, enquanto o espectro de

RMN %3C indica a presenca de 20 sinais de carbonos.

Figura 20. Espectro de RMN 'H do AG (CDCls).
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Figura 21. Espectro de RMN 13C do AG (CDCls).
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No espectro de RMN 3C um sinal em § 184,7 ppm foi atribuido ao
carbono de uma carboxila, que ocorre em Ci9. Outro sinal em 4 158,7 ppm foi atribuido
ao carbono quaternario olefinico Cis € 0 sinal em & 105,8 ppm foi atribuido ao carbono
metilénico C17, influenciando diretamente sobre o espectro de *H, no qual observa-se
a presenca de dois sinais de hidrogénio em & 4,80 ppm e & 4,92 ppm relativo a
presenca de uma ligacdo dupla exociclica sobre o Ci7. A partir destes dados foi
possivel confirmar que a substancia isolada trata-se de um diterpeno do tipo caurano,
a suposicdo sobre a derivacao a partir do acido caurendico, foi detectada devido a
presenca de um sinal em & 115,1 ppm indicando a presenca de outro carbono
guaternario olefinico, indicando a presenca da dupla ligacdo entre os carbonos Co-
C11, assim como observado no espectro de 'H deste composto, a presenca de um
sinal de hidrogénio em & 5.25 ppm atribuido ao hidrogénio ligado ao Ci1 olefinico
(Figuras 20 e 21) (BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA, 2005).

Figura 22. Espectro de RMN *H do AG (CDCIs) aproximado.
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Fonte: Préprio autor.
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Diante da analise dos espectros de RMN foi possivel comprovar que
o0 composto isolado das folhas da Sphagneticola trilobata realmente se trata do acido
grandiflorénico (acido ent-caur-(9-11)-16-dien-19-06ico), os dados espectrais foram
comparados com a literatura, de acordo com dados obtidos por BATISTA; BRAGA;
OLIVEIRA, 2005 (Tabelas 3 e 4). Na Figura 23 apresenta-se a estrutura e a
nomenclatura do AG com seus carbonos enumerados, conforme regra para

enumeracao de diterpenos.

Figura 23. Estrutura molecular do AG.
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Tabela 3. Valores dos sinais no espectro de RMN de 'H do AG (CDCIs), comparado
a literatura.
Hidrogénio & (BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA, 2005) (ppm) 5 AG (ppm)

H-11 5,24 (1H, t, J 3,3) 5,25 (1H, t, J 3,2)
H-13 2,77 (1H, s) 2,78 (1H, s)
H-17 a 4,79 (1H, s) 4,80 (1H, s)

H-17 b 4,91 (1H, s) 4,92 (1H, s)
H-18 1,24 (3H) 1,25 (3H)
H-20 1,02 (3H) 1,03 (3H)

Fonte: BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA (2005).
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Tabela 4. Valores dos sinais no espectro de RMN de 13C do AG (CDCls),
comparados a literatura.
Carbono 0 (BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA, 2005) (ppm) 0 AG (ppm)

1 40,7 40,8
2 20,1 20,2
3 38,2 38,2
4 44,7 44,8
5 46,6 46,7
6 18,4 18,5
7 29,6 29,7
8 42,2 42,3
9 155,9 156,2
10 38,8 38,9
11 114,9 1151
12 37,9 37,9
13 41,2 41,3
14 449 44,9
15 50,3 50,6
16 158,5 158,7
17 105,5 105,8
18 28,2 28,2
19 184,7 184,7
20 23,6 23,6

Fonte: BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA (2005).

4.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS DITERPENOS BIOTRANSFORMADOS

Primeiramente, fez-se a recristalizacdo do extrato biotransformado (1
g) utilizando-se o alcool metilico a quente para solubilizagdo do extrato, apds a
solubilizac&o o foi levado para armazenamento em congelador, visando a formacéo
de cristais puros. O sobrenadante foi retirado, com auxilio de uma pipeta de Pasteur,
durante a recristalizacéo e foi armazenado em um frasco em temperatura ambiente,
apos o processo foram observados a formacao de cristais no sobrenadante, os cristais
foram nomeados e anotados suas massas para o calculo de rendimento de C1 e
levados a andlise de RMN.

Com a parte restante do extrato biotransformado (540 mg) foi feito um
fracionamento por Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV), utilizando-se 50 g de silica,
como fase estacionaria e misturas de hexano e acetato de etila em gradiente de

polaridade como fase mével, além do alcool metilico para limpeza da silica ao final do
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processo (PELLETIER; CHOKSHI; DESAI, 1986). As fases moveis utilizadas, seus
volumes e suas massas obtidas para cada fragéo estéo apresentadas detalhadamente
na Tabela 5.

Tabela 5. Proporcdes das fases méveis utilizadas na realizacdo da Cromatografia
Liquida a Vacuo com o extrato biotransformado e seus respectivos rendimentos.

Fracdo Proporcéo solvente (%) Rendimento (mg) Rendimento (%)
14 Hex. 100% 4 0,0062
15 Hex. : Acetato de etila 9:1 106 0,1631
16 Hex. : Acetato de etila 4:1 122 0,1877
17 Hex. : Acetato de etila 7:3 23 0,0354
18 Hex. : Acetato de etila 3:2 41 0,0631
19 Hex. : Acetato de etila 1:1 60 0,0923
20 Hex. : Acetato de etila 2:3 37 0,0569
21 Hex. : Acetato de etila 3:7 17 0,0261
22 Hex. : Acetato de etila 1:4 15 0,0231
23 Hex. : Acetato de etila 1:9 7 0,0108
24 Acetato de etila 100% 13 0,0200
25 Alcool metilico 100% 86 0,1323

Fonte: Préprio autor.

Figura 24. Placa de CCD com as fra¢gdes provenientes da CLV na proporgéo de
hexano : acetato (1:1).

Fonte: Préprio autor.
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ApOs a realizagdo da CLV, fez-se o monitoramento das fracdes por
CCD (Figuras 24 e 25), para a determinacdo da quantidade de compostos presentes
em cada fracdo, também foram analisados os rendimentos de cada fracao. Analisando
esses dois fatores foram escolhidas 3 fragcdes que apresentaram menor quantidade
de compostos e que apresentaram quantidade de massa suficiente para realizagcéo
do isolamento e purificacao. As fracdes selecionadas foram as de numero 16, 19 e 20
(Figuras 24 e 25).

Figura 25. Placa de CCD com as fragGes provenientes da CLV na proporcgéo de
hexano : acetato (8:2).

Fonte: Préprio autor.

4.2.1 Identificacdo do C1

Apbés a recristalizacdo do extrato biotransformado utilizando alcool
metilico, os cristais foram pesados e nomeados como C1. Seu rendimento, em relagéo
ao acido grandiflorénico, foi de aproximadamente 11,43 %. Com as andlises de RMN
dos cristais dessa fracao foi possivel identificar o composto isolado, conforme as

Figuras 26 e 27 dos espectros de RMN de 'H e 3C, respectivamente.
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Figura 26. Espectro de RMN *H do C1 (DMSO-de).
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Figura 27. Espectro de RMN 3C do C1 (DMSO-de).
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Fonte: Préprio autor.

A andlise do espectro de RMN !H apresenta poucos sinais de
hidrogénio desblindados, enquanto o espectro de RMN *3C indica a presenca de 20
sinais de carbonos. No espectro de RMN *3C os principais sinais encontrados foram
em 0 179,5 ppm, atribuido ao carbono de uma carboxila (C19), € um sinal em & 155,8
ppm indica a presenca de um carbono quaternario olefinico, ja& que n&o se observa
este sinal nos espectros de DEPT 135 (Figura 29) e DEPT 90 (Figura 28),
influenciando diretamente sobre os espectros de RMN !H, na qual observa-se a
presenca de sinais de hidrogénio em & 4,75 ppm e 4,70 ppm relativo a presenca de
uma ligacao dupla exociclica sobre o Ci7. Porém o carbono metilénico Ci1, encontrado
no espectro de RMN *3C do AG em & 114,9 ppm, ndo foi encontrado em C1, indicando
o rompimento da dupla ligac&o entre os carbonos Ce-C11, assim como no espectro de

'H que néo apresentou o sinal de hidrogénio em § 5.26 ppm atribuido ao hidrogénio
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ligado ao Ci1 olefinico do AG (Figuras 26 e 27). No espectro de RMN 'H também foi
possivel observar um sinal de hidrogénio em & 4,30 ppm com multiplicidade singleto,
assim como no espectro de RMN 13C que apresentou um sinal em § 75,2 ppm, isso
indica uma hidroxilagdo no esqueleto cauranico realizada a partir do processo de
biotransformacéao, esta hidroxilacéo foi atribuida ao carbono Cis.

A hidroxilagdo no esqueleto caurano também foi observada no
trabalho de Ruan e colaboradores (2014), onde o fungo Fusarium graminearum
promoveu a biotransformacdo do acido grandiflorénico em um derivado mono

hidroxilado, acido 12a -hidroxigrandiflorenico (Topico 1.4.1).

Figura 28. Espectro de RMN DEPT 90 do C1 (DMSO-ds).
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Fonte: Préprio autor.

Figura 29. Espectro de RMN DEPT 135 do C1 (DMSO-ds).
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Fonte: Proprio autor.

Nas Tabelas 6 e 7, encontram-se os valores dos sinais no espectro
do composto biotransformado C1 de RMN de 'H e 13C, respectivamente comparados
com dados obtidos de espectro simulado, foi utilizado o espectro simulado, utilizando
0 programa nmrdb.org, pois nao foi encontrado a caracterizagdo desse composto na
literatura. A Figura 30 apresenta a estrutura proposta para o C1 com seus carbonos

enumerados, conforme regra para enumeracao de diterpenos.
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Tabela 6. Valores dos sinais no espectro de RMN de 'H (DMSO-de) de C1
comparados a dados obtidos de espectro simulado.

Hidrogénio 0 Espectro simulado! (ppm) 6 C1 (ppm)
H-9 1,47; dd 1,47; dd
H-11 1,55; dddd 1,55; dddd
H-15 4,28; s 4,30; s

H-17 a 5,07;d 4,75;d
H-17 b 5,06; d 4.70;d
H-18 1,15; s 1,08; s
H-20 0,97;s 0,88; s

Legenda: (AIRES-DE-SOUSA; HEMMER; GASTEIGER, 2002; BANFI; PATINY, 2008;
BINEV; AIRES-DE-SOUSA, 2004; BINEV; CORVO; AIRES-DE-SOUSA, 2004; CASTILLO;
PATINY; WIST, 2011).

Tabela 7. Valores dos sinais no espectro de RMN de 13C (DMSO-ds) de C1
comparado a dados obtidos de espectro simulado.

Carbono O Literatura? (ppm) 0 C1(ppm)
1 40,0 40,3
2 19,0 19,7
3 37,8 37,9
4 44,3 441
5 57,0 56,9
6 19,2 18,9
7 34,5 34,5
8 47,3 47,5
9 52,8 52,9
10 37,4 37,3
11 17,9 17,5
12 32,1 32,3
13 41,9 41,6
14 35,9 46,3
15 82,1 75,2
16 158,6 155,8
17 108,4 103,7
18 23,9 23,4
19 183,7 179,5
20 15,9 15,9

Legenda: ?2(BANFI; PATINY, 2008; CASTILLO; PATINY; WIST, 2011, PIOZZ] et al., 1972;
STEINBECK; KRAUSE; KUHN, 2003)
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Figura 30. Estrutura proposta para C1.
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Fonte: Préprio autor.

4.2.2 Fracédo 19

Com o monitoramento realizado na fracdo 19 (60 mg), utilizando as
analises feitas em CCD (Figuras 25 , 26 e 31), decidiu-se que a cromatografia de
média pressdo (CLMP) seria a melhor opgéo, por ocasionar uma separacdo a nivel
de purificagdo em menor tempo (STILL; KAHN; MITRA, 1978).

Figura 31. Placa de CCD da fracao 19 na proporcdo de hexano x acetato (7x3).

Fonte: Préprio autor.
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Para a CLMP foram utilizadas 700 mL de uma mistura de Hexano e
Acetato de etila na proporcéo 7:3 como fase movel. O fracionamento dessa fracéo
originou 70 subfracbes de 10 mL, estes foram igualmente monitorados por CCD e
realizada as jungdes necessarias. O composto isolado foi pesado e nomeado como
C2 e levado a anélise de RMN. Seu rendimento, em relagdo ao acido grandiflorénico,
foi de aproximadamente 4,43 % Com as analises de RMN dos cristais dessa fracéo
foi possivel identificar o composto isolado, conforme as Figuras 32 e 33 dos espectros

de RMN de H e 13C, respectivamente.

Figura 32. Espectro de RMN 1H do C2 (DMSO-d6).
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Fonte: Préprio autor.

Figura 33. Espectro de RMN 13C do C2 (DMSO-d6).
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A andlise do espectro de RMN 'H apresenta poucos sinais de
hidrogénio desblindados, enquanto o espectro de RMN *3C indica a presenca de 20
sinais de carbonos, sendo que um deles (6 179,2 ppm) foi encontrado apenas no
espectro de HMBC (Figura 34) e foi atribuido ao carbono de uma carboxila, que ocorre
em Ci9. Porém, este composto ndo apresentou o0s principais sinais caracteristicos do
AG nos espectros de RMN de *H e 13C, devido a auséncia de um sinal no espectro de
RMN 3C em & 155,4 ppm, este sinal indica a presenca de carbono quaternario
olefinico, o que indica uma quebra da ligacdo dupla entre os carbonos Cie-C17,
influenciando diretamente sobre o espectro de 'H, na qual ndo apresenta os sinais de
hidrogénio em & 4,80 ppm e & 4,92 ppm, relativos a presenca de uma ligacao dupla
exociclica sobre o C17. Outro sinal caracteristico do AG no espectro de RMN 3C que
nao foi encontrado neste composto foi o sinal em & 114,9 ppm, este sinal é
caracteristico do carbono metilénico, Ci1, encontrado no AG, indicando que também
houve rompimento da dupla ligacdo entre os carbonos Co-C11. O sinal de hidrogénio
encontrado em & 3,46 ppm no espectro de RMN *H atribui-se ao grupo hidroxila (H17),
confirmando a reacéo de hidroxilagéo no Ci7 no processo de biotransformacéo do AG,

fazendo com que a dupla ligacéo existente entre os carbonos Ci6-C17 fosse rompida.

Figura 34. Espectro de RMN HMBC do C2 (DMSO-d6).
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Assim como o resultado obtido no composto biotransformado C1,
resultado similar foi observado por Vieira e colaboradores (2002) na biotransformacao
do acido ent-15-oxocaurl6-en-19-6ico com o fungo Cephalosporium aphidicola,
obteve hidroxilagbes do esqueleto, promovendo rompimento de duplas ligacbes e
originando os &cidos ent-16B-hidroxi-15-oxocauran-19-6ico, ent-11a-hidroxi-15-
oxocauran-19-6ico, ent-11a,16B-dihidroxi-15-oxocauran-19-0ico, ent-163,17-
dihidroxi-15-oxocauran-19-6ico (Topico 1.4.1).

Nas Tabelas 8 e 9, encontram-se os valores dos sinais no espectro
do composto biotransformado C2 de RMN de *H e 13C, respectivamente comparados
com dados obtidos de espectro simulado, utilizando o programa nmrdb.org, foi
utilizado o espectro simulado pois ndo foi encontrado a caracterizacdo desse
composto na literatura. Na Figura 35 € apresentado a estrutura proposta para o C2

com seus carbonos enumerados, conforme regra para enumeracgéao de diterpenos.

Figura 35. Estrutura proposta para C2.
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 8. Valores dos sinais no espectro de RMN de 1H (DMSO-d6) de C2
comparados a dados obtidos de espectro simulado.

Hidrogénio 0 Espectro simulado * (ppm) 6 C2 (ppm)
H-9 1,79; dd 1,79; m
H-11 1,6; dddd 1,6; m
H-17 3,62; dd 3.46; dd
H-18 1,15; s 1,10; s
H-20 0,88; s 0,88; s

Fonte: Y(AIRES-DE-SOUSA; HEMMER; GASTEIGER, 2002; BANFI; PATINY, 2008; BINEV; AIRES-
DE-SOUSA, 2004; BINEV; CORVO; AIRES-DE-SOUSA, 2004; CASTILLO; PATINY; WIST, 2011).
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Tabela 9. Valores dos sinais no espectro de RMN de 13C (DMSO-d6) de C2
comparado a dados obtidos de espectro simulado.

Carbono ® Espectro simulado 2 (ppm) 0 C2(ppm)
1 40,0 40,1
2 19,0 19,2
3 37,8 38,1
4 44,3 43,5
5 57,0 56,7
6 22,1 22,4
7 41,7 41,3
8 44,9 45,0
9 54,5 53,9
10 41,2 38,3
11 18,3 18,6
12 30,9 31,0
13 39,5 39,6
14 38,3 38,1
15 41,5 40,9
16 42,3 42,4
17 63,6 64,8
18 23,9 24,4
19 183,7 179,2
20 15,9 15,9

Fonte:2(BANFI; PATINY ,2008; CASTILLO; PATINY; WIST, 2011; STEINBECK; KRAUSE;
KUHN, 2003).

A Figura 36 resume 0s processos realizados desde o composto
isolado, acido grandiflorénico, até o isolamento dos acidos biotransformados, C1 e C2.

Apbs a purificagéo e identificagdo dos compostos isolados 0s mesmos
foram levados aos ensaios biologicos para identificagdo de suas atividades frente as
cepas de microrganismos. Sabendo que o0s ensaios de atividade antimicrobiana
podem ser influenciados por diversos fatores que podem interferir significativamente
na pesquisa de atividade de agente antimicrobiano, desde a preparagao do inoculo,
até o critério utilizado para a verificacdo do resultado do ensaio, para se obter éxito e
uniformidade nos testes de atividade, esses fatores devem ser muito bem controlados
(ESPINEL-INGROFF, A.; PFALLER, 1995).



Figura 36. Resumo dos processos para isolamento dos acidos biotransformados.
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4.3 ENsAIOS BioLOGICOS

4.3.1 Disco difusdo em agar

O acido caurenodico (AK) foi cedido pelo Prof. Dr. Nilton Syogo
Arakawa (Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR, Brasil) e foi utilizado neste
trabalho a fim de servir como comparagdo para os resultados obtidos com o &acido
grandiflorénico (AG).

Os resultados obtidos através do teste de disco difusdo em agar sao
apresentados na Tabela 14. O extrato hexanico (EH), a fracdo 3 (F3), o Acido
Grandiflorénico (AG) e o Acido Caurendico (AK) apresentaram halos de inibig&o frente
as cepas bacterianas de S. pyogenes (ATCC 19615) e S. aureus (ATCC 25923, N315
e BEC9393).

Tabela 10. Resultados do halo de inibicdo formado no teste de antibiograma para as
cepas bacterianas.

Cepas bacterianas EH F3 AG AK DMSO
(mm) (mm)  (mm) (mm) (mm)
S. pyogenes (ATCC 19615) 13 16 11 0 0
S. aureus (ATCC 25923) 11 12 8 0 0
S. aureus (BEC9393) 10 11 7 0 0
S. aureus (N315) 9 10 6 0 0
S. agalactiae (ATCC 13813) 0 0 0 0 0
S. aureus (ATCC 29213) 0 0 0 0 0
S. aureus (ATCC 19615) 0 0 0 0 0
S. epidermidis (ATCC 12228) 0 0 0 0 0
E. coli (ATCC 25922) 0 0 0 0 0
E. coli (ESBL176) 0 0 0 0 0
E. faecalis (ATCC 29212) 0 0 0 0 0
S. typhimurium (UK1) 0 0 0 0 0
K. pneumoniae (ATCC 10031) 0 0 0 0 0
S. mutans (ATCC 25175) 0 0 0 0 0

Fonte: Préprio autor.

Sendo: CIM: concentragdo inibitéria minima; EH: extrato hexanico das folhas da
Sphagneticola trilobata, F3: Fracdo 3, AG: Acido grandiflorénico, AK: Acido Caurendico e
DMSO: Dimetilsulfoxido.
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As outras cepas (S. agalactiae (ATCC 13813), S. aureus (ATCC
29213 e ATCC 19615), S. epidermidis ATCC 12228, E. coli ATCC 25922, E. coli
ESBL176, E. faecalis ATCC 29212, S. typhimurium UK1, K. pneumoniae ATCC 10031
e S. mutans ATCC 25175) ndo foram sensiveis a nenhum composto testado.

Alguns desses resultados também foram encontrados por BARATTO
e colaboradores (2008), onde o autor utilizou varios tipos de extratos de M. laevigata
(Asteracea), popularmente conhecido como guaco, e ndo observou atividade
antibacteriana significativa, nas concentracdes testadas, para as linhagens de S.
aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC 25992), P. aeruginosa (ATCC 27853), E. faecalis
(ATCC 29212) e E. faecium (ATCC 10541). Segundo Baratto e colaboradores (2008)
esses resultados encontrados sao, de certa forma, inesperados, se levados em conta
0 uso popular da espécie utilizada (M. laevigata) como antisséptico e outros estudos
publicados com espécies de guaco (GASPARETTO et al., 2010; YATSUDA et al.,
2005).

Porém, segundo SOUZA e colaboradores (2015) o extrato hexanico
de Aspilia latissima (asteracea), que se destaca pela presenca de diterpenos do tipo
caurano, apresentou halos de inibicdo de 10 mm, 11 mm, 9 mm e 12 mm, frente as
cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), E. faecalis (ATCC
29212), E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC 25923), respectivamente. Um
resultado similar foi relatado por DEY, 2011 onde o extrato acetato de etila de
Sphagneticola trilobata (asteracea) apresentou halos de inibicdo de 6 mm e 8 mm,
frente as cepas bacterianas de E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC 25923),
respectivamente.

O acido caurenoico (AK) e os acidos biotransformados (C1 e C2), ndo
apresentaram formacdo de halo de inibicdo frente as cepas bacterianas utilizadas.
Este resultado pode ter sido ocasionado pelos compostos néao se difundirem bem no
meio utilizado (MH) (JORGENSEN, 1997). Entdo foram feitos os testes de CIM com o

AG e com os acidos biotransformados, para a confirmacgéo do resultado.
4.3.2 Concentracao Inibitéria Minima

Apos realizado o ensaio biolégico de disco difusdo em &agar foram
selecionadas as principais cepas bacterianas para a determinacdo da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM).
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O critério utilizado para classificacdo da atividade do extrato (EH) e da
fracdo (F3) foi: CIM menor que 100 pg mL? foi considerado como boa atividade
antimicrobiana, quando o CIM estiver entre 100 pug mL* e 400 ug mL* foi considerado
como moderamente ativo e CIM acima de 400 pg mLtinativo. O critério utilizado para
classificagdo dos compostos isolados (AK, AG, C1 e C2) foi: CIM menor que 50 pg
mL-! foi considerado como boa atividade antimicrobiana, quando o CIM estiver entre
50 e 100 pug mL* foi considerado como moderamente ativo e CIM acima de 100 g
mLtinativo (HOLETZ et al., 2002).

Os resultados referentes a acdo dos compostos EH, F3, AG, AK e
DMSO frente a cada microrganismo utilizado estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 11. Resultados da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), para cepas
bacterianas.

Cepas bacterianas EH F3 AG AK DMSO
P (MgmL-1) (ug.mLY) (ugmL?) (ug.mL?) (% viv)
S. pyogenes (ATCC 19615) 12,5 12,5 3,125 3,125 >10
S. agalactiae (ATCC 13813) 12,5 12,5 <100 3,125 >10
S. aureus (ATCC 25923) 100 100 25 >100 >10
S. aureus (N315) 200 200 50 >100 >10
S. aureus (BEC9393) 200 200 100 >100 >10
S. aureus (ATCC 29213) >400 >400 >100 >100 >10
S. aureus (ATCC 19615) >400 >400 >100 >100 >10
S. epidermidis (ATCC 12228) >400 >400 >100 >100 >10
E. coli (ATCC 25922) >400 >400 >100 >100 >10
E. coli (ESBL176) >400 >400 >100 >100 >10
E. faecalis (ATCC 29212) >400 >400 >100 >100 >10
S. typhimurium (UK1) >400 >400 >100 >100 >10
K. pneumoniae (ATCC >400 >400 >100 >100 >10
10031)
S. mutans (ATCC 25175) >400 >400 >100 >100 >10

Fonte: Préprio autor.

Sendo: CIM: concentragdo inibitéria minima; EH: extrato hexanico das folhas da
Sphagneticola trilobata, F3: Fracdo 3, AG: Acido grandiflorénico, AK: Acido Caurendico e
DMSO: Dimetilsulfoxido.
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Na CIM o extrato hexanico (EH) e a fracdo 3 (F3) inibiram a cepas de
S. pyogenes (ATCC 19615), S. agalactiae (ATCC 13813) e de S. aureus (ATCC
25923, N315 e BEC9393). O acido caurendico (AK) inibiu as cepas de S. pyogenes
(ATCC 19615) e S. agalactiae (ATCC 13813). O &cido grandiflorénico (AG) inibiu as
cepas de S. pyogenes (ATCC 19615), S. agalactiae (ATCC 13813) e de S. aureus
(ATCC 25923, N315 e BEC9393)

A cepa de S. agalactiae (ATCC 13813) foi inibida apenas pelo EH, F3
e AK. Ja as cepas de S. aureus (ATCC 29213 e ATCC 19615), S. epidermidis (ATCC
12228), E. coli (ATCC 25922, ESBL176), E. faecalis (ATCC 29212), S. typhimurium
(UK1) e K. pneumoniae (ATCC 10031) ndo foram sensiveis a esses compostos.

Esse resultado também foi encontrado por BARATTO e
colaboradores (2008), onde o autor utilizou varios extratos de M. laevigata, de modo
que nas concentracdes testadas ndo houve atividade antibacteriana significativa para
as linhagens de S. aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC 25992), P. aeruginosa (ATCC
27853), E. faecalis (ATCC 29212) e E. faecium (ATCC 10541). Para esses autores 0S
resultados encontrados séo, de certa forma, inesperados, se levados em conta 0 uso
popular da espécie utilizada (M. laevigata) como antisséptico e outros estudos
publicados com espécies de guaco.

Portanto, comparando as atividades entre EH, F3 e AG podemos
observar que o AG é um dos compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana
em EH e F3 frente as cepas S. pyogenes (ATCC 19615), S. aureus (ATCC 25923,
N315 e BEC9393), pois o composto isolado (AG) apresenta atividade superior (3,125
ug mLt) se comparado ao EH e ao F3 (12,5 ug mL™?).

Também foi possivel observar que o AG ndo € um dos responsaveis
pela atividade antimicrobiana de EH e F3 frente a cepa de S. agalactiae (ATCC
13813), j&4 que o AG néo inibiu essa cepa bacteriana nas concentragdes testadas,
enquanto o EH e o F3 obtiveram resultado satisfatorio de inibicdo (menor que 100 ug
mL1). O DMSO, a partir de testes realizados com todas as bactérias utilizadas, ndo
apresenta atividade antimicrobiana na concentragao utilizada (5% v / v).

As cepas bacterianas que foram inibidas pelo extrato EH, fracdo F3 e
AG foram, em sua totalidade, cepas bacterianas pertencentes ao grupo das Gram
positivas. Esse resultado provavelmente esta relacionado com as diferengcas nas
composic¢des quimica e estrutural da parede celular bacteriana. As paredes celulares

das bactérias Gram negativas apresentam maior concentracao de lipideos. Assim,
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observa-se que as bactérias Gram positivas sdo mais permeaveis devido a menor
concentracdo de lipideos em sua parede celular (VOLPATO, 2005). Resultado similar
foi encontrado por SILVA e colaboradores (2002), onde o acido caurendico e as
fracbes hexanica, diclorometano, acetato de etila e butandlica obtidos da M.
lanuginosa, apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias S. aureus, S.
epidermidis e B. cereus e foram inativos contra as bactérias Gram negativas testadas.

O resultado encontrado nos testes de CIM foi similar ao encontrado
por diversos autores. Como por exemplo, o resultado obtido por BRASILEIRO e
colaboradores (2006), onde o extrato etandlico das folhas de M. hirsutissima néo
apresentou atividade antibacteriana contra E. coli (Gram negativa), no entanto
mostrou-se ativo contra S. aureus (Gram positiva). Outro resultado similar foi obtido
por AL-SNAFI (2016), onde o extrato e os diterpenos, 6-desoxododiona (11-hidroxi-7,
9 (11), 13-abietatrien-12-ona) e taxodiona, isolados dos frutos de Cupressus
sempervirens apresentaram potentes atividades antibacterianas contra Gram positiva
(S. aureus), porém, apresentaram baixa atividade contra Gram negativas (E. coli, P.
aeruginosa, Salmonella typhi).

Porém, as andlises de CIM feitas para avaliar o potencial
antimicrobiano dos diterpenos biotransformados isolados (C1 e C2) frente as cepas
de S. pyogenes (ATCC 19615), S. agalactiae (ATCC 13813), S. aureus (ATCC 25923,
ATCC 29213, ATCC 19615, N315 e BEC9393), S. epidermidis (ATCC 12228), E. coli
(ATCC 25922, ESBL176), E. faecalis (ATCC 29212), S. typhimurium (UK1) e K.
pneumoniae (ATCC 10031) e S. mutans (ATCC 25175) demonstraram que estas
cepas nao foram sensiveis a estes compostos biotransformados nas concentracdes
testadas (0,781 pg mL™* a 100 pg mL1).

Esses resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por
PORTO e colaboradores (2009) ,onde a presenca de dois grupos doadores de
hidrogénio no esqueleto diterpénico do tipo pimarano ocasionou diminuicdo da
atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana dos diterpenos esta relacionada
ao esqueleto hidrofébico e a uma porcgéo hidrofilica oxigenada (PORTO et al., 2009).
O que é reforcado por URZUA e colaboradores (2008), relatando que a presenca de
um segundo grupo doador de hidrogénio no esqueleto diterpénico promove a reducao
ou suspensao da atividade antimicrobiana.

Esses dois trabalhos apontam dois motivos principais para relacéo

entre atividade antimicrobiana e hidroxilacdo no esqueleto diterpénico, o primeiro
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deles é que a diminuic&o da lipofilicidade pode levar a diminui¢do da interagdo com a
membrana, o segundo motivo € a competicdo existente entre as interacdes
intramoleculares e as ligacbes de hidrogénio intermoleculares entre 0s grupos
doadores de hidrogénio e a membrana celular. Ou seja, com a biotransformacao,
grupos hidroxilas ligaram-se ao esqueleto hidrofébico, tornando-o muito mais
hidrofilico, justificando a diminuicdo da atividade antimicrobiana dos acidos
biotransformados, em relacdo ao acido grandiflorénico.

Ao comparar os resultados das atividades antibacterianas observou-
se que houve diferenca entre a metodologia de disco difusdo e a metodologia da CIM.
Pode-se considerar que o método CIM foi a melhor opcdo para determinar a atividade

antimicrobiana, por fornecer dados quantitativos.

4.3.3 Atividade Hemolitica em Glébulos Vermelhos Humanos

O teste de hemdlise in vitro tem sido utilizado como uma das
metodologias de triagem para diversos agentes toxicos e para avaliacdo toxicoldgica
de diferentes plantas (GANDHI; CHERIAN, 2000).

Apbs a realizacdo dos ensaios biologicos de disco difusdo em agar e
de concentracao inibitéria minima (CIM), foi necessario a realizacdo do ensaio de
atividade hemolitica em glébulos vermelhos humanos (GVH) para avaliar a toxicidade
dos compostos. Estudos encontrados na literatura indicam que algumas substancias
vegetais, tais como, polifendis, diterpenos, entre outros, podem causar danos as
membranas de globulos vermelhos e produzir hemdlise (COSTA-LOTUFO et al.,
2002).

O resultado da atividade hemolitica em GVH dos compostos testados
neste trabalho demonstra que apenas a fracdo 3 (F3), o acido grandiflorénico (AG) e
o0 acido caurenoico (AK) apresentam atividade hemolitica, com porcentagem de
hemolise de 6,60% para o F3, 50,14% para o AK e 73,05% para o AG, correspondente
a concentracédo de 500 pug mL?! de cada composto. JA& o extrato hexanico (EH) e os
acidos biotransformados (C1 e C2) ndo apresentaram atividade hemolitica para GVH
nas concentracdes utilizadas (31,5 pug mL* a 500 pg mL?). Também foi possivel
observar que o controle feito com DMSO néo foi téxico para GVH na concentracao
utilizada nos compostos (10%). Assim como o controle positivo apresentou 100% de
toxicidade em GVH (Triton X-100 a 1% v / v).
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Utilizando os valores de absorbéancia obtidos experimentalmente na
equacao 1, foi possivel estimar o CCso hemolitico para o F3, ou seja, a concentracéo
de F3 capaz de hemolisar 50% das células sanguineas, conforme € mostrado na
Figura 37.

Figura 37. Atividade hemolitica do F3 em diferentes concentracoes.
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Fonte: Préprio autor.

Com a equacéo da reta obtida pelo gréfico (Figura 37) temos que a
CCso estimada para o F3 é de aproximadamente 3600 pug mL™.

Utilizando os valores de absorbancia obtidos experimentalmente na
equacao 1, também foi possivel estimar o CCso hemolitico para o AK. A CCso para o
AK foi de aproximadamente 500 pug mL™, utilizando a equacéo da reta obtida pelos
dados experimentais (Figura 38).

Apesar da CCso do AK ser bem menor que o F3, ou seja, cerca de 7
vezes mais toxicos para GVH que o F3, esse resultado é satisfatorio, visto que a
concentracdo inibitéria minima (CIM) para as cepas bacterianas sensiveis a este
composto esta na faixa de 3 a 12 ug mL?, ou seja, menos de 1% dos GVH iriam ser
hemolisados pelo AK. Isto quer dizer que o AK pode produzir instabilidade na

membrana de GVH e eventualmente causar hemoélise com aumento dessa dose.
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Figura 38. Atividade hemolitica do AK em diferentes concentracdes.
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Utilizando os valores de absorbancia obtidos experimentalmente na
equacao 1, também foi possivel estimar o CCso hemolitico para o AG. A CCso para o
AG foi de aproximadamente 160 pg mL?, utilizando a equacédo da reta obtida pelos

dados experimentais (Figura 39).

Figura 39. Atividade hemolitica do AG em diferentes concentracoes.
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Apesar da CCsodo AG ser bem menor que a CCso do F3 e do AK, ou
seja, mais de 20 vezes mais toxico para GVH que o F3 e cerca de 3 vezes mais toxico
para GVH que o AK, esse resultado é satisfatorio, visto que a concentracao inibitoria
minima (CIM) para as cepas bacterianas sensiveis a este composto esta na faixa de
3 a 12 pg mL%, ou seja, menos de 5% dos GVH iriam ser hemolisados pelo AG. Isto
quer dizer que o AG pode produzir instabilidade na membrana de GVH e
eventualmente causar hemolise com aumento dessa dose.

Resultado similar foi encontrado por BALEKAR; NAKPHENG;
SRICHANA (2013), ensaios hemoliticos realizados em GVH n&o mostraram
evidéncias de hemoélise com &cido grandiflorénico até 8 ug mL*?, assim, o AG pode
ser utilizado para feridas abertas e crbnicas.

A diminuicdo da atividade hemolitica em GVH nos acidos
biotransformados (C1 e C2) em comparacdo com AG e AK ja era esperada, uma vez
gue houve aumento da polaridade desses compostos com a insergéo de hidroxilas no
esqueleto caurano do AG. Com base nesses dados, pode-se propor que com 0O
aumento da polaridade ocorre a diminuicdo da hemdlise dos GVH. Entdo pode-se
dizer que a atividade hemolitica encontrada no AG deve-se em grande parte por se
tratar de um composto com baixo grau de polaridade e que os acidos
biotransformados néo apresentaram atividade hemolitica por apresentarem um maior
grau de polaridade.

A Lipossolubilidade (Log P) é conceituado como o coeficiente de
particdo de uma substancia entre uma fase organica e uma fase aquosa, isto €, a
razao entre a concentracdo de farmaco que tende a ficar na fase orgénica e a
concentracdo de farmaco que tende a permanecer na fase aguosa num modelo de
dois compartimentos. Este modelo mimetiza o que ocorre no organismo, dando a
informacéo sobre o perfil de afinidade do farmaco ao 6Oleo (octanol) ou a agua.
Portanto quanto maior a lipossolubilidade maior a afinidade do farmaco pela fase
organica (oleosa), isto é, maior a facilidade deste farmaco de atravessar as
membranas plasmaticas constituidas de uma bicamada lipidica (fosfolipidios).

Com os valores obtidos de log P (Tabela 16), utilizando o programa
molispiration, foi possivel verificar que os diterpeno biotransformados (C1 e C2) tem
menor facilidade de atravessar as membranas plasmaticas quando comparados aos
diterpeno AG e AK. Este fator explica o motivo dos diterpeno biotransformados (C1 e

C2) nao apresentar acdo microbiana nos testes realizados anteriormente.
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Tabela 12. Valores de lipossolubilidade para os diterpenos isolados.

] Composto Lipossolubilidade (log P)
Acido Caurendico (AK) 4,67
Acido Grandiflorénico (AG) 4,48
C1 3,75
C2 3,75

Fonte: Proprio autor.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que o0s
processos de obtencdo do &cido grandiflorénico (AG) a partir da Sphagneticola
trilobata foram efetivos, com rendimento aproximado de 1,5%. O rendimento foi
semelhante ao observado em pesquisas anteriores, mostrando que esta etapa foi bem
conduzida.

Tratando-se de atividade antimicrobiana, o AG apresentou uma
concentragdo minima inibitéria (CIM) de 3,125 pug mL? para a cepa bacteriana S.
pyogenes (ATCC 19615), valor semelhante ao encontrado pelo acido caurendico (AK),
porém, o AG apresentou maior atividade antimicrobiana relativa frente a cepas de S.
aureus (ATCC 25923, N315 e BEC9393) com um CIM de 25 pug mL™*, 50 uyg mL? e
100 pug mL1, respectivamente. Os resultados obtidos por AG apresentaram uma maior
atividade antimicrobiana comparados com os seus precursores, extrato hexanico (EH)
e a fracdo 3 (F3), comprovando que o AG € um dos responsaveis pelas atividades
antimicrobianas do EH e do F3. Os diterpenos isolados a partir da biotransformacao
do AG (C1 e C2) ndo apresentam acao antimicrobiana nas concentracfes testadas
(0,781 pg mL* a 100 pg mL1). Este fato deve ter ocorrido devido a adigdo de hidroxilas
no esqueleto diterpénico, diminuindo a interagdo dos compostos com a membrana dos
microrganismos e tornando-os muito mais hidrofilicos. O AG apresentou
lipossolubilidade (Log P) de 4,48, enquanto os compostos biotransformados
apresentaram Log P de aproximadamente 3,8. Portanto a biotransformagé&o reduziu a
Log P e consequentemente dificultou a passagem dos compostos biotransformados
pelas membranas plasmaticas dos microrganismos.

No que diz respeito a atividade hemolitica frente aos gldbulos
vermelhos humanos (GVH), pode-se concluir pelos resultados obtidos que o fungo
Cunninghamella echinulata biotransformou o AG em compostos que nhao se
apresentaram toxicos para os GVH, diferentemente do AG que apresentou um CCso
de aproximadamente 160 pug mL1, valor 20 vezes mais téxicos para GVH que o F3 e
cerca de 3 vezes mais toxico para GVH que o AK. Porém este resultado é satisfatorio,
visto que, menos de 5% dos GVH iriam ser hemolisados pelo AG, na concentracao de

3,125 ug mL?, frente a cepa bacteriana S. pyogenes (ATCC 19615).
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InvestigacOes adicionais devem ser realizadas posteriormente, sendo
gue 0 primeiro passo seria a obtencdo destes derivados em maior quantidade com
vistas a realizacdo de diferentes bioensaios. Etapas posteriores deste estudo ainda
poderia envolver o isolamento das enzimas responsaveis por tais reacdes de modo a
se compreender as transformacdes envolvidas com maiores detalhes.

Em suma este trabalho obteve importantes conclusdes acerca dos
processos de transformacfes microbianas de uma importante classe de produtos

naturais com importancia ecoldgica e farmacoldgica.
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