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RESUMO

A comercializacéo e aplicacédo de produtos naturais sao tendéncias em expansio no
mercado brasileiro e mundial, cujos terpenoides bioativos como 0 acido caurendico
(AC) e acido desidroabiético (AD), apresentam potencial para desenvolver novo
farmaco. No trabalho o extrato das raizes de Sphagneticola trilobata (L.) Pruski foi
submetido a diversas técnicas cromatograficas para isolar AC e AD, sendo ambos
identificados através de métodos espectroscépicos de Ressondncia Magnética
nuclear, RMN ('H e '3C). A atividade antimicrobiana foi avaliada de AC e da BioAgNP
contra Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli procedendo
determinacdo da concentragao inibitéria minima (CIM) e, promoveu-se a associagao
de AC com Nanoparticula Biogénica (BioAgNP), pela técnica de checkerboard. As
estruturas moleculares de AC e AD foram confirmadas pelo método de RMN. Em
relagdo aos ensaios microbioldgicos, a BioAgNP inibiu o crescimento do S. aureus
com CIM de (125uM), E. coli de (31,25uM) e a C albicans (7,81uM). O AC inibiu o S.
aureus em com CIM de (125uM), mas nao ocorrendo o mesmo com E. coli e C.
albicans. A associacao BioAgNP com AC apresentou efeito sinérgico contra S. aureus,
antagonista para E. coli, e aditivo para C. albicans, devendo-se prosseguir estudos

futuros visando maior aplicabilidade dessa associagdo com seguranga e eficacia.

Palavras chave: diterpenos, antimicrobiano, isolamento, terpenos, nanoparticula de

prata biogénica.
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ABSTRACT

The commercialization and application of natural products are expanding trends in the
Brazilian and world markets, whose bioactive terpenoids, such as kaurenoic acid (KA)
and dehydroabietic acid (DA), have the potential to develop new drugs. In this work,
the extract of the roots of Sphagneticola trilobata (L.) Pruski was submitted to several
chromatographic techniques to isolate KA and DA, both identified by nuclear magnetic
resonance spectroscopic methods, NMR (1H and 13C). The antimicrobial activity was
evaluated of KA and BioAgNP against Candida albicans, Staphylococcus aureus and
Escherichia coli by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and, the
association of KA with Biogenic Nanoparticle (BioAgNP) was promoted by the
checkerboard technique. The molecular structures of KA and DA were confirmed by
NMR method. Regarding microbiological assays, BioAgNP inhibited the growth of S.
aureus with MIC of (125uM), E. coli of (31.25uM) and C. albicans (7.81uM). KA
inhibited S. aureus at MIC of (125uM), but not the same with E. coli and C. albicans.
The association BioAgNP with KA showed synergistic effect against S. aureus,
antagonist for E. coli, and additive for C. albicans, and future studies should be pursued

aiming a greater applicability of this association with safety and efficacy.

Keywords: diterpenes, antimicrobial, isolation, terpenes, biogenic silver nanoparticle.
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1. INTRODUGAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais seguiu a humanidade com continua
evolugdo, trazendo beneficios incomensuraveis a espécie humana. A busca de
propriedades curativas vegetais € uma das primeiras manifestagdes de uma longa luta
humana para uso favoravel de natureza, pratica ancestral eficaz de todo povo
originario (TORRES et al., 2005).

As descobertas de propriedades medicinais ou nocivas de plantas
ocorriam empiricamente, observando comportamento dos animais ou mesmo
humanos frente ao comportamento dos animais ou mesmo humanos sob contato
através de alguma via de absorgéo. As valiosas informagdes, inicialmente transmitidas
verbalmente as geracgdes, passaram a ser compiladas e arquivadas apos surgimento
da escrita (ROCHA, 2013).

O resgate da aplicacao de plantas medicinais decorre pela facilidade no
acesso, aliado a caracteristica saudavel, por ser natural. Embora, o uso indiscriminado
tende a aumentar as interagdes medicamentosas devido os inumeros compostos
presentes, podendo gerar sinergismo ou antagonismo farmacolégico despertando
interesse cientifico (BALBINO; DIAS, 2010).

Plantas medicinais apresentam diversas moléculas oriundas de
metabolismo primario e secundario, sendo o ultimo responsavel por originar moléculas
bioativas (TAIZ; ZEIGER, 2006). E imprescindivel o conhecimento sobre rotas
metabdlicas biossintéticas classificadas em trés grupos principais: 0os compostos
fendlicos, alcaloides e terpenos. Os compostos fendlicos sdo derivados de acido
chiquimico e do acido mevalbnico, enquanto os alcaldides derivam de aminoacidos
tirosina e triptofano e, do acido chiquimico. Os terpenos originam da via de mevalonato

e condensagado de moléculas de glicose (LOPEZ, 2006).
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1.2. SPHAGNETICOLA TRILOBATA L. PRUSKI

Sphagneticola ftrilobata L. Pruski, pertencente a familia Asteraceae,
anteriormente denominada de Wedelia paludosa e Acmella brasilienses, € uma
herbacea rasteira com longo periodo de vida e floragao ao longo do ano (Figura 1).
Popularmente & conhecida como pseudo-arnica, arnica-do-mato, arnica-do-brejo,
vedélia, mal-me-quer do brejo, margaridao, pingo-de-ouro ou picdo da praia (BATISTA
et al., 2007; FUCINA et al., 2012). A espécie apresenta alto indice de enfolhamento,
folhas simples, trilobadas e inflorescéncia do tipo capitulo isolado de coloragéo
amarela. A distribuicdo geografica € ampla, abrangendo toda Ameérica Latina,
principalmente nas regides tropicais umidas, do México a Argentina (FERNANDES;
RITTER, 2009); no Brasil, ocorre em todas as regides (MONDI; BRINGEL, 2015).

Figura 1 — Florescéncia da S. trilobata Pruski.

Fonte: MONDIN; EGGERS, FERREIRA, 2010.
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A espécie é considerada ornamental, sendo recomendada para jardim,
seja em locais secos ou umidos e sombreados, cuja estrutura rustica permite
sobrevivéncia em umidade excessiva, ou seca. A medicina popular utiliza a espécie
contra gripe, resfriado, enxaqueca, além de dor muscular, reumatismo, ulcera e artrite
(MEENA et al. 2011, SANTOS et al.,, 2015; BALEKAR et al., 2012). Estudos
fitoquimicos, demonstraram maior concentracdo de compostos com natureza
esteroidal como estigmasterol (FUCINA et al., 2012), representado por cauranos
(BACCARIN et al., 2009).

1.3. TERPENOIDES

Os terpenoides se envolvem em diferentes fungdes nos vegetais, tendo
sua biossintese dividida em duas rotas principais. Temos uma derivada direto do ciclo
de Calvin-Benson, que conduz a formacdo da 1-desoxi-D-xilulose (DOX), esse
composto é encaminhado para a formacdo de 2-metileritritol fosfato (MEP)essa
descoberta mostrou que é possivel que hemiterpenos, monoterpenos, diterpenos e
tetraterpenos sejam formados diretamente através dos carboidratos. Assim sendo,
esta via metabdlica ocorre dentro de plastideos, especialmente dentro de cloroplastos.
Isso se deve, pois, a captacdo de radiacdo luminosa e posterior conversao em
compostos reduzidos (FADH2, NADH e NADPH) pelos fotossistemas | e || permitem
que no estroma (matriz intracelular dos plastideos) ocorra a formacdo e
armazenamento de sacarideos que utiliza de CO2 como matriz para a formagéo de
moléculas bioativas (KREIS et al. 2017).

A segunda rota ocorre nos cloroplastos a partir da glicose, com a
formacao de intermediarios-chave:1-desoxi-D-xilulose e MEP - originado IPP e
DMAPP, sendo esta via metabdlica conhecida como, a via do acido mevalbnico,
derivando ciclo de Krebs, a qual é responsavel pela oxidacdo de metabdlitos primarios
(essencialmente carboidratos e lipidios) para formagado de energia metabdlica na
forma de trifosfato de adenosina (ATP). A via ocorre utilizando de acetil-Coenzima A

na degradacao de metabdlitos primarios para formacao de acidos organicos. Nesse



16

aspecto, o acido mevaldnico sofre agdo de outras enzimas, transformando em
triterpenos, esteroides e sesquiterpenos. Essa via ocorre na matriz intracelular da
mitocondria. Em ambos os sistemas, os compostos formados sao levados ao
hialoplasma celular por meio de canais transmembrana, conferindo motilidade a esses
metabolitos (SIMOES, 2017; TAIZ et al., 2017).

O IPP e o DMAPP reagem do classico modelo “cabecga-cauda” iniciando a
formacgao de esqueletos terpénicos organizados de acordo com o numero de unidades
isoprénicas (5C), monoterpenos (C1o), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (C2o),
triterpenos (Cao), tetraterpenos (Cao) e politerpenos. A classificagédo ocorre conforme
origem biogenética e de acordo com o numero de ciclizagdo exibidos por esqueleto
estrutural. A figura 2 apresenta diterpenos policiclicos, tendo aciclicos (fitanos),
biciclicos (labdanos, halimanos, clerodanos), triciclicos (pimaranos, abietanos,
cassanos, rosanos, vouacapanos, podocarpanos), tetraciclicos (trachlobanos,
cauranos, afidicolanos, estemodanos, estemaranos, beyeranos, atisanos,
giberelanos), diterpenos macrociclicos (taxanos, cembranos, dafnanos, tiglianos,
ingenanos) e compostos mistos (HANSON, 2004, 2009).

Figura 2 - Estrutura de diterpenos A-biciclicos (ex. labdano), B-triciclicos (ex.

abietano) e C-tetraciclicos (ex. caurano) respectivamente.

HyC

H;C

A
Fonte: Propria autora, 2023.

Dentre os terpendides os diterpenos, tetraciclicos compostos por grupos
de C20 sdo moléculas de baixa volatilidade e pertencem a uma classe com ampla
variedade de esqueletos, com ocorréncia principalmente em plantas superiores e,
associados as resinas. Entre diterpenos destaca-se as giberelinas, hormdénios
vegetais associados a germinagao de semente, alongamento e cicatrizagao caulinar

vegetal. Outro exemplo é o acido caurendico comum no género Sphagneticola,
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Viguiera, Copaifera, Annona e Xylopia (DA COSTA,1996, FERNANDEZ-MARTIN,
2000; ARCIA, 2007).

1.4. ACIDO CAURENOICO (AC)

O acido caur-ent-16-em-19-oico (Figura 3) é um diterpeno cauranico
tetraciclico (VILLA-RUANO et al., 2016) originado pela via de mevalonato, € um
intermediario envolvido no metabolismo primario e secundario de planta. As
evidéncias cientificas destacam que este composto seja o mais relevante de origem
natural, com atividade farmacolégica, sendo um composto muito atraente para o
desenvolvimento de novos medicamentos (CROTEAU et al., 2000). A ocorréncia de
AC foi comprovada em toda a planta S. trilobata (L.) Pruski, principalmente nas raizes
(BACCARIN et al., 2009). Também isolados do guaco (Mikania glomerata Sprengel)
(BANUTH, 1996) da copaiba (Copaifera ssp) (BIVIATTI, 2006) e da arnica brasileira
(Solidago chilensis) (COOPER-DRIVER,1987, BOHLMANN, 1980).

Figura 3 - Estrutura molecular do Acido caurendico.

Fonte: Propria autora, 2023.

O AC é amplamente citado na literatura pela agéo anti-inflamatdria
(PAIVA et al., 2002), inibigdo moderada de enzima Cox-1 e fracamente a Cox-2 (LIM
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et al., 2009), bloqueando a producédo de TNF-a e IL-1B induzidos por carragenina

(MIZOKAMI et al., 2012), entre outros mecanismos anti-inflamatorios.

Determinados estudos descreveram citotoxicidade contra certas
linhagens de células tumorais in vitro (CAVALCANTI et al., 2006), assim como previne
a asma induzida por antigenos através da desregulamentagdo das vias Th2 e
NFkB/citocinas-relacionadas (BORGHI, DOMICIANO, RASQUEL-OLIVEIRA, 2022).
A substancia também exibe agao diurética, vasodilatadora, hipoglicemiante (GARCIA,
OLIVEIRA, BATISTA, 2007), relaxante muscular, atividade tripanocida (FUCINA et al.,
2012), leishmanicida (CANDIDO, 2016), antifungica contra Candida albicans e
antibacteriana a Staphylococcus aureus e S. epidermidis (SANTOS, 2005).

1.5. ACIDO DESIDROABIETICO (AD)

O AD, comum nas Pinaceas, € um diterpeno abietano triciclico,
composto por 20 atomos de carbono (Figura 4) e, originam na via mevalonato na rota
dos labdanos, sendo relatado principalmente em Pinus elliottii e outras coniferas como
Picea, Larix e Abiese, estando relacionada ao sistema de defesa. Diversos estudos
cientificos relatam inUmeras atividades como agao anti hipertensiva (JAEYOUNG et
al., 2021), atividade antiparasitaria para Trypanosoma cruzi e promastigotas de L
braziliensis e L. infantum (PERTINO et al., 2021), L. donovani e T. cruzi VAHERMO
et al., 2015), atuando nas formas promastigotas e amastigota de L. amazonensis
(GONCALVES, 2018) demonstrou atividade bacteriana contra S. epidermidis, numa
cepa multirresistente (LEANDRO, 2014) e S. aureus (FALLARERO, 2013) atuou com
acgao antiinflamatdria (KIM et al., 2014) e na regulagao da proliferagdo das células do

cancer gastrico (KIM et al., 2021).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Leandro+LF&cauthor_id=25261060
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kim+E&cauthor_id=30934981
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kim+E&cauthor_id=30934981
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Figura 4 - Estrutura do acido desidroabiético

HO

Fonte: Propria autora, 2023.

1.6 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

O isolamento e purificagao de produtos naturais se procede de diversas
técnicas, com destaque a cromatografia baseada em separagao fisico-quimica,
fundamentada na migracdo diferencial dos componentes numa mistura devido a
interagbes entre duas fases imisciveis, denominadas de fase movel e fase
estacionaria; a imensa variedade de combinacgdes entre fases moveis e estacionarias
torna a técnica extremamente versatil e de ampla aplicacdo (DEGANI et al., 1998).

As técnicas utilizadas visando o isolamento de compostos naturais sdo:
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDP), Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV), Cromatografia Liquida
de Média Pressdo (CMP — cromatografia “flash”) e a Cromatografia Liquida de Alta
eficiéncia (CLAE) e U-HPLC, acoplados a detectores especificos.

A cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC) € uma técnica
de rapido e facil desempenho, sendo amplamente usada em laboratérios com
amostras pequenas (1-100ug). Sendo util para analisar a pureza de um composto,
determinar o numero de componentes em uma mistura, determinar o solvente para
um ensaio cromatografica e monitorar a separagdo de uma coluna cromatografica ou
acompanhar o desenvolvimento de uma reag¢ao. é baseada na adsorgéo liquido—
solido, seu mecanismo de separacdo acontece pela diferenca de afinidade dos
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componentes de uma mistura pela fase. Ja a fase mével é definida e acordo com a
natureza da amostra, podendo ou nédo ser em gradiente. A silica € principal fase
estacionaria utilizada na CCD e CLV (AMORIM, 2019).

Sao compostas, por uma fase movel e uma fase estacionaria, logo, é
necessario a fase movel passar pela amostra e interagir, conforme for eluindo a
separagao vai ocorrendo através da polaridade dos compostos e da interagédo com a
fase movel. A CLV e a Flash sdo colunares, muito utilizadas para isolamento de
produtos, ambas as fases sdo acondicionadas em tubos cilindricos, geralmente de
vidro, de didmetros variados sao utilizadas diferentes silicas como adsorvente para
essas colunas requerendo, dessa forma, a utilizacdo de um sistema de vacuo e
bombeamento, respectivamente (DEGANI et al., 1998). E por estes motivos que a
combinagdo de técnicas de cromatografia foi utilizada neste experimento para o

isolamento e purificacdo do acido caurendico e acido desidroabietico.

1.7. NANOPARTICULA DE PRATA BIOGENICA

O desenvolvimento e utilizacdo das nanoparticulas tém crescido cada vez
mais e possibilitando novas intervengdes terapéuticas (HAMED et al.,, 2017). A
biossintese das nanoparticulas (NP) ocorre de diversas formas, seja por métodos
quimicos, fisicos ou bioldgicos, sendo o sistema biolégico denominado de biogénicas
(BioAgNPs). Os métodos quimicos sao desvantajosos devido ao alto custo com
reagentes toxicos e solugdes, alto gasto de agua, instabilidade das nanoparticulas
(ZHANG et al., 2011; SINTUBIN et al., 2012).

A busca por métodos de producdo verde, denominada de métodos
“ecoeficientes”, tém preferéncia pela vantagem em apresentar as rotas de sintese
simples, econbmicas, ecologicamente corretas com alto rendimento utilizando
tecnologia verde, gerando produtos ndo-tdxicos (DURAN 2011; SANKAR et al., 2013;
SINGH et al.,2014). Porém, as desvantagens da utilizagdo de microrganismos na

biossintese de nanoparticulas de prata incluem o controle do crescimento microbiano,
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a heterogeneidade do meio de cultivo, controle do tamanho de nanoparticulas e
ampliagéo de escala (QUESTER et al., 2013).

As nanoparticulas de prata apresentam diversas vantagens como
estabilidade quimica, maleabilidade, atividade catalitica, relativo baixo custo de
producao e principalmente potente agdo antimicrobiana. Dessa forma, as BioAgNP
sao amplamente utilizadas em varias aplicagbes como alimentos, cosmetologia, no
recobrimento de dispositivos médicos, na confecgdo de formulas semi-solidas
(DURAN et al., 2010). O mecanismo bactericida ndo é claramente compreendido;
sugere-se que ha multiplos mecanismos de acdo (HERMAN, 2014). Entre mecanismo
investigado, salienta-se a desintegracdo e aumento da permeabilidade de superficie
celular, conduzindo a inativagdo de enzimas bacterianas pela interagdo com grupos
de tiol, exaustdo de ATP intracelular, danos no DNA, induzindo formagéo radicais
livres (LI et al., 2010; KIM et al., 2011; THEOPHEL et al., 2014). Embora as BioAgNP
apresentem excelentes propriedades antimicrobianas, as bactérias podem
desenvolver resisténcia a prata por alteragdes genéticas (LOSASSO et al., 2014;
GRAVES et al.,, 2015), sugerindo a importancia de diversas combinagdes
antimicrobianas para minimizar o surgimento de resisténcia (FISCHBACH, 2011;
BASS et al., 2015; BOLLENBACH, 2015).

1.8. MICRORGANISMOS DE IMPORTANCIA MEDICA

Os microrganismos de nossa microbiota natural tendem a ser os
responsaveis pelas patologias causadas por desequilibrio multifatorial, nesse aspecto
a Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva muito relevante, ja que é um
desafio a saude publica pela alta taxa de prevaléncia e letalidade, além de importancia
clinica e epidemioldgica, € responsavel por infecgdes adquiridas na comunidade e
hospitalares (DIEKEMA et al., 2001; SALES e SILVA, 2012), estando associado a
episédios graves de pneumonia, osteomielite, endocardite e outras manifestagoes
clinicas (MALTEZOU e GIAMARELLOU, 2006). S. aureus também faz parte dos
ESKAPEE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
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Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. e Escherichia
coli)(MULANI et al., 2019) sendo cepas multirresistentes ja detectas em diversos
ambientes, preocupante a saude populacional (VIVAS et al., 2019 ; RODRIGUEZ-
SERRANO et al., 2020).

Entre bactérias Gram-negativas, E. coli € a principal representante da
classe, € encontrada no trato gastrointestinal humano, também causam abcessos,
meningite, podendo levar a sepse. Problemas adicionais decorrem de cepas
multirresistentes, podendo ser encontradas em alimento, e sdo capazes causar

infeccdes alimentares em humano (DIEKEMA et al. 2001).

Um representante importante entre fungo leveduriforme é Candida
albicans, um oportunista agente de candidemia tendo como fator de risco, os cateteres
venosos centrais em ala hospitalares, permitindo atingir a corrente sanguinea
(SPELBERG et al., 2012).

Embora cada uma dessas doencas tenha tratamento especifico, € de suma
importancia descobrir novas alternativas terapéuticas para alcancar um tratamento
efetivo e seguro, visto que os medicamentos convencionais existentes no mercado
sao ineficazes e desafiadores a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), devendo
estudos a avaliar novas alternativas (KARROUCHI et al., 2018).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.842600/full#B159
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.842600/full#B130
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.842600/full#B130
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar terpendides de S. trilobata L. Pruski, analisar a atividade
antimicrobiana do AC e a associacdo do AC com a BioAgNP e avaliar frente a S.

aureus, E. coli e C. albicans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e lIsolar e purificar o acido caurendico e acido desidroabiético proveniente do
extrato hexanico da S. trilobata L. Pruski;

o Identificar a estrutura quimica destes compostos através de métodos
espectroscopicos;

o Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) do AC frente a S. aureus, E.
coli e C. albicans;

o Determinar da atividade antimicrobiana da associacao da BioAgNP com AC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. EQUIPAMENTOS E REAGENTE

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) procedeu-se por Espectrometro Bruker
Modelo Avance |ll operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para '3C, equipado com
uma sonda multinuclear inversa (BBI) de 5 mm, sendo analise realizada no Laboratorio
de Espectroscopia da Central Multiusuaria de Laboratorio de Pesquisa (CMLP) da
PROPPG/UEL. Rota evaporador com banho maria acoplado Yamato scientific,
BM500; Ultrassom Ecosonics EN631, Q38/40 Brasil, 2012; Capela exaustora de
gases Lucadema LUCA-80/216, 2012. Brasil; Silica gel 60 para CLV 0,063-0.2mm de
70 a 230 mesh, Macherey-Nagel, Alemanha; Microplaca 96 pogos, de fundo plano,
KASVI.

3.2 LOCAL DE ESTUDO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotransformagao de
Fitoterapicos (LabBiotransfito) - DCF/CCS, Laboratério de Bacteriologia Basica e
Aplicada (LBBA/UEL) da Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR.

3.3 COLETA DE SPHAGNETICOLA TRILOBATA(L.) PRUSKI

As raizes foram coletadas na ACEL (Associagao Cultural Esportiva de
Londrina) - Estrada Major Archilles Pimpao, 2300 - Jardim Vale Verde, 86040-020, no
municipio de Londrina-PR, Brasil (“832 m de altitude, 23°20°20.87” Latitude S e
51°7'11.96” Longitude O) no periodo de outubro a novembro de 2013, correspondente
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a época de florescéncia. O material foi depositado sob identificacao (FUEL 49306) no
Herbario do Departamento de Botanica do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Estadual de Londrina, e o projeto vinculado ao Sisgen sob numero de
Cadastro: AC32DEG6.

3.4 PREPARO DO EXTRATO BRUTO

As raizes (218,18g) da S. trilobata (L.) Pruski foram secas a 40°C até total
estabilizagao, trituradas e maceradas até a exaustdo com diclorometano e seco sob
pressao reduzida a 60°C (35,83 g). O extrato bruto foi ressuspendido em cloroférmio
e particionado com metanol/agua (4:1), seguido de particdo hexano e diclorometano,

para separar substancias de maior polaridade.

3.5 FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA A VACUO

A fase hexanica foi seca e solubilizada em cloroférmio, incorporado a silica
gel 60H (300g) e submetido a CLV, obtendo-se 9 fracbes com os eluentes
(Hex:AcOEt) em gradiente crescente de polaridade (Tabela 1), secas e monitoradas
por Cromatografia de Camada Delgada Comparativa (CCDC), reveladas com

anisaldeido sulfurico a 100°C.

Apés CCDC, avaliou-se o rendimento e quantidade de manchas, sendo a
fracdo 2 selecionada para prosseguir com segunda CLV utilizando o gradiente e
polaridade (Tabela 2). A seguir, procedendo CCDC, as subfragbes, 3 (96:04 —
Hex:AcOEt) e 6 (90:10 — Hex:AcOEt) apresentaram um composto majoritario em cada

uma, sendo em ambos de facil isolamento.
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Figura 5: Fluxograma representativo das etapas do isolamento de moléculas ativas:

Coleta e
secagem raizes Maceragao com Filtragdo Extrato

S. trilobata —_— CH.CI, até — e — bruto

Pruski esgotamento secagem 13,929
218,18g l

oLV Fase Partico Ressuspendido em

== A R ==
Hexanica Hex: CH,Cl, MeOH: H20 (4:1)
l 8,932g

Selecionada

Fracao 2 2°CLV

Fonte: Propria autora, 2023.

3.6 PROCESSO DE ISOLAMENTO

3.6.1 AFRACAO 3 (96:04 — HEX:ACOET)

A fragao 3 foi submetida a uma nova CLV com fase movel 9:1 Hex:AcOEt,
massa de 70g de silica gel 60. Apds CCD foi realizada a jungcao das fragdes com o
perfil cromatografico. O compilado foi lavado com MeOH gelado (2°C) e mantido a 2°C
por 72hrs. Em seguida o cristal foi lavado por 3 vezes com etanol e o residuo nao-
solubilizado foi descartado, obtendo-se purificado totalmente cristalina, encaminhado

para analise por ressonancia magnética nuclear (RMN) (Figura 6a e 6b).
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Figura 6 - Placa cromatografica com composto ja isolado (a); Cristal isolado antes de
ser submetido ao processo de lavagem, obtido das raizes de S. frilobata (L.) Pruski

apos CLV, subfragéo 3 na proporgéao de 96:04 Hex:AcOEt (b).

(a) (b)

Fonte: Propria autora, 2023.

3.6.2 A FRACAO 6 (90:10 — HEX:ACOET)

A CCDC visualizou 2 compostos com Rf muito proximo, requerendo
cromatografia adicional para isolamento (Figura 7a). Procedeu-se entdo a
Cromatografia de Camada Delgada Preparativa (CCDP) com a silica ativada a 105°C
por 10 minutos e, submetida a corrida com a fase movel Hex:AcOEt: CHCI; (6:2:2); a
fracdo 6 obtida foi solubilizada em diclorometano (PRASNIEWSKI, 2019).

Apés a corrida, as placas foram lidas sob UV (254 nm), onde foi possivel
realizar a visualizacdo e separacdo dos compostos eluidos sobre a silica.
Posteriormente fez-se a separacao da silica e submetendo-se a sob ultrassom, com
diclorometano, para eluir o isolado adsorvido na silica (em triplicata). A seguir
procedeu-se a filtracdo, em funil de vidro, o volume final obtido foi submetido a
secagem em temperatura ambiente, a fragao cristalizada (Figura 7b) foi submetida a
analise de RMN 'H e '3C.
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Figura 7 - Placa cromatografica com antes de submeter a francdo a CCDP(a);
Cristal isolado das raizes de S. trilobata (L.) Pruski apés CCDP, subfragdo 6 na
proporcao de 90:10 Hex:AcOEt (b).

Fonte: Propria autora, 2023.

3.7 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA(CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados no Laboratério de
Bacteriologia Basica e Aplicada (LBBA) com a colaboragédo de Prof. Dr. Gerson
Nakazato. Os microrganismos utilizados foram Candida albicans (ATCC 10231),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), sendo os
ensaios realizados em duplicata e nos Padrbes de protocolo estabelecidos pelo
Clinical and Laboratory Standards Institut (CLSI).

3.7.1 DETERMINACAO DE CIM PARA BACTERIA (CLSI, 2018)

Para ativagao as culturas foram ativadas transferindo o in6culo em caldo

Mueller Hinton (MH) e incubadas em 36,5 °C por 24h, seguida de semeadura por
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técnica de esgotamento em placas de Petri com MH e incubadas sob as mesmas
condigdes. Determinadas coldnias isoladas foram transferidas para um tubo de ensaio
contendo 5mL de solugdo salina a 0,85%, a suspensado homogeneizada até a turbidez
equivalente 0,5 da escala de Mac Farland, correspondente a 1,5x108 UFC/mL e
armazenada. Na placa, fez se as diluicbes seriadas, adicionou 100uL da solugéo
estoque de cada antimicrobiano na primeira linha (A) e descendo com as diluicbes até
(H) de forma a obter concentracdes finais baixas para AC e BioAgNP. Posteriormente
as culturas de S. aureus e E. coli. ja preparadas anteriormente, foram dispensadas
em todos os pogos da microplaca(100uL) de forma a obter ao final uma concentracéo
de 10* UFC/pogo. As placas com cada uma das bactérias foram incubadas a 36,5 °C
por 24 h. A concentragao bactericida minima(CBM) foi determinada pela contagem de
UFC (Unidade formadora de colbnia) dos pogos da microplaca do ensaio de
microdiluicdo em caldo, sendo a CBM a menor concentragdo que reduz 99,9% da

populagao bacteriana.

3.7.2 DETERMINACAO DE MIC PARA FUNGO (CLSI, 2019).

Candida albicans ATCC 10231 foi ativado em caldo BHI a 37°C por 24
horas, seguida de contagem na camara de Neubauer para obter concentragdo de
1,5x108 UFC/mL. O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos testando o AC e
BioAgNP em diferentes concentracdes. Fez se a mesma sequéncia de aplicacdo do
ativo e inoculo, assim como descrito anteriormente e adigdo de caldo Mueller Hinton
(MH). A microplaca foi incubada a 37 °C por 24 horas, a CIM foi determinada através

da observagao do crescimento microbiano nos pogos pela turbidez.
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3.8 DETERMINACAO DA INTERACAO ENTRE AC E BIOAGNPS

A nanoparticula de prata biogénica da GRAL Bioativos LTDA foi cedida
gentilmente pelo Prof. Dr. Gerson Nakazato no Departamento de Microbiologia, do
Centro de Ciéncias Bioldgicas, da UEL e estd sob patente BR1 20210163755
depositada no INPI . A BioAgNP tem didametro médio: 82,73nm, sintese: bioldgica por
planta, potencial zeta: 23,27 mV, concentragcao 10mM.

A concentracgao inibitéria minima da combinagéo da BioAgNP e AC foi feita
utilizando-se a técnica de Cherkerboard, em placas de 96 pogos (ODDS, 2003). Todos

os testes foram realizados em triplicata.

3.8.1 ENSAIO CHERKERBOARD PARA BACTERIAS (CLSI, 2018),

Com base nos valores obtidos da CIM, foram preparadas solugdes dos
agentes antimicrobianos em concentragdes as quais variaram na CIM para os ativos
respectivamente. As suspensdes bacterianas foram diluidas em salina na escala 0,5
de Mc Farland (1,5 x 108 UFC/mL), e depois diluidas 1:100 em caldo MH, foram
inoculadas nos pogos, na concentragéo final de 5,0x10° UFC/mL. de cada uma das
diluicbes desses agentes antimicrobianos foram depositados 50 pyL na placa. O
BioAgNP na orientagao vertical (1 a 12) e o AC na orientagao horizontal (A a H). Em
seguida, 100uL da suspensdo bacteriana padronizada em 10° UFC/mL foram
dispensados em todos os pogos da placa (LORIAN, 2005). A placa foi incubada a
36,5°C por 24 horas, o resultado é determinado através da observacao do crescimento
microbiano, logo pela turbidez. Os controles negativos (apenas as nanoparticulas) e
positivos (apenas as bactérias) foram utilizados perante viabilidade e esterilidade dos
testes.
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3.8.2 ENSAIO CHERKERBOARD PARA FUNGO (CLSI, 2019)

Com base nos valores obtidos da CIM. Na placa de 96 pogos recebeu
combinacdes diferentes em dissolucdes seriadas dos ativos, com 50uL de meio de
cultura RPMI 1640 e 50uL cada ativo e 100uL do in6culo. Os ativos foram distribuidos
da seguinte na sequencia descrita acima. O BioAgNP na orientagéo vertical (1 a 12)
e o AC na orientacdo horizontal (A a H). Incubado em estufa a 36,5 °C (x 0,5) durante

24 horas. O resultado foi verificado pela inibicdo de crescimento

Os critérios de interpretacao para a associagao de AC e BioAgNP, foram
obtidos através do indice da concentracédo inibitéria fracionada (CIF), obtido a partir

da seguinte equacéo:

indice CIF = CIM do AC em associacdo + CIM das BioAgNp em associacido
CIM do AC isolado CIM das BioAgNp isolado.
Fonte: YADAY et al. (2013)

A interpretacao é feita da seguinte forma:

e Sinérgica, se FICI < 0,5, ou seja, é quando o efeito combinado é maior que a
soma dos efeitos produzidos pelos ativos testados;

e Aditivos, se >0,5 e <1, ou seja, € quando o seu efeito é igual a soma dos efeitos
dos ativos individuais;

¢ Indiferente (sem interacdo), se >1 e <2, o efeito conjugado é igual ao efeito de
qualquer um dos ativos individuais;

e Antagonista, se >2, ou seja, é o efeito combinado menos do que a soma dos
efeitos dos ativos individuais ou mais fraco do que o efeito de qualquer um dos
ativos individuais (SUCHER, 2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ISOLAMENTO DE TERPENOIDES

Primeiramente, o fracionamento do extrato bruto das raizes de S. trilobata
(L.) Pruski resultou em 9 fragdes, conforme apresentado na Tabela 1 com as

respectivas fases moveis e rendimentos.

Tabela 1 - Proporgdes utilizadas de fases moveis e fragdes obtidas da primeira CLV

do extrato das raizes de S. trilobata (L.) Pruski

FRAGCOES SOLVENTES PROPORGCAO RENDIMENTO

(G)
1 Hexano 100% 1,52
2 Hex: AcOEt 90%: 10% 4,85
3 Hex: AcOEt 80%: 20% 1,15
4 Hex: AcOEt 70%: 30% 0,12
5 Hex: AcOEt 60%: 40% 0,13
6 Hex: AcOEt 50%: 50% 0,45
7 Hex: AcOEt 30%: 70% 0,34
8 Acetato de Etila 100% 0,15
9 Metanol 100% 1,17

Fonte: Propria autora, 2023.

De acordo com os resultados da CCDC das fragbes obtidas na CLV, a
fracdo 2 (Hex: AcOEt 90:10) foi selecionada por apresentar melhor rendimento, com
compostos de facil isolamento. Fez-se entdo a segunda CLV utilizando o gradiente de

polaridade (Tabela 2).
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Tabela 2 - Proporgdes utilizadas das fases moveis e fragdes obtidas da segunda CLV

realizada do extrato das raizes de S. trilobata (L.) Pruski.

FRAGCAO SOLVENTES PROPORGCAO RENDIMENTO

(9)
1 Hexano 100% 0,37
2 Hex: AcOEt 98%: 2% 0,77
3 Hex: AcOEt 96%: 4% 0,90
4 Hex: AcOEt 94%: 6% 0,37
5 Hex: AcOEt 92%: 8% 0,21
6 Hex: AcOEt 90%: 10% 0,77
7 Hex: AcOEt 80%: 20% 0,34
8 Hex: AcOEt 70%: 30% 0,14
9 Hex: AcOEt 50%: 50% 0,36
10 Acetato de Etila 100% 0,43
11 Metanol 100% 0,19

Fonte: Propria autora, 2023.

A CCDC indicou que a subfragdo 3 (Hex:AcOEt 96:04) (Figura 6) e a
subfracdo 6 (Hex:AcOEt 90:10) (Figura 7) demonstraram-se acessiveis para a
purificacdo. Consequentemente, apds todas as etapas obteve-se os isolados
destinados a espectroscopia de RMN de 'H e '3C, sendo os dados comparados com

0s espectros descritos na literatura.

4.1.1 ISOLAMENTO AD

A analise por RMN de 'H (Figura 8) caracterizou a presencga dos sinais: H11
em 6 7,19, Hi2 & 7,01 e H14 & 6,90 ppm correspondentes ao anel aromatico. Os
hidrogénios alifaticos H1 a H7 na regido de & 1,49 a 2,99 ppm, correspondentes aos
dois anéis saturados, os sinais dos hidrogénios metilicos, Hie € Hirem &6 1,24 e H19 d
1,30 ppm, além do hidrogénio H1s da cadeia lateral alifatica em & 2,84 ppm observou
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um hepteto com J = 6,83 Hz. Os sinais dos hidrogénios metilicos correspondentes ao
Hxo foram observados no espectro de 'H na regido & 1,23 ppm, porém com
sobreposi¢ao parcial com os His € H17.

Figura 8 - Espectro de RMN de 'H do acido desidroabiético isolado, proveniente de

uma subfragdo 6 (90:10 Hex: AcOEt) das raizes de S. trilobata (L.) Pruski.

0.9740—ru0uo—————

I

0 [ppm]

Fonte: Propria autora, 2023.
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Tabela 3 — Dados de RMN de 'H (400,13 MHz, CDCI3) do cristal isolado de uma
subfragdo 6 (90:10 Hex: AcOEt ) das raizes de S. trilobata (L.) Pruski.

Van Beek (2007) AD

: SH (ppm) SH (ppm), I, m, J (Hz)

1a 1,51 1,49 — 1,59 (1H, m)

18 2,31 2,32 (1H, d, J= 12,59)

2a 1,75 1,71-1,94 (5H, m)

28 1,80 1,71-1,94 (5H, m)

3a 1,80 1,71-1,94 (5H, m)

3B 1,71 1,71-1,94 (5H, m)

5 224 2,26 (1H, dd, J= 12,36; 1,59)
6a 1,55 1,49 — 1,59 (1H, m)

6 1,86 1,71-1,94 (5H, m)

7a 2,93 2,90-2,99 (1H, m)

73 2,88 2,90-2,99 (1H, m)

11 7,18 7,19 (1H, d, J= 8,18)

12 7,00 7,01 (1H, dd, J= 8,03; 1,22)
14 6,89 6,90 (1H, s)

15 2,83 2,84 (1H, st, J=6,83)

16 1,23 1,24 (9H, d, J=6,81)

17 1,23 1,24 (9H, d, J=6,81)

19 1,29 1,30 (3H, s)

20 1,22 1,23 (9H, s)

Fonte: Propria autora, 2023.

A caracterizagdo por RMN de '3C (Figura 9) detectou o sinal do C1s em &

184,41 ppm correspondente a carbonila, dos carbonos Cs e Co em & 134,69 e 146,75

ppm respectivamente, C11-C14 entre & 123,88 a 145,73 ppm correspondentes ao anel

aromatico, e os sinais dos carbonos C1-C1o entre & 18,72 a 134,69 ppm, caracteristicos

aos dois anéis saturados, além dos carbonos metilicos C1s, C17, C19e C20 entre 8 16,20
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e 25,12 ppm. Todos os sinais de RMN de 'H e de '3C obtidos foram comparados com
os dados relatados por VAN BEEK et al.(2007) conforme Tabela 3 e 4, identificando

um diterpeno da classe de abietanos conhecido como acido desidroabiético (Figura 4)

Figura 9 - Espectro de RMN de '3C do acido desidroabiético isolado, proveniente de

uma subfragao 6 (90:10 Hex: AcOEt) das raizes de S. trilobata (L.) Pruski.
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Fonte: Proépria autora, 2023.
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Tabela 4 —Comparagao dos Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCls, 8 em ppm) de
cristal isolado da subfracéo 6 ( 90:10 Hex: AcOEt) das raizes de S. trilobata (L.) Pruski,

em relacao a literatura.

C Van Beek (2007) AD C Van Beek (2007) AD
8¢ (ppm) dc (ppm) dc (ppm) Sc (ppm)
1 37,90 37,90 11 124,2 124,11
2 18,50 18,72 12 123,9 123,88
3 36,70 36,71 13 145,8 145,73
4 47,50 47,39 14 126,9 126,9
5 44,60 44,60 15 33,50 33,45
6 21,80 21,75 16 24,00 23,97
7 30,00 29,99 17 24,00 23,97
8 134,7 134,69 18 185,4 184,41
9 146,8 146,75 19 16,20 16,23
10 36,90 36,86 20 25,20 25,12

Fonte: Propria autora, 2023.

Foi constatado que o composto isolado é o AD, porém a quantidade obtida
foi insuficiente para realizagdo dos ensaios biolégicos (15mg). Entretanto, nao foi
relatado na literatura o isolamento do AD na S. trilobata (L.) Pruski, logo, o isolamento
pode ser justificado através do processo de formacado das moléculas bioativas,
especificadamente os diterpenos. Por sua vez, possuem diferentes graus de
funcionalizagéo, portanto, no momento do fechamento dos esqueletos terpénicos, na
presenca dos fitohormbnios e condi¢gdes ambientais, sugere-se que a ciclizagdo dos
anéis, ocorra a formagao do AD (PETERS, 2010). Um estudo com foco na abordagem

metabdlica, pode corroborar para reforgar a presenga do AD (AZIZAN et al, 2016).

4.1.2 ISOLAMENTO AC

No espectro de RMN 'H, (Figura 10) a molécula apresentou poucos
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sinais desprotegidos, indicando presenga de um sistema ciclico pouco oxigenado e/ou
pouco insaturado. A analise do perfil permitiu deduzir que a substancia trata-se de um
diterpeno, ja detectado em diversas espécies de género Sphagneticola (BLOCK et al.,
1998). Os singletos em & 4,79 e 4,75 ('H cada) podem ser atribuidos a dois
hidrogénios pertencentes a ligagdo dupla exociclica, tipica de derivados do AC que
ocorre entre C16-C17. Observa-se também a presenga de um slem & 2,63 atribuido
ao H13 (alilico) e a existéncia de dois singletos integrados para 3H cada em 61,24 e
0,95, indicando a presencga de dois grupos metilas, atribuidos aos hidrogénios H18 e
H20 (ARAKAWA, 2003).

Figura 10 — Espectro RMN 'H (300 MHz, CDCls, d em ppm, muilt. e J em Hz) de cristal
isolado de uma subfracao 3 (96:04 Hex: AcOEt) das raizes de S. trilobata (L.) Pruski.
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Fonte: Propria autora, 2023.
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Tabela 5 - Comparagado dos Espectro de RMN 'H da substancia (300 MHz, CDCls, &

em ppm, mult. J em Hz) isolado da subfragdo 3 (96:04 Hex: AcOEt) das raizes de S.
trilobata (L.) Pruski, em relagao a literatura.

Deslocamento

Hidrogénio Dados Teéricos*
Quimico do AC ()

3 2,62; sl 2,63; sl

15 2,08; sl 2,15; sl
17a 4,66; s 4,75; s
17b 4,72;s 4,79; s

18 1,16; s 1,24;s

20 0,87;s 0,95; s

Fonte: (Da Costa, 1996)

O espectro de RMN '3C da substancia (Figura 11) indicou a presenca de
20 sinais, reforcando a possibilidade de se tratar de um diterpeno. Um sinalem & 184,2
foi atribuido ao carbono de uma carboxila, geralmente presente em C19; outro sinal
em O 155,8 foi atribuido ao carbono olefinico C16 e, o carbono metilénico C17 foi
relacionado a um sinal em & 102,9. Estes dados confirmaram que a substancia isolada

seja possivelmente um diterpeno do tipo caurano, mais precisamente o acido ent-caur-
16-en-19-dico.
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Figura 11 — Espectro RMN 3C (75 MHz, CDCIs, & em ppm) de cristal isolado da
subfragao 3 (96:04 Hex: AcOEt) das raizes de S. trilobata (L.) Pruski.

1L 1] 1=0 140 13 12 11a 100 E-l) B Ta &

Fonte: Propria autora, 2023.
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Tabela 6 — Comparacgdo dos Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCls3, 3 em ppm) de
cristal isolado de uma subfracédo 3 (96:04 Hex: AcOEt) das raizes de S. trilobata (L.)

Pruski, em relacao a literatura.

. Deslocamento
Dados Teoricos

Carbono Quimico
(5,ppm)
(5,ppm)
1 40,7 40,7
2 19,0 19,0
3 37,7 37,8
4 43,8 43,7
5 57,0 57,0
6 21,8 21,8
7 41,3 41,2
8 44,2 44,2
9 55,0 55,1
10 39,7 39,6
11 18,4 18,4
12 33,0 33,0
13 43,9 43,8
14 39,7 39,6
15 48,9 48,9
16 155,8 155,8
17 103,0 102,9
18 29,0 28,9
19 185,0 184,2
20 15,5 15,5

Fonte: (Da Costa, 1996).
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4.2 ANALISE MICROBIOLOGICA

4.2.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO AC FRENTE OS

MICRORGANISMO

4.2.1.1 COM RELAGAO AO ACIDO CAURENOICO

Conforme os resultados da CIM, o AC isolado demonstrou ser efetivo sobre
S. aureus com uma CIM de 125uM (Tabela 8). Tendo em vista que a molécula do AC
tem o pka 4.70. Logo, se trata de um acido fraco o que pode facilitar no transporte de
prétons através da membrana e o rompimento da membrana celular bacteriana
(COSTA, et al. 2015). As bactérias Gram-positiva possuem uma espessura maior de
peptideoglicanos que compde a parede celular, embora mais fina, dispde de maior
permeabilidade quando comparada as Gram-negativas. Outro ponto importante em
relacéo a estrutura do AC, é a presencga do acido carboxilico (C 19) tem um papel

fundamental na interacdo nos sitios de ligacado das Gram-positivas (WILKENS, 2002).

Por outro lado, o AC isolado nao apresentou atividade satisfatéria frente a
E. coli e C. albicans ambos 500 yM, baseado com a literatura (WILKENS, SILVA et
al.,, 2002). Uma possivel justificativa com relagdo a C. albicans sugere que a
inatividade esteja relacionada o ergosterol presente na membrana, que bloqueia a
entrada de moléculas acidas como o AC. Ja em relagao a E. coli, as Gram-negativas,
apresentam na sua estrutura externa da membrana, lipopolissacarideos (LPS) e
proteinas, logo, tém uma superficie hidrofilica, que promove uma barreira eletrénica,
repelindo a entrada de moléculas hidrofébicas. Além disso, as moléculas podem ter
dificuldade para permear, devido a baixa fluidez das cadeias de hidrocarbonetos
presentes na estrutura do LPS e as fortes interagdes entre elas (ZENGIN; BAYSAL,
2014).
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4.2.1.1 COM RELACAO AO BIOAGNP

A BioAgNP isolado para S. aureus apresentou uma CIM de 125uM, para E.
coli uma CIM de 31,25uM, e para C. albicans uma CIM de 7,81uM. Os valores
encontrados na literatura, tendo em vista de outros estudos feitos para E. coli 62,5 uM
(NAKAZATO, 2019), S. aureus 428 uM (HAMED et al. 2017). Um estudo foi capaz de
inibir totalmente a E. coli e S. aureus na concentragcédo de 40 uM e insignificante para
C. albicans (LAZIC et al. 2019).

O mesmo BioAgNP usado neste trabalho por Scandorieiro et al. 2022
mostrou que E. coli ATCC 25922 tornou-se resistente em 12 dias de tratamento
diario, aumentando assim o valor MIC de 15,7 para > 252 yM demonstrando assim
a necessidade de estudos alternativos de se fazer a associagdo com outros
compostos e para reduzir o desenvolvimento de resisténcia as AgNP ja que a

utilizagado de nanoparticulas isoladas, tende a adquirir resisténcia muito mais rapido.

Outro ponto importante € a analise da interacdo do BioAgNP com
Staphylococcus aureus demonstrada por microscopia eletrénica, além da destruicéo
da parede celular e da membrana plasmatica, foram detectadas varias rachaduras,
rugas, danos e deformacdes na superficie celular, indicando que a redugao na
densidade eletrénica diminuida, pela liberagdo de conteudo celular. O ion Ag que
compde a BioAgNP pode ser liberada e se ligar as moléculas de grupos sulfidrila,
presentes nas enzimas e proteinas (DESPAX et al., 2011; NINGANAGOUDA et al.
2014 QING et al., 2018). Embora seu mecanismo de agdo nao seja totalmente
compreendido, sabe-se quais estruturas bacterianas sao afetadas pelo BioAgNP, e
geram danos as membranas bacterianas, através da dissipagdo da forgca préton
motriz, colapso do potencial de membrana, danos a cadeia respiratoria e
desestabilizagdo da membrana externa da parede celular (KIM et al., 2011 ;QING et
al., 2018).

A forma, tamanho e a estrutura fisica mostraram correlacdo com a
atividade antibacteriana dos AgNPs, pois em concentragdes mais altas de AgNPs

esféricos mostraram atividade antibacteriana mais intensa, devido a facil liberacao


https://chemistry-europe.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Lazi%C4%87%2C+Vesna
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.842600/full#B39
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.842600/full#B121
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.842600/full#B76
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.842600/full#B121
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.842600/full#B121
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de ions Ag (CHEON et al, 2019). Nesse aspecto, o tamanho também €& importante,
uma vez que, quanto menor a particula, maior a chance de interagir com outras
particulas, podendo aumentar sua eficiéncia antimicrobiana. Por outro lado, se
permear o tecido cutaneo, pode apresentar maior toxicidade. Entretanto, de forma
geral, sdo caracteristicas ajustaveis e que interferem na atividade antimicrobiana
(THAKKAR, MHATRE & PARIKH, 2010).

A estabilidade das nanoparticulas, conhecida como potencial zeta (PZ), foi
utilizada para caracterizar a carga superficial. que reflete o potencial elétrico e
depende da composic¢ao. O potencial zeta dos BioAgNPs aplicados é: 23,27 mV, séo
estaveis, portanto, é proximo ao valor citado na literatura entre (+/-) 30 mV apresentam
estabilidade em suspenséo, pois a superficie o carregamento evita a agregacao das
nanoparticulas (MOHANRAJ & CHEN, 2006).

De forma geral ha diversos estudos que demostram atividade da BioAgNP,
porém, ha diversos fatores, como, a origem biossintética, tamanho, a caracteristica
estrutural entre outros aspectos que diferem na sua atividade antimicrobiana,
necessitando estender cada vez mais a amplitude desses estudos, afim de adequar a

aplicabilidade.
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Tabela 7 -CIM para o AC e BioAgNP isolados e associados no ensaio do

Checkerboard frente os microrganismos testados:

CIM (pg/mL™)

Microrganismo AC AC/BioAgNP BioAgNP BioAgNP/AC FICI Interacao

S. aureus Sinergismo
(ATCC 25923) 125 11,71 125 24 0,11

E. coli Antagonista
(ATCC 25922) 500 1000 31,25

1,25 2

C. albicans

(ATCC 10231) 1000 250 7,81 Aditivo
5 0,64

Valores de FICI: “sinérgico” se FICI < 0,5; “aditivo” se >0,5 e <1; “indiferente” (sem interagéo) se >1 e
<2 e “antagonista” se >2.

CIF: corresponde a concentragao inibitéria fracionada quando associada com a AgNPs.

FICI < 0,5(sinergismo); FICI >0,5 e <1(aditivo); FICI >1 e <2(indiferente) e FICI >2. (antagonista)
ATCC :colegao do tipo celular americano

Fonte: Propria autora, 2023.

4.3 AVALIAGCAO DA ASSOCIACAO DO BIOAGNP com 0 AC

Observou-se atividade sinérgica, ou seja, o efeito combinado foi maior que
a soma dos efeitos produzidos pelos ativos testado, ou tiveram sua atividade
potencializada na associagao da BioAgNP com AC em para S. aureus. Para E. coli
apresentou o efeito antagonista, ou seja, o efeito combinado foi menor do que a soma
dos efeitos dos valores de CIM de BioAgNP e AC individuais ou mais fraco do que o
efeito de qualquer um dos ativos individuais. Efeito aditivo frente C. albicans, ou seja,
o seu efeito foi igual a soma dos efeitos dos ativos individuais.

Em suma, até o momento ndo ha informacdo sobre esse tipo de
associagao na literatura, sendo necessario, realizar mais estudos. Um outro aspecto
importante da BioAgNP, demonstrou que ndo apresentaram citotoxicidade usado em
associagdao com terpendides (SCANDORIEIRO, et al 2022), sendo interessante,
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realizar esse teste para ver a relagdo com o AC, para um possivel desenvolvimento
de uma forma farmacéutica para uso topico, afim de usufruir da atividade da

associacao dos 2 ativos.
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5. CONCLUSAO

e As técnicas cromatograficas desenvolvidas se demonstram eficientes no
processo de isolamento;

¢ A analise de RMN confirmou que as moléculas isoladas sdo o AC e o AD;

e A molécula de AD foi isolada em quantidade insuficiente para realizar os
ensaios bioldgicos, entretanto, é a primeira vez que foi isolada na S. trilobata
(L.) Pruski;

e A técnica do CIM se demonstrou eficiente para avaliagdo do teste frente a
microrganismos,

o Acao do AC frente foi relevante somente para S. aureus;

e Acao de BioAgNP foi relevante para S. aureus, E. coli e C. albicans;

e Em relagdo ao ensaio de associagédo entre a BioAgNP e o AC, demonstrou

sinérgico frente S. aureus, antagonista para E. coli e aditivo para C. albicans.
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