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“Se vocé pode fazer algo, ou sonha que
pode, comece a fazé-lo. A ousadia traz
inspiracéo, forca e magia consigo. Decida-se
e veja a sua vida progredir.”

(Johann Wolfgang von Goethe)
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RESUMO

INTRODUGCAO: A Mesosphaerum pectinatum (Lamiaceae), popularmente conhecida
como "sambacaita" é extensivamente utilizada pela populacédo para o tratamento de
inflamagdes, infec¢des bacterianas e dor, na forma de decocgao e infuséo. Apesar
de algumas substancias da M. pectinatum ja terem sido avaliadas biologicamente,
ainda ha muito a se explorar. Uma alternativa para obter compostos puros e
biologicamente ativos a partir de extratos de plantas € através do estudo bioguiado,
onde conforme o fracionamento é executado, as fracdes e subfracdes obtidas sdo
submetidas a ensaios avaliando onde a atividade biologica estd concentrada.
OBJETIVO: Isolar e identificar compostos, presentes nas folhas e/ou flores de M.
pectinatum, que apresentem atividade antimicrobiana. METODOLOGIA: Extratos e
fracbes de M. pectinatum foram testados conta cepas de Staphyloccocus aureus
utilizando o método da difusdo em &gar. Os extratos da parte mais ativa da planta
foram fracionados por particdo liquido-liquido e cromatografia liquida classica (CLC).
As fracBes mais biotivas foram analisadas e seus constituintes isolados por HPLC.
Para a elucidacéo estrutural das substancias isoladas, analises por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e **C, foram realizadas. RESULTADOS: A fracéo
hexanica (mais ativa) proveniente das folhas de M. pectinatum foi refracionada por
CLC gerando sete novas fracfes. Estas foram avaliadas quanto a atividade
antimicrobiana e a subfracdo mais ativa foi submetida a mais um fracionamento por
CLC. Em seguida suas subfracfes obtidas foram submetidas a andlise por HPLC
para posterior isolamento e avaliacdo da atividade antimicrobiana das substancias
isoladas. Apos analise por RMN *H e RMN *C das substancias isoladas, identificou-
se o0s triterpenos: acido micromérico — isolado nesta espécie pela primeira vez; acido
oleandlico e ursélico. Apos avaliacdo da atividade antimicrobiana verificou-se uma
elevada inibicdo do crescimento microbiano (CIM 100 pg/mL) para o &cido ursolico,
enquanto que as outras substancias nao apresentaram efeito inibitério na
concentracdo de 500 pg/mL. CONCLUSAO: Estes resultados contribuem para
explanar o uso popular desta espécie como agente terapéutico, no entanto, estudos
mais aprofundados (in vitro e in vivo) deverdo ser realizados para que possam ser

avaliadas sua efetividade e toxicidade.

Palavras-chave: Sambacaita, isolamento bioguiado, triterpenos.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Mesosphaerum pectinatum (Lamiaceae), popularly known as
"sambacaitd" is extensively used by the population for the treatment of inflammation,
bacterial infections and pain, in the form of decoction and infusion. Although some M.
pectinatum substances have already been evaluated biologically, there is still much
to explore. An alternative to obtain pure and biologically active compounds from plant
extracts is through the bioguided study, whereas the fractionation is performed, the
fractions and subfractions obtained are submitted to tests discovering where the
biological activity is concentrated. OBJETIVE: To isolate and identify compounds,
present in leaves and/or flowers of M. pectinatum, that present antimicrobial activity.
METHODS: Extracts and fractions of M. pectinatum were tested on strains of
Staphylococcus aureus using the agar diffusion method. The extracts from the most
active part of the plant were fractionated by liquid-liquid partition and classical liquid
chromatography (CLC). The most bioactive fractions were analyzed and their
constituents isolated by HPLC. For the structural elucidation of the isolated
substances, analyzes by 'H and **C Nuclear Magnetic Resonance (NMR) were
performed. RESULTS: The hexane fraction (more active) from the leaves of M.
pectinatum was refracted by CLC generating seven new fractions. These were
evaluated for antimicrobial activity and the most active subfraction was submitted to a
further CLC fractionation. Subsequently, its subfractions were submitted to HPLC
analysis for further isolation and evaluation of the antimicrobial activity of the isolated
substances. After analysis by *H NMR and **C NMR of the isolated substances, the
triterpenes: micromeric acid - isolated in this species for the first time were identified;
oleanolic and ursolic acid. After the evaluation of the antimicrobial activity, a high
inhibition of microbial growth (MIC 100 ng/mL) was observed for ursolic acid, while
the other substances had no inhibitory effect at 500 pg/mL. CONCLUSION: These
results contribute to explain the popular use of this species as a therapeutic agent,
however, further studies (in vitro and in vivo) should be performed in order to

evaluate its effectiveness and toxicity.

Keywords: Sambacaita, bioguided isolation, triterpenes.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre a utilizacdo popular das plantas medicinais é evidente
em todo o mundo, no entanto é nos paises em desenvolvimento que sua pratica é
mais efetiva, pois grande parte da populacdo € de baixa renda e, em sua maioria,
esse grupo ndo possui acesso aos medicamentos industrializados, recorrendo
assim, ao uso de plantas medicinais (OLIVEIRA et al., 2010). A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) estima que aproximadamente 88% da populacdo de
paises em desenvolvimento — como, por exemplo, o Brasil — faz uso da medicina a
base de extratos de plantas. Além disso, muitas vezes, o conhecimento sobre
plantas medicinais representa a Unica opc¢ao terapéutica para muitas comunidades
(OLIVEIRA et al., 2011).

Na industria farmacéutica, as plantas tém contribuido significativamente, seja
pelo uso de matérias-primas para a fabricacdo de chas ou de forma mais complexa
através do isolamento de varias substancias bioativas (TROVAO et al., 2004). O
desenvolvimento de farmacos derivados de fontes naturais tem concentrado
esforcos em novas categorias de anticancerigenos, antimicrobianos e antivirais
(BAHIA, 2002). O uso indiscriminado de antibiéticos pela populagédo tem causado
sérios problemas de saude publica pelo mundo inteiro devido ao fato dos
microrganismos terem a capacidade de desenvolver resisténcia a agentes
terapéuticos (NASCIMENTO et al., 2000). A resisténcia microbiana é um problema
que cresce cada vez mais, revelando um aumento alarmante na incidéncia de
doencas infecciosas novas e reemergentes. Tal fato impulsiona a busca por novas
substancias antimicrobianas, com novos mecanismos de acdo, a partir de fontes
naturais, incluindo as plantas (NASCIMENTO et al., 2000; RAJENDRAN et al.,
2009).

Em resposta a resisténcia bacteriana, industrias farmacéuticas, juntamente
com as universidades, tém concentrado esforgcos em isolar e identificar novos
compostos com propriedades antibacterianas (TAYLOR, 2002). Os produtos naturais
tém sido fontes valiosas para o desenvolvimento desses novos compostos
(NEWMAN, 2000), permitindo a descoberta de agentes terapéuticos ndo somente
para tratar doencgas infecciosas, mas também para tratar o cancer, imunodeficiéncias
e outras patologias (CLARD, 2004).



O reino vegetal vem contribuindo de forma significativa para o fornecimento
de metabdlicos secundéarios, com diversidade e complexidade Unica. Nos ultimos
anos mais de 100.000 substancias originadas de plantas foram isoladas e
identificadas, sendo que esse numero cresce anualmente. Muitas dessas
substancias sdo consumidas diariamente na forma de alimentos, cosmeéticos e
medicamentos. Algumas destas apresentam comprovada a¢do farmacoldgica tanto
em estudo pré-clinico quanto clinicos e constituem modelos para desenvolvimento
de medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos (SERAFIN, 2006).

CARVALHO (1999) e CRUZ (2002) num levantamento etnofarmacoldgico no
semiarido de Sergipe, citaram uma variedade de plantas utilizadas para diversos
fins. Dentre as quais, CRUZ (2002) mencionou o potencial antimicrobiano de
algumas delas, a exemplo: a sambacaitd (Mesosphaerum pectinatum (L.) Poit.).

A sambacaita € uma espécie aromatica que ocorre naturalmente de forma
selvagem em campos, matas e estradas e em volta de residéncias nos estados de
Sergipe e Alagoas. A utilizacdo dessa planta limita-se ao uso popular, sendo comum
sua presenca em hortas e jardins, porém o extrativismo é a forma usual de
obtencdo. E de grande importancia em muitas comunidades por apresentar
propriedades antibacterianas, antimicotica e antitussigena, sendo utilizada contra
febres, doencas de pele, distarbios gastricos, rinofaringite e congestdo pulmonar.
Quanto as formas de preparo, registraram-se técnicas como: infusdo, decoccao,
xarope, garrafadas, compressas, banhos, cataplasmas, tintura, além do uso na dieta
e bochechos. (FALCAO, 2003).

Todas as evidéncias do uso tradicional da M. pectinatum aliadas aos
resultados de inibicdo de crescimento microbiano dos extratos e metabdlitos
secundarios desta espécie a tornam bastante atrativa para a investigacdo mais
detalhada dos seus efeitos terapéuticos e da busca das substancias responsaveis
por tais efeitos.

A combinacdo da abordagem quimiossistematica e etnofarmacologica torna
ainda mais eficiente 0 método de escolha da espécie a ser estudada. Além disso, a
utilizacdo de técnicas direcionadas para o isolamento de substancias quimicas ou
fracbes de extratos de plantas através de screening, seguido de prospecc¢ao
direcionada por bioensaio, também conhecida como “estudo quimico de plantas
medicinais orientado pela analise biolégica” (CALIXTO, 2001) ou estudo bioguiado,

Sao essenciais para a obtencdo de bons resultados com uma relacéo interessante



de custo-beneficio. Essa relacdo de beneficio € vista através da reducéo de tempo e
menor gasto de materiais, quando comparado a outros modelos descritos na
literatura, pois durante o isolamento e selecdo dos compostos, estes sao
monitorados diretamente pela atividade biologica de interesse (HAMBURGER e
HOSTETTMANN, 1991; MARTINEZ et al., 1996; RITCH-KRC et al., 1996).

Desta forma, contribuindo com o estudo fitoquimico da espécie M. pectinatum,
devido a escassez de estudos com essa espécie, e para a descoberta de novos
compostos bioativos, este trabalho propds avaliar a atividade antimicrobiana e
investigar os constituintes quimicos existentes nas folhas e/ou flores da planta. Estes
ensaios contribuiram para a busca de novas substancias e para confirmar os efeitos
ja observados por alguns autores, e por diversos povos que utilizam esta planta para

tratar infeccOes bacterianas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

O conhecimento que o homem tem sobre as propriedades medicinais das
plantas resulta de uma triagem realizada ao longo de muitos anos. A utilizacdo de
plantas medicinais como um recurso terapéutico, tem se mostrado cada vez mais
elevada, devido ao seu baixo custo, a busca por tratamentos menos agressivos e
por sua compatibilidade cultural, em determinadas regiées do Pais (RIBEIRO et al.,
2005). Contudo, desde 1977, a Organizacdo Mundial de Saude tem incentivado o
estudo de plantas tradicionalmente conhecidas como medicinais, com o objetivo de
avaliar cientificamente seus beneficios e o0s riscos de seu uso indevido
(LOGUERCIO et al., 2005).

A partir do século XIX, tornou-se crescente o emprego de substancias ativas
isoladas de plantas, os chamados “principios ativos”, tomando impulso a quimica
organica, a partir da sintese dessas substancias ativas presentes nas plantas
medicinais (SCHENKEL et al., 2000).

O mercado farmacéutico disponibiliza alguns medicamentos de sucesso
terapéutico, que apresentam em sua composicado como principio ativo, substancias
purificadas a partir de extratos vegetais denominados fitofarmacos, dos quais varios
foram descobertos a partir do conhecimento da medicina tradicional (GILANI et al.,
2005) e que até hoje sdo amplamente utilizados na clinica, como exemplo, a
morfina, a emetina, a vincristina, a colquicina, a rutina, etc.

Assim, a partir de estudos de plantas medicinais utilizadas pela medicina
popular, busca-se compilar informacgdes Uteis, a fim de desenvolver cientificamente
pesquisas farmacologicas e fitoquimicas propiciando reducéo de tempo e viabilidade
econdmica, incorporando sua utilizacdo, com eficacia e seguranca, ao conjunto de
terapias, no intuito de fornecer novas substancias, enriguecendo o arsenal

terapéutico.



2.1.1 As plantas como antibiéticos

A resisténcia microbiana é cada vez mais preocupante, comprometendo-se 0
futuro de novas drogas antimicrobianas. Por isso, acbes devem ser dirigidas
buscando minimizar esse problema, tais como um maior controle no uso de
antibioticos; continuas pesquisas para melhor entender os mecanismos genéticos de
resisténcia, e por ultimo ampliar os estudos para obtencdo de novas drogas naturais,
semissintéticas ou sintéticas. Deve-se ainda considerar o problema da baixa
imunidade por parte dos pacientes e o0 surgimento de cepas bacterianas
multirresistentes que acarretam infeccdes com alta mortalidade, principalmente, em
hospitais (NASCIMENTO et al., 2000; STAPLETON et al., 2004).

Ha uma considerdvel necessidade por novas classes de agentes
antimicrobianos para contra atacar o rapido aumento da transmissdo das
multidrogas resistentes (MDR), através de compartilhamento genético de bactérias
patogénicas, ou ndo, ao homem, podendo ocorrer entre bactérias da mesma familia
ou de familias diferentes. Em particular, a ocorréncia e proliferagdo de MDR em
Staphylcoccus aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma das maiores causas de
interesse, no ambito clinico, justificado diretamente pelo baixo efeito dos agentes
terapéuticos que podem ser usados frente a estes organismos (GIBBONS et al.,
2002).

Muitas das propriedades terapéuticas das plantas sao relatadas pela
populacdo, sendo confirmadas em sua maioria através estudos cientificos. Tais
propriedades proporcionam o desenvolvimento de varios farmacos, sejam estes
obtidos por sintese a partir de molécula prot6tipo ou através do isolamento. Devido a
todos estes aspectos, existe um interesse crescente na utilizagdo e pesquisa de
plantas medicinais para fins terapéuticos aliadas, ainda, a boa aceitabilidade destes
produtos no mercado farmacéutico e as altas cifras que circundam a
comercializacdo de fitomedicamentos desde a ultima década (SIMOES &
SCHENKEL, 2002).

No tratamento de infecgbes comuns, muitas plantas sao utilizadas no Brasil
sob forma de extrato bruto, infusBes ou emplastos, porém sem nenhuma evidéncia
cientifica da sua eficacia (PESSINI et al., 2003). As pesquisas dirigidas a obtencao

de novas drogas com atividade antimicrobiana ocorrem em diversas partes do



mundo, sendo que boa parte destas, se referem a ativos oriundos de vegetais. E de
importante interesse, principalmente no Brasil, com a grande diversidade de sua
flora, fazer um “screening” das espécies vegetais, principalmente aquelas de uso
popular, evidenciando por testes laboratoriais a atividade dos extratos brutos e
prosseguindo com um estudo bioguiado para avaliar as propriedades das diferentes
fracOes obtidas.

2.2 Staphylococcus aureus

As bactérias Gram positivas sdo as maiores causadoras de infeccdes
adquiridas tanto na comunidade quanto hospitalares. A resisténcia aos agentes
antimicrobianos é prevalente entre muitas destas bactérias, em diversos paises.
Dentre as bactérias Gram positivas, destaca-se o género Staphylococcus, sendo 0s
Staphylococcus aureus seu principal representante, justificado pela importancia
clinica, devido a prevaléncia e resisténcia destas cepas aos antimicrobianos
utilizados na terapéutica das infeccbes que afetam os homens (PALOMBO &
SEMPLE, 2002).

O S. aureus é um patdégeno gue pode ser encontrado na flora de 30 a 70% da
populacdo (LINDSAY & HOLDEN, 2004), colonizando a pele umida em diferentes
regides (narinas, axilas, perineo e intestino) de pessoas saudaveis onde podem
permanecer colonizando por longos periodos sem causar nenhuma patologia
infecciosa, porém em determinadas circunstancias e conjuntamente a seus fatores
de viruléncia exibem sua patogenicidade, podendo invadir o organismo do individuo
provocando infeccbes frequentemente agudas e piogénicas. Assim, entre as
infeccbes da pele provocadas por este, destaque-se pela frequéncia: o furinculo, a
celulite, o impetigo, bem como infec¢des cirargicas, pés-operatorias (CORBELLA et
al., 1997).

O S. aureus produz duas toxemias graves: a sindrome da pele escaldada,
pela a acéo de toxinas esfoliativas e a sindrome do choque-téxico — TSST, além de
ser responsavel por intoxicacbes alimentares, cuja origem esta relacionada a

producdo de superantigenos, as enterotoxinas (CORDEIRO, 2004).



Ainda, S. aureus apresenta uma variedade relativamente grande de proteinas
extracelulares e polissacarideos, alguns dos quais estdo correlacionados com sua
viruléncia. Resultando em efeitos combinados de muitos fatores expressos no curso
da infeccdo (PEREIRA, 2002), que juntamente com seu amplo arsenal genético, lhes
dao a possibilidade de adaptar-se as variagdes bruscas (JONGE et al., 1994).

A importancia das infeccbes nosocomiais produzidas por S. aureus,
principalmente S. aureus resistente a meticilina (MRSA), é bem reconhecida pela
sua frequéncia, morbidade, mortalidade e principalmente pela dificuldade de
tratamento. Este agente microbiano € um patégeno emergente e suas infeccées sédo
consideradas como enfermidades emergentes. Estas enfermidades sao aquelas que
tém surgido recentemente na populacdo ou ja existentes com pequenos casos, mas
aumentaram rapidamente em incidéncia e/ou em extensdo geografica
(NASCIMENTO et al., 2000).

Historicamente, a emergéncia de cepas de S. aureus com altos niveis de
resisténcia a penicilina foi seguido pelo desenvolvimento e aumento da resisténcia
as penicilinas semisintéticas (meticilina, oxacilina, nafcilina), aos macrolideos, as
tetraciclinas, as aminoglicosideos determinando que a terapéutica das infec¢des
estafilocéccicas constituam um desafio global (SADERI et al., 2005).

No Brasil, os S. aureus sdo 0s microrganismos mais frequentemente isolados
e sua prevaléncia ocorre em maior proporcdo a nivel hospitalar, acima de 80% e
cerca de 70% dos isolados comunitarios apresentam resisténcia as penicilinas
naturais, e por extensdo, a ampicilina e amoxicilina. Estes isolados sdo geralmente
resistentes a mudltiplos antibiéticos (aminoglicosideos, cloranfenicol, tetraciclina,
lincosamidas, macrolideos, quinolonas, sulfametoxazol/trimetoprima), com grande
susceptibilidade a rifampicina (TAVARES, 2000).

A resisténcia destas bactérias aos antimicrobianos é ainda de grande
interesse econdmico, cujo impacto eleva os custos com a saude publica e privada,
visto o maior tempo de internacdo, o uso de drogas mais potentes e caras
(PALOMBO & SEMPLE, 2002).



2.3 Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae tem grande importancia econémica por ser fonte de
Oleos essenciais aromaticos e de plantas ornamentais. Muitas espécies sao
condimentos importantes em culinaria, sendo apreciadas pelo aroma ou pelo sabor
que comunicam aos alimentos, bem como importancia etnofarmacoldgica, cujos
conhecimentos séo transmitidos de geracéo a geracdo (FALCAO, 2003).

Esta familia apresenta cerca de 250 géneros diferentes e € composto por
ervas, subarbustos, arbustos e, raramente, arvores pequenas. Os caules geralmente
sdo quadrangulares, as folhas opostas, simples ou, mais raramente, partidas,
pecioladas, sésseis ou curtamente pedunculadas, contendo substancias aromaticas.
As plantas pertencentes a este género oferecem elevado potencial terapéutico em

virtude dos seus diversos metabélitos secundarios bioativos (FALCAQ, 2013).

2.4 Geénero Mesosphaerum

O género Mesosphaerum (Lamiaceae) € formado por aproximadamente 400
espécies distribuidas desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina. Este género
apresenta grande interesse econdmico devido a presenca de 6leos essenciais e de
metabdlitos secundarios com atividade biolégica comprovada (FALCAO, 2003;
FRAGOSO-SERRANO, 2005; SANTOS, 2008; ALONSO-CASTRO, 2011;
PINHEIRO, 2015). Algumas espécies de Mesosphaerum vém sendo utilizados pelos
povos de diversos paises para tratar doencas infecciosas, desordens
gastrointestinais, febre, resfriados, tosse, conjuntivite, rinofaringite etc. Todo o
conhecimento popular do uso de espécies desse género vem sendo passado de
geracdo em geracao, por esses povos, ao longo dos anos (FALCAO, 2003).

Como outras espécies do género, a M. pectinatum é reconhecida como planta
medicinal de grande importancia em varias partes do mundo, inclusive no Brasil. Na
Tanzéania, as folhas sdo usadas contra tosse e como cataplasma em furdnculos,
enquanto que no Oeste da india, as folhas sdo utilizadas na forma de cha, para
dores estomacais (BOALINO et al.,, 2003). Formulagbes da M. pectinatum s&o

usadas na medicina popular como remédio doméstico de multipla finalidade



(FRAGOSO-SERRANO et al., 2005). No Nordeste do Brasil a planta € popularmente
utilizada para diferentes enfermidades, tais como rinofaringites, desordens gastricas
e anti-inflamatérias (BISPO et al., 2001). Pesquisas comprovaram efeitos
antinociceptivos (ARRIOGONI-BLANK et al., 2008) e antiedematogénico do extrato
aquoso de folhas (BISPO et al.,, 2001) além da atividade antimicrobiana do 6leo
essencial (ASEKUN et al., 1999).

2.5 Mesosphaerum pectinatum

A espécie Mesosphaerum pectinatum, popularmente conhecida como
“canudinho” ou “sambacaita” € uma espécie utilizada pela medicina tradicional para
os mesmos fins terapéuticos relatados para o género Mesosphaerum (Figura 1). E
uma espécie aromatica, em Sergipe e Alagoas essa planta ocorre naturalmente de
forma selvagem em campos, matas e estradas e em volta de residéncias, sendo
vastamente utilizada para problemas gastrintestinais. E um arbusto perene com
galhos eretos, e baixa densidade foliar (BISPO et al., 2001).

A utilizacdo dessa planta limita-se ao uso popular, sendo comum sua
presenca em hortas e jardins, porém o extrativismo € a forma usual de obtencéo, o
gue na maioria das vezes, tem acarretado em perdas mesmo antes de serem
estudadas. O seu uso mais frequente é a ingestdo na forma de chas (decocc¢des ou
infusdes) e bochechos, sendo considerado um anti-inflamatério natural
(CARVALHO, 1999). No estado de Sergipe a M. pectinatum € extensivamente
utilizada pela populacdo local para o tratamento de inflamacdes, infeccdes

bacterianas, dor e cancer (BISPO et al., 2001).
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Figura 1: Fotografia da espécie M. pectinatum, onde se observa um ramo com folhas e
inflorescéncias. (Fonte: http://www.tropicos.org/Image/100168567).

2.6  Metabdlitos secundarios da M. pectinatum

O metabolismo representa o conjunto de rea¢des quimicas que esta sempre
ocorrendo em cada célula. Os compostos quimicos que sao formados, degradados
ou transformados recebem o nome de metabdlitos (SIMOES et al., 2010), que por
sua vez podem ser divididos em metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios
(WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2008).

Metabolitos secundarios s&o substancias produzidas em pequenas
quantidades, e, em contraste com 0s primarios, nem sempre estdo envolvidos em
funcdes vitais do vegetal ou mesmo presente em todos eles. Além disto, séo
conhecidos por serem sintetizados em tipos celulares especializados e em distintos
estagios de desenvolvimento, tornando seu isolamento e purificacdo mais
trabalhosos. Estes constituintes quimicos sdo extremamente diversos. Cada familia,
género, e espécie produz uma categoria quimica caracteristica ou uma mistura
delas, e elas, por vezes, podem ser utilizadas como caracteres taxondmicos na
classificacdo das plantas (BELL et al., 1980; WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al.,
2008).

Os pectinolideos sdo o0s metabodlitos secundarios que estdo em maior
quantidade nas partes aéreas de M. pectinatum. Dentre as substancias testadas, o
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pectinolideo A merece destaque por ter apresentado, de forma geral, as melhores
atividades antibacterianas, e a melhor atividade citotoxica em células de carcinoma
de nasofaringe (PEREDA-MIRANDA, 1993; FALCAO, 2013). Além do pectinolideo
A, outros pectinolideos que ainda nao foram avaliados biologicamente devem ser
estudados para se descobrir suas possiveis atividades.

As estruturas quimicas dos pectinolideos A, B, C, hyptolideo (PEREDA-
MIRANDA, 1993) e os pectinolideos D, E, F e G (BOALINO, 2003) e o pectonolideo
H (FRAGOSO-SERRANO, 2005), substancias isoladas da espécie M. pectinatum e
que sdo metabdlitos que podem ser utilizados como marcadores quimicos desta
espécie (Figura 2).

Pectinolideo A: R,=R,=Ac Pectinolideo D: R=H
Pectinolideo B: R,=Ac; R,=H Pectinolideo E: R=Ac
Pectinolideo C: R,=H; R,=Ac

OAc OAC C:)Ac
H :
_wOCHj — NG
OAc OAc o OAc  OAc —
Pectinolideo F © Pectinolideo G

QAC

Hyptolideo Pectinolideo H

Figura 2: Estruturas quimicas dos pectinolideos e hyptolideo.
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Em pesquisa realizada por Basilio e colaboradores (2006), ha confirmacéo da
presenca de constituintes quimicos no extrato aquoso da M. pectinatum, como
monoterpenos, sesquiterpenos, lactonas e triterpendides, com importantes
propriedades farmacologicas. Os triterpenos pentaciclicos sdo metabolitos
secundérios amplamente distribuido no reino vegetal e sdo frequentemente usados
em fitoterapia devido as suas propriedades terapéuticas valiosas.

Dentre os triterpenos pentaciclicos ja isolados nesta espécie, destacam-se 0
acido ursdlico e seu isdomero, acido oleandlico (Figura 3) que sdo amplamente
distribuidos no reino vegetal (VASCONCELOS, 2006).

Acido oleandlico Acido ursélico

Figura 3: Estruturas quimicas dos triterpendides acido oleandlico e acido ursdlico.

Durante a ultima década muitos artigos foram publicados, refletindo o grande
interesse e progresso no entendimento destes triterpendides. Isso inclui o
isolamento e purificacdo de varias plantas, modificacbes quimicas, pesquisas
farmacoldgicas e estudos toxicolégicos. Contudo, é observado que triterpenos de
esqueleto oleanano apresentam atividade bioldégica menor que os triterpenos com
esqueleto ursano e lupano (VECHIA, 2009). Alguns de seus derivados sdo mais
ativos que o proprio acido oleandlico, contudo, mesmo assim apresenta
propriedades biolégicas maiores que outros triterpenos como o lupeol (SPORN,
2000, VECHIA, 20009).

O acido ursolico tem atraido consideravel interesse devido as suas

promissoras propriedades biolégicas como quimioterapico, quimiopreventivo, anti-
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inflamatoério (influenciando a acdo do Oxido nitrico sintase e ciclo-oxigenase),
antimicrobiana, e inibidor de mutacdo em bactérias. Além disso, derivados do &cido
ursolico, especialmente os dicarboxilados, exibem atividade frente ao virus HIV
(embora seja levemente téxico), através da inibicdo da dimerizacdo da protease.
Também exibem atividade citotoxica inibindo o crescimento de células tumorais in
vivo, sendo um potencial candidato para tratamento e prevencdo de cancer de pele
e melanoma por inducao a apoptose (VECHIA, 2009; DENG, 2008; LEUNG, 1996).

Dentre as inuUmeras atividades biologicas atribuidas aos triterpenos éacido
ursolico e acido oleandlico, diferentes estudos relatam a atividade analgésica, anti-
inflamatéria, antimicrobiana e antioxidante (VASCONCELOS et al., 2003; KANG et
al., 2008; IKEDA et al., 2008).

2.6.1 Atividades biologicas de M. pectinatum

Extratos da espécie Mesosphaerum pectinatum e alguns de seus metabdlitos
secundarios ja foram ensaiados frente a alguns micro-organismos. ROJAS e
colaboradores (1992) relataram a atividade antimicrobiana de diversas plantas
medicinais utilizadas no México, incluindo a M. pectinatum. Na Tabela 1 podem ser
observados os resultados de atividade antibacteriana, antifingica e antiparasitaria
de alguns extratos e substancias isoladas de M. pectinatum. Os metabdlitos
secundarios isolados de M. pectinatum mais ativos, frente a quatro espécies de
bactérias e uma de fungo foram os pectinolideos A, B e C. As trés substancias
apresentaram resultados positivos de inibicdo de crescimento microbiano, frente a
Staphylococcus aureus e Bacillus subitilis. Ja para a atividade antiparasitaria frente a
Leishmania brasilienses testaram-se diversos fenilpropanoides isolados de M.
pectinatum. O mais ativo, com valor de ICso de 5,4 mg/mL foi o acido 3-O-metil-
rosmarinico.

De Queiroz e colaboradores (2014) avaliaram os efeitos frente a L.
brasilienses do extrato aquoso de M. pectinatum. Os resultados demonstraram que
este extrato (100 pg/mL) inibiu o crescimento das formas promastigotas de L.
amazonenses em 81,9%. Estes resultados corroboram com os encontrados por

Falcéo e colaboradores (2013).
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Tabela 1: Atividade de extratos e substancias isoladas da espécie M. pectinatum frente a
Leishmania brasiliensis, LB; Staphylococcus aureus, SA; Bacillus subitilis, BS; Escherichia

coli, EC; Pseudomonas aeruginosa, PA; Candida albicans, CA.

Amostras

Atividade antimicrobiana

ICso
ug/mL

Zona de inibicdo (mm)/MIC (ug/mL)

LB

SA

BS

EC

PA

CA

Referéncias

Extrato MeOH
(partes
aéreas)

6/-

10/-

Inativo

Inativo

Inativo

Rojas, 1992

Extrato CHCI,
(partes
aéreas)

8,5/-

8,5/-

Inativo

Inativo

Inativo

Pereda-
Miranda,
1993

Hyptolideo

Inativo

45/5

Inativo

Inativo

Inativo

Pereda-
Miranda,
1990

Pectinolideo A

8/12,5

10/6,25

Inativo
/200

Inativo
/200

Inativo
/250

Pectinolideo B

4/100

6/25

Inativo
/300

Inativo
/300

Inativo
/300

Pectinolideo C

4/100

8/12,5

Inativo
/>500

Inativo
/>500

Inativo
/>500

Hyptolideo

Inativo
/>100

5/100

Inativo
/>500

Inativo
/>500

Inativo
/>500

Pereda-
Miranda,
1993

Extrato EtOH
(Folhas)

0,7

Fracéo
MeOH:H,O
(Folhas)

3,9

Fracdo AcOEt
(Folhas)

0,4

Fracéo
Hexano
(Folhas)

0,2

Acido
sambacaitarico

6,9

Acido 3-O-
metil-
sambacaitarico

100

Acido
rosmarinico

>100

Acido 3-O-
metil-
rosmarinico

5,4

Cafeato de
etila

>100

Nepetoidina

>100

Falcao, 2013
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A avaliagdo dos efeitos toxicos nas células do hospedeiro é um critério muito
importante na busca de compostos ativos frente a L. amazonenses. Desta forma, de
Queiroz e colaboradores (2014) verificaram que o extrato aguoso de M. pectinatum
nao apresentou efeitos citotdxicos em macrofagos de camundongos.

Na Tabela 2 pode-se observar os resultados de ensaios antimicrobianos com
alguns pectinolideos, realizados em quatro cepas de S.aureus, e de citotoxicidade
frente a linhagem celular de carcinoma de nasofaringe. FRAGOSO-SERRANO e
colaboradores (2005) realizaram ensaios de citotoxicidade na linhagem de
carcinoma de nasofaringe (KB). Todos os quatro pectinolideos foram ativos, no
entanto o pectonilideo A foi o mais efetivo tanto em KB, como nas linhagens de S.

aureus.

Tabela 2: Atividade anti-estaflococos de substéncias isoladas da espécie M. pectinatum.

Células de | Atividade antimicrobiana (MIC, ug/mL)
carcinoma
de ATCC | XU212 | SA1199B | EMRSA15 Ars
Amostras nasofaring | 25923 Referéncias
e KB (ED50,
pg/mL)
Pectinolideo 0,63 32 128 128 128
A
Pectinolideo >20 128 256 256 256
B Fragoso-
Pectinolideo 2,52 64 256 128 128 Serrano,
C 2005
Pectinolideo >20 32 64 64 64
H

XU212 e SA1199B: cepas de Staphylococcus aureus multi-resistentes
EMRSAL5: cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
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3. OBJETIVOS

Isolar e identificar metabdlitos secundarios da espécie Mesosphaerum
pectinatum bioguiado por ensaio antimicrobiano frente as cepas de Staphylococcus

aureus.

Objetivos especificos

(@) Preparar extrato etandlico das folhas e flores da espécie M. pectinatum
por turboextragao;

(b)  Realizar o fracionamento dos extratos e fracBes mais ativas utilizando
técnicas cromatogréficas classicas;

(c) Isolar metabdlitos secundarios de M. pectinatum utilizando técnicas
cromatograficas classicas e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

(d) Identificar os metabdlitos secundarios isolados, pela técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear;

(e) Avaliar as atividades antimicrobianas, do extrato, fracdes e substancias
isoladas, em cepas de Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA).
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4. METODOLOGIA

4.1 Preparacédo do extrato vegetal

A coleta do material botanico para identificacédo foi realizada de acordo com
as técnicas usuais de MORI et al (1985) e posteriormente identificado no Herbario
ASE da Universidade Federal de Sergipe, com auxilio de bibliografia especializada
(Numero de identificacdo, 34.715). A Mesosphaerum pectinatum foi coletada no
Povoado Tombo, municipio de Salgado/SE.

Em seguida as folhas e inflorescéncias foram selecionadas e desidratadas em
estufa com circulacdo forcada de ar, a uma temperatura de 40°C, triturado,
tamisados e, armazenado em frascos hermeticamente fechados para posterior

extracao.

4.2 Extracdo por turboextracéo

O material vegetal seco e pulverizado foi submerso em etanol 99,5% em
erlenmeyers na proporcao de 1:5, m/v (material vegetal seco em gramas/volume em
mL de solvente) e submetido a agitacdo em homogeneizador de tecido celular
(Turratec®) por 5 min, a 18.000 rpm e 30°C. O solvente foi filtrado e em seguida
evaporado sob vacuo em evaporador rotativo, a 40°C. Este procedimento foi
realizado mais duas vezes para o esgotamento dos metabdlitos. Finalmente o

extrato foi armazenado para as analises posteriores.

4.3 Fracionamento liquido-liquido do extrato bruto de M. pectinatum

O fracionamento do extrato etandlico foi realizado por particédo liquido-liquido,
em funil de separagédo, com os solventes n-hexano, diclorometano e acetato de etila.
O processo de particao liquido-liqguido, com solventes de polaridade crescente, visa

uma separagdo das substancias através de suas diferentes polaridades. As fragdes
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obtidas foram concentradas a 40°C em rotaevaporador, e submetidas aos ensaios

antimicrobianos.

4.4 Fracionamento e isolamento dos metabdlitos secundarios através
da cromatografia liquida classica e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

Os fracionamentos dos metabolitos secundarios foram realizados por
Cromatografia Liquida Classica (CLC) utilizando-se colunas de vidro abertas
empacotadas com silica gel 60 (70-230 mesh), com 26 cm de comprimento e 3,6 cm
de didmetro interno.

As amostras foram preparadas pesando-se o extrato, que apdés ser dissolvido
em diclorometano foi misturada a silica para obtencédo de uma mistura em forma de
po fino. A amostra adsorvida na silica foi colocada no topo da coluna e, em seguida
acrescentada a fase moével. Apds a eluicdo da fase moével (modo gradiente), as
subfracbes coletadas foram submetidas a cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) para analisar o perfil de separacédo das substancias. Em seguida
as fracdes com perfil quimico semelhante, foram reunidas.

Para as analises das amostras utilizou-se HPLC (Shimadzu), equipado com
duas bombas LC-6AD, desgaseificador DGU-20A3R, detector UV-Vis SPD-20A,
controladora CBM-20A. As condigbes cromatograficas foram: fase movel
metanol/agua (MeOH/H,0; 90:10, 85:15 e 80:20), coluna C18 Waters (4,6 x 200 mm,
10 p), vazado 1mL/min, volume de injecéo de 10 ul e comprimento de onda de 210
nm.

Para o isolamento e purificagdo utilizou-se 0 mesmo equipamento
mencionado acima, utilizando sistema semi-preparativo. A coluna utilizada foi uma
C18 Waters (21,2 x 250 mm, 10 u), fase movel MeOH/H,O (85:15), vazdo 10
mL/min, volume de injecdo 500 puL e comprimento de onda 210 nm. Todas as

condicdes desse fracionamento podem ser observadas no fluxograma da Figura 4.
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4.5 Resumo do fracionamento cromatografico da M. Pectinatum

Extrato das folhas de H.
<) Ensaios de atividade antimicrobiana pectinata (MPF 7,744 g)
(O Fracao bioativa |
(] Fracdo analisada no HPLC

() Fracdo analizadas no RMN Parti¢éo
liquido-liquido
MPF + Etanol/H,0 (1:1)
Fragéo Fracdo Hexanica Fracdo Acetato de
Diclorometano (MPFH 1,224 g) etila
(MPFDC 4,601 g) (MPFACOEt 0,458 g)
] Coluna: Silica 26 cm x 3,6 cm
Cromatografia Elui¢do gradiente:
Liquida Classica Hexano 100% — 100 mL
(CLC) Hexano/Diclorometano (1:1) — 400 mL
Diclorometano 100% — 600 mL
Metanol 100% — 300 mL
MPFHA MPFHB MPFHC MPFHD MPFHE MPFHF MPFHG
(0,004 g) (0,017 g) (0,284 g) (0,234 g) (0,014 g) (0,032 g) (0,462 g)
Coluna: Silica 26 cm x 3,6 cm
Eluicao isocratica: Diclorometano/Acetona (4:1) CLC

|
- |
MPFHGB MPFHGD MPFHGF-MPFHGG MPFHGH
(0,004 g) (0,023 g) L (0,104 g) (0,023 g)
MPFHGA MPFHGC MPEHGI
MPFHGE
(0,006 g) (0,007 g) (0,049 g) (0,016 g)

HPLC - C18, MeOH/H,0 (5:1)
Vazéao: 10 mL/min, A = 210nm

Substancia 1 Substancia 2 Substancia 3
(5,3 ma) (5,1 mg) (5,2 mq)

Figura 4: Fluxograma do fracionamento bioguiado do extrato das folhas de M. pectinatum.
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4.6 Identificacdo das substancias isoladas por Espectroscopia de

Ressonéancia Magnética Nuclear

As andlises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram executadas em
um espetrdmetro BRUKER DRX (100 MHz para **C e 400 MHz para 'H),
pertencentes ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos.

Foram analisados os nicleos de H e '3C para a obtencdo dos espectros

necessarios para o processo de elucidacéo estrutural das substancias.

4.7 Avaliacdo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em

agar

Os extratos, fracdes e compostos obtidos foram avaliados utilizando o método
de difusdo em &gar descrito por Kirby-Bauer em 1966. Para a realizacdo do método,
um inoculo padronizado da bactéria preparado em meio BHI (brain heart infusion)
estéril, na escala 0,5 de McFarland (1,5 x10® UFC/mL) é semeado sobre a superficie
do Agar Muller-Hington de forma uniforme, em seguida discos de papel de filtro (d =
6,19 mm) s&o impregnados com as amostras dos extratos e fracdes obtidas, em
diferentes concentracbes (7,5; 15; 30 e 60 ug/disco) e distribuidos sobre o agar.
Como controle positivo foi utilizado o antibidtico cefadroxil (30ug/disco).

As placas devidamente preparadas foram incubadas em estufa bacteriolégica
por 24 horas a 37°C. Apés o tempo de incubacéo, procedeu-se a leitura dos halos de
inibicdo (zona clara onde ndo houve o crescimento bacteriano), considerando ativos
os halos de inibicdo maiores de 6,19 mm (OPLUSTIL et al., 2004). Os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados expressos pela média aritmética dos
didmetros dos halos de inibicdo em mm e calculado o desvio padréo.

Durante os ensaios foram utilizadas cepas padrdo (ATCC): S. aureus (ATCC
25923) e S. aureus MRSA (PNCQ 357) — cepa hospitalar.
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4.8 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pela

técnica da microdiluicdo em caldo

A determinacdo da CIM das substancias ativas foi realizada segundo a
metodologia da diluicdo em caldo (microtécnica) proposta pelo NCCLS em 2003,
com as mesmas bactérias utilizadas nas técnicas de difusdo em &gar. Foram
utilizadas microplacas com fundo chato esterilizadas com 96 pocos. Cada poco
recebeu o indculo (6 x 10° UFC/mL), o meio de cultura liquido BHI e as solu¢des das
substancias dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) com concentracdes finais que
variaram de 25 a 200 pg/mL, sendo o volume final de 100 pL. Foi utilizada como
controle negativo a solucdo de DMSO acrescido da suspensédo bacteriana. Logo
apos a micropipetagem, as placas foram tampadas e incubadas a 35 °C por 24 h,
sem agitacdo. Terminado o periodo de incubacao, a leitura foi realizada no leitor de
ELISA. Dessa maneira foi possivel determinar a menor concentracdo de cada

substancia capaz de inibir o crescimento dos microrganismos.

49 Analise Estatistica

Os resultados obtidos no presente trabalho foram expressos em média *
desvio padrdo e avaliados estatisticamente usando-se a andlise de variancia
(ANOVA) e pos-teste de Tukey ou Dunnet, com auxilio do software GraphPad
Prisma versdo 5.0, sendo que as diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes quando p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs as extracOes realizadas por turbdlise com os extratos das folhas e das
flores da M. pectinatum, os extratos obtidos foram submetidos aos ensaios de
atividade antimicrobiana frente a cepas de S. aureus e S. aureus resistente a
meticilina.

Por meio do teste de difusdo em &agar com discos impregnados com as
amostras foi possivel verificar, de forma qualitativa, a atividade antimicrobiana da M.
pectinatum. O controle negativo utilizado foi o disco sem amostra, enquanto que o
controle positivo foi o cefadroxil (30 pg/disco), um antibacteriano de alto poder de

acdo frente as linhagens testadas.

5.1 Ensaios antimicrobianos com os extratos brutos das folhas e flores
da M. pectinata (MPF e MPFL)

Os extratos demostraram ser ativos frente as cepas testadas apds o periodo
de incubacdo de 18 horas. Observou-se que ambos os extratos (MPF e MPFL)
inibiram o crescimento bacteriano, e que ndo ha diferenca estatistica significativa
entre as concentracdes ativas (30 e 60 pg/disco), como pode ser observado nos
Graficos 1 e 2. A maior disponibilidade das folhas de M. pectinatum quando
comparado com as flores, levou-nos a selecionar esta parte da planta para a

realizacdo dos estudos posteriores.
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Grafico 1: Efeito dos extratos obtidos por turboextragdo das folhas e das flores da M.
pectinatum, frente a cepa de S. aureus. Os discos utilizados apresentam diametro de 6,19
mm. Cada coluna representa a média dos experimentos realizados em triplicata. *p<0,05 ou
**p<0,001 vs controle (ANOVA seguido do teste de Dunnet).
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Grafico 2: Efeito dos extratos obtidos por turboextracdo das folhas e das flores da M.
pectinatum, frente a cepa de S. aureus resistente a meticilina. Os discos utilizados
apresentam didmetro de 6,19 mm. Cada coluna representa a média dos experimentos
realizados em triplicata. *p<0,05 ou **p<0,001 vs controle (ANOVA seguido do teste de

Dunnet).
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5.2 Ensaios antimicrobianos realizados com as fracdes obtidas apoés

particdo liquido-liqguido do extrato das folhas da M. pectinatum

Na Figura 7 pode-se observar o processo de particao liquido-liquido. Partindo-
se de 7,744 g do extrato seco das folhas da M. pectinatum (MPF) foi obtido: 1,224 g
da fracdo hexanica (HPFH), 4,601 g da fracdo diclorometano (HPFDCM) e 0,458 ¢
da fracdo acetato de etila (HPFACEOT).

Figura 5: Imagens ilustrativas do processo de parti¢céo liquido-liquido da MPF com n-hexano
(A), diclorometano (B) e acetato de etila (C). (Fonte: Autoria propria)

Apobs a realizacdo dos ensaios antimicrobianos com as trés fracdes obtidas da
particdo liquido-liquido a partir da MPF, observou-se que apenas a fragdo n-hexano
(MPFH) demonstrou ser ativa contra as cepas de S. aureus testadas. Os Graficos 3
e 4 correspondem aos resultados obtidos dos ensaios com a fracdo MPFH, onde
pode ser observado através dos diametros dos halos, uma significativa inibicdo do
crescimento antimicrobiano. Os didmetros dos halos foram de 7,61 mm (30 pg/disco)
e 8,37 mm (60 ug/disco) frente a cepa de S. aureus e 7,87 mm (30 pg/disco) e 8,47

mm (60 ug/disco) frente a cepa de S. aureus resistente a meticilina.
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Grafico 3: Efeito da fracdo hexanica (MPFH) obtida por Particdo liquido-liquido da M.
pectinatum frente a cepa de S. aureus. Os discos utilizados apresentam diametro de 6,19
mm. Cada coluna representa a média dos experimentos realizados em triplicata. *p<0,05 ou
**n<0,001 vs controle (ANOVA seguido do teste de Dunnet).
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Grafico 4. Efeito da fragdo hexanica (MPFH) obtida por Particdo liquido-liquido da M.
pectinatum frente a cepa de S. aureus resistente a meticilina. Os discos utilizados
apresentam didmetro de 6,19 mm. Cada coluna representa a média dos experimentos
realizados em triplicata. *p<0,05 ou **p<0,001 vs controle (ANOVA seguido do teste de
Dunnet).
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No entanto, considerando que a fracdo MPFH apresentou inibicdo do
crescimento antimicrobiano, deu-se continuidade a busca de substancias bioativas
com esta fragdo. Em seguida, separacdes cromatograficas foram realizadas a fim de

se isolar as substancias bioativas presentes nela.

5.3 Fracionamento da fracdo MPFH e ensaios de atividade

antimicrobiana das subfracdes obtidas

A cromatografia liquida classica (CLC), foi realizada utilizando uma coluna de
26 cm de altura por 3,6 cm de didmetro empacotada com silica. A eluicdo foi feita no
modo gradiente utilizando como solventes: n-hexano 100%, n-hexano/diclorometano
(1:1), diclorometano 100% e metanol 100%. As fracdes obtidas por CLC a partir da
fracdo MPFH, foram submetidas a cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) para analisar o perfil de separacéo das substancias. Posteriormente, foram
realizadas reunibes das subfragbes quimicamente semelhantes, resultando em 7
subfracbes (MPFHA-MPFHG). Todas as amostras foram submetidas a ensaios
antimicrobianos.

Dentre as subfracdes obtidas, as subfracbes MPFHE e MPFHG apresentaram
valores significativos de inibicdo. A fracdo MPFHE, obtida com a eluicdo do
diclorometano (DCM), apresentou diametro de halo de 9,01 mm, ja a fracdo MPFHG
eluida com metanol (MeOH) apresentou diametro de halo de 11,41 mm, ambos na
mesma concentracdo (60 pg/disco). Estas fracdes foram as que se mostraram mais
ativas frente as cepas testadas, apresentando didametros de halos superiores a 9 mm
(Grafico 5 e 6).
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Grafico 5: Efeito das subfracdes (MPFHA-MPFHG) na concentracdo de 60ug/disco obtidas
por CLC da M. pectinatum frente & cepa S. aureus. Os discos utilizados apresentam
didametro de 6,19 mm. Cada coluna representa a média dos experimentos realizados em
triplicata. *p<0,05, **p<0,001 ou ***p<0,0001 vs controle (ANOVA seguido do teste de
Dunnet).
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Grafico 6: Efeito das subfragbes (MPFHA-MPFHG) na concentracdo de 60ug/disco obtidas
por CLC da M. pectinatum frente a cepa S. aureus resistente a meticilina. Os discos
utilizados apresentam didmetro de 6,19 mm. Cada coluna representa a média dos
experimentos realizados em triplicata. *p<0,05, **p<0,001 ou ***p<0,0001 vs controle
(ANOVA seguido do teste de Dunnet).
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Apoés as analises estatisticas pode-se verificar, nos ensaios frente a cepa S.
aureus, que a subfracdo MPFHG apresentou efeito concentracdo-dependente, ou
seja, quanto maior a concentracdo da amostra, maior foi o halo de inibicdo
microbiana. Frente a cepa de S. aureus resisténte a meticilina, a subfracdo MPFHG
nao apresentou efeito concentracao-dependente, com diametros de halos entre 8
mm e 10 mm nas concentracdes testadas, como pode ser observado no Grafico 7.
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Grafico 7: Efeito da subfragdo MPFHG frente as cepas S aureus e S. aureus resistente a
meticilina. Os discos utilizados apresentam diametro de 6,19 mm. Cada coluna representa a
média dos experimentos realizados em triplicata. *p<0,05, **p<0,001 ou ***p<0,0001 vs
controle (ANOVA seguido do teste de Tukey). Letras diferentes indicam que ha diferenca
estatistica significativa.

Mesmo com o0s halos mais expressivos, chegando até a 11,41 mm nha
concentracdo de 60 ug/disco, frente a cepa de S. aureus, deu-se continuidade nos
ensaios com a cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) levando-se em
consideracdo que a ocorréncia e proliferacdo de cepas de S. aureus MRSA séo
causa de muita preocupagdo ndo somente no meio hospitalar, mas também na
comunidade, desde que poucos agentes podem tratar infecgcdes por estes

microorganismos. Virtualmente as cepas de MRSA estéo resistentes a todos os B-
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lactamico, macrolideos, tetraciclina, aminoglicosideos, sendo vancomicina e
teicoplamina, os dois glicopeptideos usados na clinica para o tratamento destas
infecgdes por S. aureus MRSA (Shibata 2005).

5.4 Fracionamento da subfracio MPFHG e analise do perfil

cromatografico das subfracdes obtidas de MPFHG utilizando HPLC

Com a subfracdo ativa, MPFHG, foi realizada uma CLC com uma coluna
cromatografica de 26 cm de altura por 3,6 cm de diametro empacotada com silica. A
eluicdo foi feita no modo isocratico utilizando como solventes: diclorometano/acetona
(4:1), com o objetivo de isolar a/as substéncias bioativas. Foram obtidas 102
subfracdes, onde apos a andlise em CCDA as fracBes quimicamente semelhantes
foram reunidas resultando em 9 subfracées (MPFHGA-MPFHGI).

Foram previamente realizadas inje¢ces no HPLC, em escala analitica, das
subsfracfes obtidas que apresentaram as maiores massas. Com o objetivo de obter
o perfil cromatografico de cada amostra, Foi utilizada uma coluna C18 (4,6 x 200 mm,
10 um) Waters Spherisorb a 25°C utilizando como fase mével Metanol/H,O (85:15),

a 210 nm e vazéo de 1,0 mL/min, com volume de injecao de 20 pL (Gréficos 8-12).
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Grafico 8: Cromatograma da fragdo MPFHGE obtida a partir de HPLC em escala analitica.
Foi utilizada uma coluna C18 (4,6 x 200 mm, 10 yu) Waters Spherisorb a 25°C utilizando
MeOH /H,0 (85:15), a 210 nm e vazéo de 1,0 mL/min. Volume da injeg&o 20 pL.
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Grafico 9: Cromatograma da fragdo MPFHGF obtida a partir de HPLC em escala analitica.
Foi utilizada uma coluna C18 (4,6 x 200mm, 10u) Waters Spherisorb a 25°C utilizando
MeOH /H,O (85:15), a 210 nm e vazao de 1,0 mL/min. Volume da injecdo 20 L.
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Grafico 10: Cromatograma da fracdo MPFHGG obtida a partir de HPLC em escala analitica.
Foi utilizada uma coluna C18 (4,6 x 200 mm, 10 pu) Waters Spherisorb a 25°C utilizando
MeOH /H,0 (85:15), a 210 nm e vazéo de 1,0 mL/min. Volume da inje¢&o 20 pL.
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Grafico 11: Cromatograma da fracdo MPFHGH obtida a partir de HPLC em escala analitica.
Foi utilizada uma coluna C18 (4,6 x 200mm, 10u) Waters Spherisorb a 25°C utilizando
MeOH /H,O (85:15), a 210 nm e vazao de 1,0 mL/min. Volume da injecdo 20 L.
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Grafico 12: Cromatograma da fracdo MPFHGI obtida a partir de HPLC em escala analitica.
Foi utilizada uma coluna C18 (4,6 x 200 mm, 10 p) Waters Spherisorb a 25°C utilizando
MeOH /H,0 (85:15), a 210 nm e vazéo de 1,0 mL/min. Volume da inje¢&o 20 pL.

Foi possivel verificar que as subfracbes MPFHGE a MPFHGG apresentaram
um melhor perfil de separacdo dos picos, que eluiram entre os tempos de retencao
de 15 a 20 minutos. Ja as subfracdes MPFHGH e MPFHGI néo apresentaram boa
separacao das bandas cromatogréaficas, que se concentraram entre os tempos de
retencdo de 0 a 5 minutos.

As subfracbes MPFHGF e MPFHGG por apresentarem uma semelhanca nos
seus perfis, foram reunidas, para o isolamento de quantidades significativas de cada
substancia. O isolamento das substancias foi realizado utilizando o HPLC no modo
semi-preparativo, ap6s a selecdo da melhor fase movel para a separacdo das
substancias presentes nestas fracfes. Foram testadas as seguintes fases moveis:
MeOH/H,0 (90:10, 80:20 e 85:15), utilizando coluna C18 waters (4,6 x 200 mm, 5
um), vazao de 1 mL/min, comprimento de onda de 210 nm e volume de injecdo de
20 pL.

Os Gréficos 13, 14 e 15 correspondem aos cromatogramas da fracdo obtida
apos reunido das fracbes MPFHGF e MPFHGG (HPFHGF-G) utilizando HPLC em
escala analitica. A fracédo foi injetada numa coluna C18 Waters (4,6 x 200 mm, 10
um), vazdo de 1 mL/min, comprimento de onda de 210 nm e volume de injecao de

20 pL.
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Grafico 13: Cromatograma da fragdo HPFHGF-G obtido em HPLC em semi-preparativo.
Coluna C18 Waters (4,6 x 200 mm, 10u), fase mével MeOH /H,O (90:10), vazdo de 10
mL/min e comprimento de onda de 210 nm. Volume da injecdo: 20 uL.
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Grafico 14: Cromatograma da fracgdo HPFHGF-G obtido em HPLC em semi-preparativo.
Coluna C18 Waters (4,6 x 200 mm, 10 p), fase mével MeOH /H,O (80:20), vazéo de 10
mL/min e comprimento de onda de 210 nm. Volume da inje¢éo: 20 uL.
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Grafico 15: Cromatograma da fragdo HPFHGF-G obtido em HPLC em semi-preparativo.
Coluna C18 Waters (4,6 x 200 mm, 10 p), fase mével MeOH /H,O (85:15), vazdo de 10
mL/min e comprimento de onda de 210nm. Volume da injecéo: 20 pulL.
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Com essas condigbes cromatograficas conseguiu-se analisar o perfil de
separacdo das bandas cromatogréficas quando submetidas a diferentes proporgdes
da mistura binaria utilizada. Como pode ser observado na Figura 13, as substancias
presentes na amostra injetada coeluiram. A consequéncia desse tipo de coeluicéo &
uma inadequada coleta do composto de interesse. Dessa forma, na tentativa de se
obter uma melhor resolucdo pode-se alterar a proporcao do solvente de maneira a
garantir: (a) uma maior retencdo dos compostos (aumento do fator de retencéo); (b)
uma maior seletividade (aumento do fator de separacdo), ou ambos; além da
possibilidade de aumentar a eficiéncia cromatografica.

O Gréfico 14 esta representado o cromatograma de uma nova injecdo da
amostra com uma proporcdo de solvente correspondente a MeOH/H,O (80:20).
Observa-se que a diminuicdo da propor¢cdo do MeOH levou a bandas com tempos
de retencdo muito altos e com aspectos alargados. Na tentativa de se obter uma
melhor eficiéncia e a seletividade dos compostos eluidos, uma nova injecéo foi feita
com MeOH/H,0O (85:15). No Grafico 15 ja pode ser observado que essa proporcao
de solvente utilizada se obteve uma separacdo com uma melhor
resolucao/separacao das bandas, o que permitiu o isolamento de trés substancias.

Apbs estudo cromatografico das fases moveis, com o objetivo de se melhorar
a separacdo das substancias presentes na fracdo HPFHGF-G, realizou-se o
aumento de escala para o isolamento dessas substancias (1, 2 e 3), como pode ser
observado no Grafico 16. O escalonamento das condi¢ces analiticas foi realizado

utilizando a equagéao abaixo:

RZ .Lp
"RZ2.L,

Onde R, e Ra séo os raios da coluna preparativa e analitica, respectivamente,
e L, e La, séo os comprimentos das colunas preparativa e analitica, respectivamente
(CASS e DEGANI, 2001).

A vazéao do solvente ndo pode ser escalonada, uma vez que se fosse utilizada
a vazao calculada levando-se em conta o fator de escalonamento, a pressao do

sistema se elevaria a um valor acima do permitido pelo equipamento.
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Grafico 16: Cromatograma da HPFHGF-G obtido em HPLC semi-preparativo. A fragéo foi
injetada numa coluna C18 Waters (21,2 x 250 mm, 10 p), utilizando MeOH /H,O (85:15),
vazao de 10 mL/min e comprimento de onda de 210 nm. Volume da inje¢éo: 500 L.

5.5 Dados espectréscopicos das substancias isoladas das folhas da M.

pectinatum

A identificacdo das substancias isoladas foi realizada através das analises
dos dados espectroscépicos de RMN *H e **C das substancias e comparados com
os dados da literatura (Tabela 3 e 4) (ALTINIER, 2007; MARTINS, 2003).

Acido micromérico (1). Sélido branco. *H RMN (CDs0D, 400 MHz): & (ppm) =
5,16 (1H, t, J = 3,5; CH-12), 5,57 (1H, s, CH,-30), 5,57 (1H, s, CH,-30) 3,10 (1H, dd,
J=11,0; 4,8 Hz, CH-3), 1,07 (3H, s, CH3-27), 0,90 (3H, d, CH3-29), 0,88 (3H, s, CHs-
23), 0,86 (3H, s, CH3-25), 0,76 (3H, s, CHs-24), 0,68 (3H, s, CH3-26). *C RMN
(CD30OD, 100 MHz): & (ppm) = 181,5 (C-28); 154,7 (C-20); 139,5 (C-13); 127,0 (C-
12); 105,1 (C-30); 79,7 (C-3); 56,8 (C-5); 56,7 (C-18); 43,3 (C-9); 40,8 (C-17); 40,5
(C-14); 40,0 (C-8); 39,8 (C-22); 38,6 (C-1); 38,1 (C-4); 34,3 (C-19); 33,4 (C-10); 30,8
(C-7); 30,7 (C-21); 29,3 (C-23); 28,8 (C-15); 27,9 (C-2); 25,4 (C-16); 24,4 (C-11);
24,0 (C-27); 19,5 (C-6); 17,9 (C-26); 16,8 (C-29); 16,4 (C-24); 16,0 (C-25).
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Tabela 3: Dados espectroscopicos de RMN de *H e **C para o Acido micromérico (1) e seu
éster metilico (CDsOD, 600 MHz) (ALTINIER, 2007).

micramenc add micromeric add methyl esier
positian® DEFT di e [y i HEZY 4 iy [henin Hz)?

1 CH; 384 1.66m w|T 163 m
1.03m 1.02m

2 CHz 283 1.6im B3 1.60m

3 CH 803 325dd (111,400 B0.1 3.23 dd (11.0, 4.0)

4 C 389 35

3 CH 36.7 074m 5.8 0.73m

i CHz 183 085m 18.0 0.84m

7 CH: 4.2 1.52m 340 15Im
1.36m 132m

i C 40.7 402

9 CH 4538 1.55m 43.3 156m

10 C 352 |

1 CHz 246 1.56 4.3 185

12 CH 1277 3341035 1272 5291039

13 C 1380 1378

14 C 433 43.1

15 CHz 281 150,1.19m i 189, 1.20m

16 CHz 256 179 ddd (13.0, 120, 5.1), 254 1.78 ddd {13.0, 12.0, 5.1),
223 ddd (120, 5.0, 3.1) 2.24dad {(12.0, 5.0, 3.1)

17 C 450 431

18 CH 56.1 2¥brs 550 230brs

19 CH kN 239d(11.0,62) 354 2.40d(11.0,6.3)

20 C 1528 1526

21 CHz 334 225, 231m 330 2.26,2.30m

22 CHg 40.1 152,1.73m | 1.90,1.74m

23 CH; 204 1.00s a1 1025

24 CH; 1649 0795 170 0.505

25 CH: 166 0545 16.3 085s

26 CHz 183 07ds 18.0 0.76 s

v CHz 246 1.16s 40 1155

2 C 1778 1772

29 CHz 173 1.03di62) 171 1.00d 6.2)

30 CHz 106.5 465brs 106.0 465brs
470 brs 4700brs

=0Me CH: 321 349s

O acido micromérico (acido 3b-hidroxi-12,20(30)-dien-28-6ico), CgzoHss03
(NCBI, 2018), foi isolado pela primeira vez nesta espécie. Esse triterpendide possui
propriedades biologicas anti-inflamatérias tépicas e antinociceptiva — anulando ou
reduzindo a percepcao e transmissdo de estimulos que causam dor e inflamacgéo
(ALTINIER et al., 2007; COSTA, 2003; MARTINEZ; 2012). E uma substancia pouco
explorada em outros géneros e espécies de plantas ja isoladas. Estes resultados
estimulam a realizagéo de ensaios mais aprofundados com essa substancia, para se

obter mais informacdes.

Acido oleandlico (2). Sélido branco. *H RMN (CDsOD, 400 MHz): & (ppm) =
5,14 (1H, t, J = 3,6, CH-12), 3,16 (1H, dd, J = 11,2; 4,7 Hz, CH-3), 2,76 (1H, dd, J
=14,0; 3,6 Hz, CH-18), 1,06 (3H, s, CH3-27), 0.87 (3H, s, CH3-23), 0,84 (6H, s, CHs-
25 e CH3-29), 0.80 (3H, s, CH3-30), 0.72 (3H, s, CH3-26), 0.68 (3H, s, CH3-24). *C
RMN (CD3OD, 100 MHz): & (ppm) = 182,5 (C-28); 145,4 (C-13); 123,5 (C-12); 79,7
(C-3); 56,8 (C-5); 47,8 (C-9); 47,4 (C-17); 42,9 (C-19); 42,83 (C-14); 40;6 (C-18);
39,8 (C-8); 38,2 (C-4); 35,0 (C-1); 34,0 (C-10); 33,9 (C-21); 33,6 (C-29); 31,6 (C-7);


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%223beta-Hydroxyurs-12%2C20(30)-dien-28-oic%20acid%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%2073242194%5BStandardizedCID%5D
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30,7 (C-22); 29,5 (C-20); 28,9 (C-23); 28,7(C-15); 27,9 (C-2); 26,4 (C-27); 24,5 (C-
11); 24,1(C-16); 24,0 (C-30); 19,5 (C-6); 17,8 (C-26); 16,3 (C-24); 15,9 (C-25).
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Figura 11: Espectro de RMN *H (CD;0D 400 MHz) do &cido oleandlico.
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O acido oleandlico (acido 3B-hidroxioleano-12-em-28-6ico), C3zoHys03, € um
triterpeno de esqueleto carbOnico do tipo oleanano, encontrado quase sempre com
seu isbmero, o acido ursolico. Contudo, € observado que triterpenos de esqueleto
oleanano apresentam atividade bioldégica menor que os triterpenos com esqueleto
ursano e lupano (VECHIA, 2009). Alguns de seus derivados sao mais ativos que o
proprio acido oleandlico, contudo, mesmo assim apresenta propriedades biolégicas
maiores que outros triterpenos como o lupeol (SPORN, 2000, VECHIA, 2009).

Acido ursélico (3). Sélido branco. *H NMR (CDsOD, 400 MHz): & = 5,12 (1H, t,
CH-12), 3,05 (1H, dd, J =4,8; 11,2 Hz, CH-3), 2,11 (1H, dd, J =11,2 Hz, CH-18), 1,01
(3H, s, CH3-27), 0.88 (3H, s, CH3-23), 0.87 (3H, d, J =6,5 Hz, CH3-30), 0.86 (3H, s,
CHs-25), 0.78 (3H, d, J =6,4 Hz, CH3-29), 0.76 (3H, s, CH3-26), 0.68 (3H, s, CH3-24).
13C RMN (CD3;0D, 100 MHz): & (ppm) = 182,3 (C-28); 139,9 (C-13); 126,7 (C-12);
79,7 (C-3); 56,7 (C-5); 54,4 (C-18); 43,3 (C-9); 40,8 (C-17); 40,5 (C-14); 40,4 (C-8);
40,0 (C-4); 39,8 (C-19); 38,2 (C-20); 38,1 (C-1); 34,4 (C-10); 31,9 (C-22); 30,7 (C-7);
29,3 (C-21); 28,8 (C-15); 27,9 (C-23); 25,4 (C-2); 24,4 (C-16); 24,1 (C-27); 21,6 (C-
11); 19,5 (C-30); 18,4 (C-6); 17,9 (C-26); 17,7 (C-29); 16,4 (C-24); 16,0 (C-25).

Figura 14: Estrutura quimica do &cido ursolico.
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Tabela 4: Dados espectroscopicos de RMN de *H e **C para o Acido oleandlico (2) e Acido
ursélico (3) (400 MHz,CDCl3) (MARTINS, 2003).

Position Oleanalic acid Ursolic acid
& &y, (multiplicity) &, Literature [7] & &)y (multiplicity) & Literature [7]

1 385 163 (m}) 390 8.6 172 (m}) 392
2 281 160 (m) 28.1 28.2 160 (m) 28.2
3 791 3.23 (dd; J = 10.7; 4.7 Hz) 782 787 3.22 (dd; J = 10.8; 4.9 Hz) TB2
4 338 3.4 38.5 36
5 553 0.74 (m) 55.9 55.2 134 (m) 55.9
[ 18.8 154 (m) 18.8 183 L60 (m} 188
7 nr 1.49 {m) 334 329 1.72 (m) 37
8 393 - 398 395 — 401
i 476 1.54 (m) 482 473 L60 {m) 481
10 370 - 374 30 — 75
u 233 0.94 {m) 238 237 1.91 {m) 237
12 1228 531 (dd: J = 3.6; 3.5 Hz) 1226 125.9 527 (dd; J = 3.6; 3.5 Hz) 125.7
13 1435 - 144.8 1379 — 1393
14 4L5 42,2 420 42.6
15 277 160 (m) 8.4 28.1 160 {m) 288
16 237 0.94 {m) 238 5.0 1.34 (m) 250
17 16.7 — 167 48.1 — 481
18 421 2.82 (m) 421 538 22(m) 536
19 160 2.87 (m) 16.6 385 L0 {m) 3.5
20 3.0 — 30 35 0.95 (m) 394
pal 39 162 (m}) 343 303 127 (m) 311
22 332 130 (m) 332 374 1.72 (m) 574
23 28.0 1.00 (s} 188 289 1.00 (s} 288
24 16.8 0.79 (s) 165 156 0.79 (s) 16.5
25 153 0.93 (s) 156 15.4 0.94 (s) 157
26 171 0.79 (s) 175 171 0.82 (s) 175
7 26.0 116 (5} 26.2 235 L10 (5} 240
28 180.0 - 18000 179.6 — 1797
29 331 0.92 (s) 354 170 0.87 {d; ] = 6.4 Hz} 175
30 237 0.94 (s) 138 214 097 {d; ] = 6.3Hz) 2.4

O acido ursélico € um triterpeno pentaciclico (grupo dos ursanos) de
ocorréncia em varios vegetais de diferentes familias. Tem férmula molecular
C3oH4s03 e peso molecular 456,68 g/mol (COSTA, 2008). Esse terpendide tem
atraido consideravel interesse devido as suas promissoras propriedades biologicas
como quimioterapico, quimiopreventivo, anti-inflamatorio (influenciando a acgdo do
oxido nitrico sintase e ciclooxigenase), antimicrobiana, e inibidor de mutagcdo em
bactérias. Além disso, derivados do acido ursdlico, especialmente os dicarboxilicos,
exibem atividade frente ao virus HIV (embora seja levemente téxico), através da
inibicdo da dimerizagdo da protease. Também exibem atividade citotoxica inibindo o
crescimento de células tumorais in vivo, sendo um potencial candidato para
tratamento e prevencdo de cancer de pele e melanoma por inducédo a apoptose.

Além de apresenta uma baixa ou nenhuma toxicidade, sendo, inclusive, utilizado
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como aditivo em bebida, alimento e em cosmético (VECHIA, 2009; DENG, 2008;
LEUNG, 1996).

Derivados ursodlicos acilados no carbono C-3, em configuracdo beta,
apresentam importante contribuicdo para semi-sintese de compostos que
apresentam atividades biolégicas. Observa-se que os grupos funcionais presentes
no C-3 e C-28 sdo as principais posi¢cdes responsaveis pela atividade citotdéxica do
acido ursdélico e dos acidos triterpenicos em geral. Substituintes doadores de ligagcao
de hidrogénio no carbono C-3 e C-28 sdo essenciais para a ampliagdo dessa
capacidade, assim como o aumento da hidroxilagdo na cadeia (MENG, 2009,
VECHIA, 2009). Entretanto, apenas uma quantidade limitada de derivados sintéticos
apresenta bioatividade. Uma série de novos derivados do &cido ursdlico ainda

necessita ter a correlacéo estrutura-atividade analisadas. (DENG, 2008).

5.6 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) das

substancias isoladas

ApOs avaliacdo da atividade antimicrobiana das substancias isoladas,
determinou-se a concentracado inibitéria minima para o acido ursélico, uma vez que
este foi 0 Unico composto que inibiu o crescimento microbiano na concentracéo de
200 pg/mL. A concentracgéo inibitéria minima para o acido ursalico foi de 100 pg/mL,
como pode ser observado no Grafico 16. Foi considerada como concentracao
inibitéria minima aquela que inibiu o crescimento microbiano em pelo menos 95%.
Em concentragbes menores também se observou a inibicio do crescimento
microbiano. Pode-se dizer que houve um efeito concentracdo dependente, pois se
observa um aumento significativo da atividade antimicrobiana na faixa de 25 a 75

ug/mL.
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Gréfico 16: Efeito do acido ursdlico frente a cepa S. aureus resistente a meticilina. As
concentragdes do &cido ursolico variaram de 25 a 200 pyg/mL. Cada coluna representa a
média dos experimentos realizados em duplicata. Letras diferentes indicam que héa diferenca
estatistica significativa (ANOVA seguido do teste de Tukey).

Na literatura ndo ha uma classificacdo consensual sobre os valores de CIM.
Aligiannis e colaboradores (2001) apresentaram a seguinte classificacdo: CIM
menores que 0,5 mg/mL sdo inibidores potentes; CIM entre 0,6 e 1,5 mg/mL sao
inibidores moderados; CIM acima de 1,6 mg/mL sé&o inibidores fracos. Enquanto
Webster e colaboradores (2008) propuseram um valor de CIM satisfatério entre 1
mg/mL ou menos. Seguindo a classificacdo de Aligiannis, o acido ursoélico é um
inibidor potente considerando que a sua CIM < 500 ug/mL.

O acido ursdlico e seu isébmero, acido oleandlico, pertencem a classe de
compostos triterpendides e sdo amplamente distribuidos no reino vegetal
(VASCONCELOS et al, 2006). Durante a ultima década muitos artigos foram
publicados, refletindo o grande interesse e progresso no entendimento destes
triterpendides. Isso inclui o isolamento e purificacdo de varias plantas, modificacdes
guimicas, pesquisas farmacolégicas e estudos toxicoldgicos (LIU, 2005).

Dentre as inuUmeras atividades biologicas atribuidas aos triterpenos acido
ursolico e acido oleandlico, diferentes estudos relatam a atividade analgésica, anti-
inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante (VASCONCELOS et al., 2003; KANG et
al., 2008; IKEDA et al., 2008).
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Horiuchi e colaboradores (2007) relataram a atividade antimicrobiana do acido
ursolico sobre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacilus cereus e
Staphylococcus aureus. As  concentragdes inibitérias minimas  foram
respectivamente: 2,5 mg/mL, 3,75 mg/mL, 7,3 x 10° mg/mL e 0,01 mg/mL. A CIM
frente a S. aureus foi menor do que a observada neste trabalho (0,1 mg/mL).

Em 2008, Fontanay e colaboradores testaram o acido ursélico em sua
apresentacao comercial frente a cepas de E. coli, S. aureus, Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa. Foram encontrados valores de CIM que demonstraram
potente atividade do &cido ursdlico frente as cepas de S. aureus e de E. faecalis.
Para S. aureus a CIM foi de 8 pg/mL. Silva Filho e colaboradores (2008) avaliaram a
atividade antimicrobiana do extrato bruto diclorometanico das folhas de Baccharis
dracunculifolia sobre S. aureus e obtiveram uma concentracao inibitéria minima com
crescimento de 50% das bactérias (CIMso) de 100 pg/mL, sendo essa atividade
atribuida ao &cido ursolico presente no extrato.

Horiuchi e colaboradores (2007) ainda ressaltam que o acido ursélico € 175
vezes mais ativo que o seu isémero, o &cido oleandlico, contra bactérias gram-
positivas, o que corrobora com o0s resultados obtidos neste trabalho, onde se
observou que o &cido ursélico € um potente inibidor e que o &cido oleandlico néo

apresentou atividade devido a baixa concentracéo testada (0,5 mg/mL).
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6. CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados sugerem que as folhas da planta M.
pectinatum detém constituintes quimicos que podem ser capazes de suprimir o
crescimento de microrganismos patégenos como, por exemplo, S. aureus, uma
bactéria patogénica do sistema respiratorio.

A investigacao fitoquimica da M. pectinatum resultou no isolamento bioguiado,
por meio da cromatografia, do acido ursélico, oleandlico e o micromérico. O acido
micromérico foi isolado pela primeira vez nesta espécie, sendo poucos os relatos na
literatura sobre a atividade biol6gica deste composto, incentivando assim estudos
mais aprofundados a fim de contribuir com o estudo fitoquimico da M. pectinatum. O
acido ursolico e oleandlico sdo triterpenos que ja foram isolados da espécie M.
pectinatum e de outras espécies vegetais. Isso mostra que esta metodologia € de
grande valia para a busca racional de substancias com atividade bioldgica.

Apesar das inumeras atividades biologicas apresentadas pelas substancias
isoladas ja descritas na literatura, sdo necessarios estudos mais aprofundados para
melhor entendimento das suas atividades biol6gicas, como também dos
mecanismos moleculares envolvidos para que elas possam ser empregadas com
seguranca e eficacia.

Este trabalho demonstrou o potencial antimicrobiano da M. pectinatum em
especial contra S. aureus e S. aureus resistente a meticilina devido a importancia
desse microrganismo para a Saude Publica. O conhecimento da atividade
antimicrobiana é importante para determinar o perfil biolégico da planta e para
estudos futuros que visam a obtencdo de um novo fitoterapico ou mesmo um

medicamento sintético produzido a partir de seus compostos.
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