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RESUMO

NEVES, Fernanda da Silva. Estudo quimico e microbiolégico de Gallesia
integrifolia (Spreng) Harms. (Phytolaccaceae) 2012. 123 f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncias Naturais) - Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
Campos do Goytacazes, 2012.

A espécie Gallesia integrifolia, pertencente a familia Phytolaccaceae e subfamilia
Rivinoideae, é conhecida popularmente por pau d’alho devido ao forte odor
caracteristico exalado. Ha relatos da utilizagdo dessa planta, na medicina popular,
para o tratamento externo de otite, contra verminoses, gonorréia, combate a tumores
de prostata, como hipotensora e hipolipemiante, além de ser considerada abortiva.
Os poucos estudos realizados com essa espécie, revelaram somente a presenca de
substancias contendo enxofre. No entanto, foram isolados flavondides e terpenos
em espécies vegetais da mesma subfamilia. Sendo assim, o objetivo principal deste
trabalho foi identificar os constituintes quimicos mais abundantes da G. integrifolia e
avaliar a atividade antimicrobiana dos seus extratos frente 4 linhagens de S. aureus,
2 linhagens de C. albicans e uma de C. tropicalis. As fracdes foram submetidas a
uma analise preliminar, para determinacao prévia dos melhores sistemas de eluicéo
e reveladores, e em seguida, as diversas técnicas cromatograficas, como
Cromatografia em Camada Delgada, Cromatografia em Coluna Aberta e
Cromatografia Contracorrente para purificagdo das substancias e métodos
espectroscopicos, como Ressonancia Magnética de Hidrogénio e Carbono para
identificacdo de seus componentes. Do extrato metandlico de Gallesia integrifolia
foram isoladas 6 substancias: 2 porfirinas: 7c-metoxifeoforbideo a e 7c-metoxi-10-
hidroxifeoforbideo a; 3 triterpenos: sendo uma mistura binaria, a-amirina e -amirina;
Hexaprenol e 1 diterperno: 15-hidroxi-13-clerodeno, sendo este inédito na literatura.
Todas as espécies isoladas sdo descritas pela primeira vez no vegetal estudado. O
extrato metandlico bruto e suas particbes mostraram o potencial antimicrobiano
frente aos fungos C. albicans e C. tropicalis, e ainda sobre uma cepa de S. aureus.

Palavras-chave: terpendides, porfirinas, Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Candida tropicallis
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ABSTRACT

The species Gallesia integrifolia, belonging to the family and subfamily Phytolaccaceae
Rivinoideae, is popularly known as pau d'garlic due to the strong characteristic odor exhaled.
There are reports of the use of this plant in folk medicine for the treatment of external otitis
against worms, gonorrhea, fights prostate tumors, such as antihypertensive and lipid-
lowering, and is considered abortive. The few studies of this kind, revealed only the presence
of sulfur-containing substances. However, were isolated flavonoids and terpenes in plant
species of the same subfamily. Thus, the main objective of this study was to identify the most
abundant chemical constituents of G. integrifolia and evaluate the antimicrobial activity of
their extracts against four strains of S. aureus, two strains of C. albicans and C. tropicalis.
The fractions were subjected to a preliminary analysis, prior to determining the best systems
of elution and revealing, and then the various chromatographic techniques such as Thin
Layer Chromatography, Column Chromatography in Open and Countercurrent
Chromatography for purification of substances and spectroscopic methods, and Magnetic
Resonance of Hydrogen and Carbon to identify its components. The methanol extracts of
Gallesia integrifolia six substances were isolated: two porphyrins: 7c-metoxypheophorbide a
e 7c-methoxy-10-hidroxipheophorbide a; 3 triterpenes: being a binary mixture, a-amyrin and
B-amyrin; Hexaprenol and 1 diterperno: 15 - clerodeno-hydroxy-13, this being unheard in the
literature. All isolated species are described for the first time in the plant studied. The crude
methanol extract showed the partitions and their antimicrobial potential against fungi C.

albicans and C. tropicalis, and on a strain of S. aureus.
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1. INTRODUCAO

As plantas tém sido tradicionalmente utilizadas pelas populagbes de todos os
continentes no controle de diversas doengas e pragas, além de representar uma
fonte importante de substancias biologicamente ativas, que s&o utilizadas como
medicamentos ou como modelo para sintese de um grande numero de farmacos
(LUPE, 2007).

O Brasil é o pais com maior potencial para pesquisa com espécies vegetais,
por deter a maior e a mais rica parcela da biodiversidade do planeta, em torno de 15
a 20% do total mundial conhecido (BUFFON, 2005). Estima-se que o nosso pais
possua 50.000 espécies de plantas superiores, produtoras de madeiras, celulose,
fibras, alimentos, 6leos vegetais e 6leos essenciais entre outros produtos naturais.
No entanto, apenas 8 % das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas
em busca de compostos bioativos e apenas 1.100 espécies vegetais desta flora
foram avaliadas em suas propriedades medicinais (SIMOES et al., 2004).

O Brasil além de ser muito rico em recurso biolégico apresenta também uma
grande diversidade cultural, bem como uma extensa area territorial, que dificulta o
acesso da populagdo aos servigos prestados pela rede publica de saude. Logo,
todos esses fatores acabam contribuindo para o fortalecimento da medicina
tradicional local, e faz do nosso pais um territério propicio para o desenvolvimento
de estudos etnofarmacologicos e ainda pode resultar no descobrimento de
diferentes substancias bioativas, aumentando as possibilidades de uma nova
descoberta terapéutica (RODRIGUES, 2011).

Foi pensando nisso, que o governo federal aprovou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, através do Decreto n® 5.813, de 22 de junho de
2006, visando que seja garantido a populagao brasileira acesso seguro e uso
racional de plantas medicinais e, além disso, promover o uso sustentavel da nossa
biodiversidade. O Ministério criou ainda uma Relagcdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), com cerca de 70 espécies. Esta
listagem considera as espécies vegetais que ja estdo sendo utilizadas nos servigos
de saude estaduais e municipais, o conhecimento tradicional e popular e os estudos

quimicos e farmacologicos disponiveis.



Neste contexto, a etnofarmacologia, ou seja, o conhecimento popular do uso
terapéutico de plantas oferece informacbes de suma importancia para o estudo
fitoquimico de espécies ainda pouco conhecida ou totalmente desconhecidas
cientificamente. Shiva (2001) confirma esse fato, pois relata que 75% das
propriedades dos 120 principios ativos isolados de plantas superiores e amplamente
utilizados na medicina moderna foram identificados pela medicina tradicional.

Assim, intensificacdo dos trabalhos etnobotanicos leva ao conhecimento das
especies que sao utilizadas, podendo servir como instrumento de estratégias de
utilizacdo e conservacao das espécies medicinais e seus potenciais, além de
preservagao do saber local e do emprego de produtos naturais na atengéo primaria
a saude, ja que o conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o
unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos.

Nesse sentido, dentre as muitas espécies da flora brasileira com potencial
terapéutico, encontra-se Gallesia integrifolia (Spreng) Harms (figura 3, pag. 23), uma
espécie conhecida popularmente por Pau d’alho, Gorarema, Guararema, Ibararema
e Ubirarema. Poucos estudos foram realizados com essa espécie. Porém, ha cada
vez mais um grande interesse nessa espécie, especialmente pelos relatos da
populacdo da acao antimicrobiana e anti-inflamatéria. Ja que a busca por novos
agentes antimicrobianos provenientes de vegetais tornou-se de suma importancia,

uma vez que existem microorganismos resistentes e em constantes mutagoes.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

+ |dentificar os constituintes quimicos mais abundantes e verificar a atividade

antimicrobiana do extrato metandlico de Gallesia integrifolia (Sprengel) Harms

(Phytolaccaceae).



1.1.2 Objetivos especificos

+ Isolar, purificar e identificar os constituintes quimicos do extrato
metandlico das folhas da Gallesia integrifolia;

+ Realizar testes microbioldgicos para avaliar as propriedades
antibacteriana e antifungica dos extratos e fragbes de Gallesia integrifolia;

+ Contribuir com a quimica de produtos naturais com relagdo ao seu perfil

quimico e produgao de metabdlitos secundarios da familia Phytolaccaceae.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ORDEM CARYOPHYLLALES

A ordem Caryophyllales conhecida anteriormente por Centrospermae,
pertence a subclasse Caryophyllidade. Segundo Barroso e colaboradores (2002)
que adota a classificacdo de Cronquist (1968), esta ordem contém 11 familias,
distribuidas no Brasil e no mundo (Tabela 1, pag. 6). Contudo, segundo o sistema de
classificagdo APG Il (2003), a ordem Caryophyllales apresenta 28 familias, dividido
em dois grupos: Caryophyllales Nuclear, com cerca de 15 familias e Caryophyllales
Superiores, com cerca de 10 familias (figura 1, pag. 5). Os componentes deste
ultimo sao caracterizados pela presenga de betalainas, pigmento nitrogenado
avermelhado (betacianinas) ou amarelado (betaxantinas) que substitui as
antocianinas encontradas nas demais angiospermas (KHAN, 2011; CUENOUD et
al., 2002).

Segundo Schaferhoff, Miuller e Borsch (2009), Caryophyllales possui
aproximadamente 12.000 espécies, sendo considerada uma das maiores ordens das
eudicotiledbneas. Muitas espécies pertencentes a esta ordem sao adaptadas a
ambientes secos ou aridos e sao plantas importantes, tanto economicamente (tal

como espinafre, quinoa) como decorativas (tal como cactos e craveiros).



Figura 1: Cladograma da ordem Caryophyllales (SIMPSON, 1953).

A tabela 1 mostra que a familia Chenopodiaceae contribui com o maior
numero de géneros, enquanto que a Aizoaceae contribui com 0 maior numero de
espécies. Entretanto, dentre as diversas familias desta ordem, as que possuem
grande ocorréncia no Brasil sdo: Caryophyllaceae, Phytolaccaceae, Amaranthaceae,
Portulacaceae, Cactaceae e Nyctaginaceae (JUDD et al., 2008 apud GODOFREDO,
2009).



Tabela 1: Numero de géneros e espécies e distribuicao geografica das familias da ordem Caryophyllales (subclasse Caryophyllidae) (BARROSO et al., 2002)

; INDIGENAS E " ‘
o ~
FAMILIA N° TOTAL SUBESPONTANEAS CULTIVADAS DISTRIBUICAO GEOGRAFICA
Género | Espécie Género Espécie Género No mundo No Brasil
Dos tropicos e subtropicos Sl e ° eI,
Phytolaccaceae 17 120 8 27 . P - P " | especialmente Sul e
especialmente da América do Sul
Sudeste
Achatocarpaceae 2 16 1 1 Ameérica Central e do Sul
Nyctaginaceae 30 300 10 70 Tropicos, principalmente da América Em todo o Pais
Chenopodiaceae 120 1300 6 18 ITargAamente difundidas nas regides Subespont_aneas em todo
litordneas litoral brasileiro
Amaranthaceae 65 | 1.000 15 100 Tropicos, subtropicos e regioes | g 14 pajs
temperadas da América e da Africa
Molluginaceae 9 90 2 3 Trop_lcqs_ € subtropicos de ambos os Em todo Pais
hemisférios
) Paraiba, Espirito Santo,
Aizoaceae 115 2410 1 5 5 I’\Jg Africa do Sul e Astralia, em regides | Rio de Janewq, Sao Paulg,
aridas Santa Catarina e Rio
Grande do Sul
Basellaceae 5 20 2 4 América Tropical, Asia e Africa Subespontaneas em quase
todo o Pais
Portulacaceae 19 500 2 33 Africa e Novo Mundo Em todo o Pais
Caryophyllaceae 80 2000 15 Amglamente distribuidas em todas as Supespontaneas ou
regides do mundo cultivadas em todo o Pais
Cactaceae 84 2.000 32 160 8 América, Africa, Madagascar e Ceildo | Em todos os Estados
N° total no Brasil: 94 418 10




2.3FAMILIA PHYTOLACCACEAE

A familia Phytolaccaceae, da ordem Caryophyllales, foi morfologicamente descrito
primeiramente por Heimerl (1889, 1934) e Walter (1909), de acordo com Cevallo-Ferriz
(2008). Todavia, a descricdo da familia Phytolaccaceae nao estd bem definida, sendo o
numero de géneros e espécies variavel conforme os diferentes sistemas de classificacao
(Cronquist, 1968; Nowicke, 1968; APG lll, 2009), ja que esta é notoriamente uma familia
dificil de delimitar, consistindo, em parte, de diversos géneros pequenos e monotipicos
(NOWICKE, 1968).

Conforme Barroso e colaboradores (2002), o sistema de classificagdo de Cronquist
(1968), considerou a familia com cerca de 17 géneros e 120 espécies pantropicais,
pertecentes principalmente a América do Sul, sendo que no Brasil, constam 8 géneros e
cerca de 27 espécies, distribuidas especialmente nas Regides Sul e Sudeste. Esse
sistema retirou o género Microtea desta familia (Barroso et al., 2002).

Nowicke (1968) descreveu a familia contendo 17 géneros (Anisomeria, Ercilla,
Phytolacca, Gallesia, Seguieria, Rivinia, Trichostigma, Schindleria, Hilleria, Petiveria,
Ledenbergia, Monococcus, Agdestis, Microtea, Lophiocarpus, Stegnosperma e Barbeuia),
organizados em seis subfamilias (Phytolaccoideae, Rivinoideae, Agdestioideae,
Microteoideae, Stegnospermoideae e Barbeuioideae).

Segundo Forzza (2010), 8 géneros e 22 espécies desta familia podem ser
encontrados distribuidos em todo Brasil, sendo a maioria destas, de grande ocorréncia

nos mais variados dominios fitogeograficos do pais, como mostra a tabela 2, pagina 8.



Tabela 2: Os géneros e suas respectivas espécies da familia Phytolaccaceae no Brasil (FORZZA, 2010).

ESPECIE ORIGEM/ENDEMISMO DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOMINIOS FITOGEOGRAFICOS

Gallesia Casar.

Norte (AM, AC), Nordeste (CE, PB, PE,

Gallesia integrifolia (Spreng.) Harms nativa; endémica  pa), Centro-Oeste (MT), Sudeste (MG, Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata
SP, RJ),Sul (PR) Atlantica
Hilleria Vell.
Hilleria latifolia (Lam.) H. Walter nativa; ndo endémica Norte (PA, AC), Nordeste (CE, BA), amazonia, Mata Atlantica
Centro-Oeste (DF), Sudeste (ES, RJ)
Microtea Sw.
Microtea bahiensis Marchior. & nativa; endémica  Nordeste (BA) Caatinga
J.C.Siqueira
Microtea debilis Sw. nativa; ndo endémica Norte (AP, PA, AM, AC), Nordeste (BA) Amazdnia
Norte (PA), Nordeste (MA, CE, PE, BA),
Microtea glochidiata Moq. Sudeste (MG, RJ) Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica

) nativa; endémica Nordeste (CE, PB, PE, BA), Sudeste (ES) Caatinga
Microtea longebracteata H. Walter

. A Norte (RR, PA, AM), Nordeste (RN, PB, Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata
nativa; ndo endémica ) ga, ;
Microtea maypurensis (Kunth) G.Don PE, BA, SE), Sudeste (ES, RJ) Atlantica

Nordeste (MA, CE, PB, PE, BA), Centro-

nativa; ndo endémica Oeste (MT, GO, DF, MS), Sudeste (MG, Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata

Atlantica, Pantanal

Microtea paniculata Mog. ES, RJ)
Microtea papilosa Marchior. &  pativa: endémica  Nordeste (BA) Cerrado
J.C.Siqueira
- - . amicy NOrte (AM), Nordeste (PB, BA), Sudeste Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata
Microtea scabrida Urb. nativa; ndo endémica ) ga, '
(MG, SP, RJ), Sul (PR, SC, RS) Atlantica, Pampa
Microtea tenuifolia Mog. nativa; endémica  Nordeste, Sudeste (MG) Caatinga, Cerrado
Petiveria L.




Petiveria alliacea L.

subespontanea; nao
endémica

Norte (AC), Sul (PR, SC, RS)

Amazobnia, Caatinga, Mata Atlantica,
Pampa

Phytolacca L.

Phytolacca dioica L.

nativa; ndo endémica

Nordeste, Centro-Oeste

(MT,

MS),

Sudeste (MG, SP, RJ), Sul (PR, SC, RS)

Mata Atlantica

Phytolacca rivinoides Kunth &
Bouché

nativa; ndo endémica

Norte (RR, PA, AM, AC, RO), Nordeste

(MA, BA), Centro-Oeste (MT)

Amazébnia, Caatinga, Mata Atlantica,
Pantanal

Phytolacca Fenzl.

J.A.Schmidt

thyrsiflora

ex

nativa; ndo endémica

Norte (RR, PA), Nordeste (MA, CE, PB,

PE, BA, AL), Centro-Oeste (GO, DF, MS),
Sudeste (MG, ES, SP, RJ), Sul (PR, SC,

RS)

Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa

Rivina L.

Rivina humilis L.

subespontanea; nao
endémica

Norte (AM), Nordeste (CE, BA), Centro-

Oeste (MT), Sudeste (MG, ES, SP, RJ),

Sul (RS)

Amazobnia, Caatinga, Pampa

Seguieria Loefl.

Seguieria aculeata Jacq.

nativa; ndo endémica

Norte (RR, AM, RO), Nordeste (BA),

Sudeste (MG, ES, SP, RJ), Sul (PR, SC,

RS)

Amazobnia, Caatinga, Mata Atlantica,
Pampa

Seguieria americana L.

nativa; ndo endémica

Nordeste (CE, BA), Sudeste (MG, SP,

RJ)

Amazbnia, Caatinga, Mata Atlantica

Seguieria langsdorffii Moq.

nativa; endémica

Nordeste (BA), Sudeste (MG, ES, SP,

RJ), Sul (PR, SC, RS)

Cerrado, Mata Atlantica

Seguieria macrophylla Benth.

nativa; ndo endémica

Norte (RR, PA, AM, AC,RO), Nordeste

(MA)

Amazobnia

Seguieria paraguayensis Morong

nativa; ndo endémica

Centro-Oeste (MS)

Cerrado

Trichostigma A.Rich.

Trichostigma octandrum (L.) H.Walter

nativa; endémica

Norte (AM, AC), Nordeste (BA), Sul (PR,

SC)

Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica




No presente trabalho, segue-se a sistematica proposta de acordo com a

Rivinoideae e Agdestidoideae, como apresentado na tabela 3, logo abaixo.

Tabela 3: Subfamilias e seus respectivos géneros da familia Phytolaccaceae.

SUBFAMILIA GENERO

PHYTOLACCOIDEAE Arn.
(Sinonimo: Sarcocaceae)

Anisomeria Don.

Ercilla Juus.

Phytolacca L.

Nowickea J. Martinez & J. A. Adanson

RIVINOIDEAE Nowicke
(Sinonimo: Hilleriaceae,
Petiveriaceae, Riviniaceae,
Seguieriaceae)

Gallesia Casar.

Hilleria Vell.

Ledenbergia Klotzsch ex Moq.
Monococcus F. Muell.
Petiveria L.

Rivina L.

Schindleria H. Walter
Seguieria Loefl.

Trichostigma A. Richard

AGDESTIDOIDEAE Nowicke
(Sinonimo: Agdestidaceae)

Agdestis Moc. & Sessé ex DC.

classificagdo mais atual, o APG Il (“Angiosperm Phylogeny Group”). Este sistema de
classificagdo considera Phytolaccaceae (incluindo Petiveriaceae e excluindo Microtea,

que foi transferida para Amaranthaceae) distribuida em trés subfamilias: Phytolaccoideae,

10



2.3.1 ASPECTOS BOTANICOS

A Phytolaccaceae € representada por ervas, arbustos, subarbustos, e até
mesmo arvores de grande porte, como Phytolacca didica e Seguiera spp., €
trepadeiras, como espécies de Agdestis clematidea Moc & Sessé ex DC.

Conforme Barroso e colaboradores (2002), as folhas desta familia séo,
geralmente, alternas, sem estipulas e com presencga de rafidios nas células. Possui
flores andréginas ou unissexuadas, monoclamideas, com 4-5 sépalas
membranaceas, dispostas em racemos ou em espigas. Pode possuir androceu
polisttmone, com muitos estames em disposigdo centrifuga, frutos persistentes,
como é o caso da Seguiera e Gallesia, ou isostémone, formado de 4-5 estames;
filetes filiformes e anteras mais ou menos globosas.

Com relagcao ao fruto, estes podem ser aquénios, como em Seguiera e
Gallesia, ou bagas sucosas, disseminadas por animais, como em Rivina e
Phytolacca.

As sementes possuem perisperma farinoso, branco, contornado por embriao
curvo, cilindrico, periférico, com cotilédones planos ou dobrados, ou com
endosperma parco, em Petiveria, e embrido reto, com cotilédones foliaceos,
desiguais entre si, mais ou menos semelhantes a algumas espécies da familia

Nytaginaceae.
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2.3.2 PERFIL QUIMICO DA FAMILIA
2.3.2.1 Constituintes quimicos isolados da subfamilia Phytolaccoideae

O estudo fitoquimico das plantas da familia Phytolaccaceae revelam a
presenga de metabdlitos secundarios oriundos da rota dos terpenos (tabelas 4-8,
pag. 12 - 16 e figura 2, pag. 17)

Género Anisomeria Don.

Os poucos estudos a respeito desse género revelam a presenga de

saponinas triterpénicas.

Tabela 4: Substancias encontradas no género Anisomeria.

PARTE DA ~ o
ESPECIE PLANTA SUSBTANCIA REFERENCIA
phytolaccagenina (1); acido
Anisomeria coriacea raiz phytolaccagénico (2) APPEL, 1987
trifenilmetano (3); difenilmetano
Anisomeria_chilensis folha (4) APPEL; CHAMY, 1979

Género Phytolacca L.

Este é o maior género da familia Phytolaccaceae e o que apresenta mais
estudos relacionados a sua composigao quimica e propriedades bioldgicas. Além
disso, 0 género € rico em saponinas triterpénicas que apresentam relevantes
atividades farmacoldgicas, como antifungica, anti-inflamatéria e moluscida
(ESCALANTE, 2002). Essas espécies despertaram o interesse, principalmente, para
a investigacdo do género Phytolacca visando o controle e o combate da

esquistossomose e seus veiculos transmissores (BRAZ- FILHO, 2010).
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Tabela 5: Substancias encontradas no género Phytolacca.

PARTE DA ~ o
ESPECIE PLANTA SUSBTANCIA REFERENCIA
prolina-Bx (5); 17-decarboxi-betanina (6);
tirosina-Bx (7); betanidina (8); 2-decarboxi-
betanina (9); neobetanina (10); isoleucina-
Bx (11); leucina-Bx (12); fenialanina-Bx
(13); betanina (14); 2'-apiosilbetanina (15); .
baga gomphrenina (16); 6’-o-salicilbetanina (17); JERZ et al., 2008;
5”-o0-salicil-2’-o-apiosilbetanina (18), 2’-o-
glucosil-6’-o-salicilbetanina  (19); 5"-o0-E-
feruloil-2'-apiosilbetanina  (20);  5"-o-E-
Phytolacca americana sinapoil-2'-apiosilbetanina (21)
oftasceina (26); phytolaccasaponina 2 (28);
phytolaccasaponina 3 (29);
] phytolaccasapon!na 4 (30); WANG, 2008:
raiz phytolaccasaponina 5 (31); JEONG. 2004
esculentosideo M (33); esculentosideo S ’
(34); esculentosideo R (35); a-espinasterol
(38)
- . " . o TAKAHASI, 2003;
semente acido dicarboxilico (43); americanina A (60) HASEGAWA. 1987
raiz esculentosideo B (22); esculentosideo A HE etal., 2011;
Phytolacca acinosa (23); esculentosideo C (24); esculentosideo STRAUSS, 1995
H (25); Phytolaccosideo F (36); 32; 1; 2
folha acinospesigenina (51) SPENGEL, 1990
raiz Y1, 1992;
32; esculentosideo K (52) Y1; DAL, 1991
Phytolacca esculenta
semente acido acetilaleuritdlico (62) WOO;KANG, 1985
a-espinasterol-D-glucosideo (39); ciclo
Phytolacca polyandra |raiz (alanina-leucina) (40); ciclo (alanina- XIONG, 2002
isoleucina) (41); maculosina (42)
acido oleandlico (55); acido  2-
Phytolacca S . . . | PARKHURST et al.,
dodecandra baga hidroxioleandlico (56); hedereogenina (57); 1990

baiogenina (58)

Géneros Ercilla Juus. e Nowickea J. Martinez & J. A. Adanson

Nao foram encontrados relatos na literatura sobre estudos quimicos e/ou

farmacolégicos destes géneros.
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2.3.2.2 Constituintes quimicos isolados da subfamilia Agdestidoideae

Agdestis Moc. & Sessé ex DC.

O trabalho de Pino e Abreu (2007), revelou a presenca de diversas

substancias terpénicas nesse género.

Tabela 6: Substancias encontradas no género Agdestis.

PARTE DA ~ o
ESPECIE PLANTA SUSBTANCIA REFERENCIA

Isoforona (63); a-Pinene (64); B-Cariofileno
(65); Piperitona (66); Salicilaldeido
(67); Safrol (68); o-Xileno (69); Eugenol
(70); Furfural (71); acetato de Geranila (72);
acetate de Isobornila (73); Limoneno (74);
Geranial (75); B-Bisaboleno (76); Dimetil
dissulfito (77); Dimetil trissulfito (78);
Geranil acetona (79)

Agdestis clematidea raiz PINO; ABREU, 2007

2.3.2.3 Constituintes quimicos isolados da subfamilia Rivinoideae

Género Hilleria Vell.

Nao foi encontrado estudo quimico referente ao género.

Género Ledenbergia Klotzsch ex Moq.

Estudo realizado por Jadot, Casimir e Loffet, em 1967, revelou a presencga do
acido 2(S),4(R)-gama — hidréxi-gama-metilglutamico (59) na espécie Ledenbergia
roseo-aenea.

Género Petiveria L.

Diversos estudos mostraram que as principais substancias bioativas presente
em certas espécies deste género como os polissulfitos, derivados sulféoxido de

cisteina e sulfonas. Além de flavanonas e flavondis.

14



Tabela 7: Substéncias encontradas no género Petiveria.

PARTE DA A =
ESPECIE PLANTA SUSBTANCIA REFERENCIA

dissulfito de dipropila (27); sulfeto de dibenzila
(44); dissulfeto de dibenzila (46); trissulfito de | BENEVIDES et al.,
raiz dibenzila (47); tetrassulfito de dibenzila (48); | 2001; BLAINSKI et
hidroximetilsulfito de benzila (49); Di (benziltritio) | al., 2010).

metano (50)

Petiveria

Ili
aflaceae 6-formil-8-metil-7-O-metilpinocembrina (116); 6-

hidroximetil-8-metil-7-O-metilpinocembrina (117);
folha 6-hidroximetil-5,7-di-O-metilpinocembrina  (118);
3-O-ramnosideo do dihidrocampferol (119);
dihidroquercetina (120); mircetina (121)

DELLE MONACHE;
SUAREZ, 1992

Género Rivina L.

Foram encontrados apenas dois estudos da composicdo quimica deste
género, que mostram a presenga de substancias da classe das betainas, a
betaxantina humilixantina (53) e o 3’-sulfato de betanina (54) (IMPERATO, 1975;
STRACK et al., 1987).

Géneros Schindleria H., Monococcus F. Muell, Seguieria Loefl e Trichostigma A.
Richard

Nao ha relatos na literatura sobre estudos quimicos e/ou farmacoldgicos

sobre estes géneros.
Género Gallesia Casar.

Na analise dos constituintes quimicos do 6leo essencial da casca de Gallesia
gorazema, foram identificados substéncias nao-sulfonadas, como alcodis

ramificados, fendis e cetonas aromaticas e substancias sulfonadas, tais como

polissulfitos, sulféxidos e sulfonas.
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Tabela 8: Substancias encontradas no género Gallesia.

ESPECIE

PARTE DA
PLANTA

SUSBTANCIA

REFERENCIA

Gallesia gorazema

cascCa

2-metil- 1-Propanol (80); 1,4-Benzenodiol (81); 3-
metil-1-Butanol (82); 2-metil-1-Butanol (83);
1,2,4-Tritiolano (84); 1,2,4,5-Tetratiano (85); 4'-
Hidroxi-3'-metilacetofenona (86); S-Metil
metanotiosulfonato (87); Dimetil trissulfeto (88);
Dimetil tetrassulfeto (89); S-Metil
tiometanosulfonato (90); Metil (metilsulfonil) metil
sulfeto (91); 2,3-Diidro-3,5-dihidroxi- 6-metil-4-
pirona (92); metil (metilsulfinil) metil Dissulfito
(93); metil (metiltio) metil dissulfeto (94); Bis
(metiltiometil) dissulfeto (95); bis (metildissulfeto)
metano (96); Metiltiometil (metilsulfonil) metil
dissulfeto (97); dissulfeto, (metilsulfonil) metil
(metiltio) metil (98); metil (metiltio) metil
Trissulfeto (99); Dissulfeto, (metilditio) metil
(metiltio) metil (100); Dissulfeto, (etilditio) metil
(102); 2,3,5,7-Tetratiaoctano (101); dissulfeto, bis
[(metilsulfinil )metil] (103).

BARBOSA, 1999

folha

p-Hidroquinona (104); 4'-Hidroxi-3'-
metilacetofenona (105); metanotiosulfonato de
metila (106);  dissulfeto de metil (metilsulfonil)
metil (107); 3-Oxo-a-ionol (108); a-Tocoferol
(109)

BARBOSA et al.,
1997
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2.3.3 A espécie Gallesia integrifolia (Spreng) Harms

A espécie vegetal Gallesia integrifolia (Spreng) Harms (figura 3, pag. 23),
pertencente a familia Phytolaccaceae é conhecida popularmente por Pau d’alho,
Gorarema, Guararema, Ibararema e Ubirarema. Apresenta as seguintes sinonimias
cientificas: Crataeva gorarema, Gallesia acorododendron e Gallesia gorarema
(AKISUE; AKISUE; OLIVEIRA, 1986).

A espécie foi descrita pela primeira vez por Sprengel em 1821 sob o nome de
Thouinia integrifolia spreng (KNGLER; PRANTL, 1934 apud AKISUE; AKISUE;
OLIVEIRA, 1986).

Figura 3: Folhas Gallesia integrifolia (Spreng) Harms. (Fonte: acervo pessoal)
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Essa espécie ocorre nas formacgdes florestais do complexo atlantico, em
varios estados brasileiros, desde o Ceara (latitude 04° S) até o Parana (latitude 25°
30’ S). Ocorre preferencialmente em terrenos profundos, umidos e de alta fertilidade,
sendo considerado padrdo de terra de boa qualidade. Portanto, esta ampla
distribuicdo geografica envolvendo ambientes com caracteristicas de solo e clima
muito diferentes € um indicativo de alta variagdo genética na espécie (SATO et al.,
2004).

G. integrifolia possui habito arbéreo de grande porte, com 15 a 30 m de altura
e 70 a 140 cm de didmetro do tronco, floresce de fevereiro até abril e seus frutos
amadurecem no periodo de setembro a outubro, quando adquirem coloragdo parda
(LORENZI, 2002 apud RODRIGUES, 2010). Seus frutos sao indeiscenteS tipo
samara, que facilita a dispersdao e segundo Barros, Silva e Aguiar (2005), suas
sementes germinam tanto em ambientes com claridade com baixa umidade e alta
quantidade de luminosidade como também em ambientes de mata fechada com alta
umidade e baixa luminosidade, correspondendo aos diferentes ambientes
encontrados ao longo das trilhas.

Espécies de Gallesia possuem madeira de multiplo uso, empregada
principalmente em serrarias € na produgdo de energia, sendo utilizadas também
para a fabricacdo de celulose e papel em substituicdo ao pinheiro brasileiro
(Araucaria angustifolia) (FREITAS et al., 2008; LIMA et al., 2010).

A madeira e outras partes da planta exalam um forte odor caracteristico de
alho quando verde, por isso é denominada vulgarmente de pau-d’alho, nome valido
em todo o Pais, e que no comércio internacional recebe a denominagao “Garlic
Wood” (LIMA et al., 2010).

Ha relatos da utilizacdo do pau d’alho, na medicina popular, no tratamento
externo de otite, verminoses, gonorréia, reumatismo, em combate a tumores da
prostata (AKISUE; AKISUE; OLIVEIRA, 1986; CORREA FILHO, 1984). Ha também
relatos etnobotanicos de utilizacdo desta espécie no caso de dores nas pernas
(CARNEIRO, 2009) e o uso de suas folhas e caule séo indicados como hipotensores
e redutores da taxa de colesterol (FEIJO, 2008), e utilizado para o tratamento de
asma e bronquite (BUSSMANN; GLENN, 2010).
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Substancias naturais contendo enxofre, encontradas nesta espécie,
frequentemente exibem diversas atividades bioldgicas, tais como propriedades
antioxidante, antimicrobiana e citotoxica contra certas células cancerigenas
(ANWAR et al., 2008).

Dentre os microorganismos que podem ser inibidos por extratos vegetais,
encontra-se que o Staphylococcus aureus, que é uma bactéria pertencente ao grupo
dos cocos gram-positivos que esta presente na microbiota humana, mas que pode
provocar doengas que vao desde uma infecgdo simples, como acnes e furunculos,
até as mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
téxico e septicemia, entre outras. Algumas cepas deste patdgeno tornaram-se
resistentes aos antibioticos de diferentes grupos farmacologicos (SANTOS et al.,
2007) e por este motivo, o descobrimento de novas substancias com potencial
antibacteriano faz-se necessario e importante.

Ja as leveduras de Candida albicans sao patdgenos oportunistas, que
constituem a principal causa de disseminacédo de infecgao fungica, sobretudo em
individuos imunocomprometidos, diabéticos, neonatos e pacientes pds-operatorio.
Estudos representativos de fungemia para estes pacientes mostram que C. albicans
€ responsavel por 60-80% dos casos, seguido por 12-20 % causado por C.
tropicalis, mostrando assim o potencial invasivo dessas espécies (BENDEL;
HOSTETTER, 1993). Uma vez que esses microorganismos apresentam resisténcia
a muitos antimicrobianos atuais, faz-se necessaria a realizagcao de estudos in vitro
acerca da acédo antifungica de extratos naturais, podendo estes, futuramente, tornar-
se uma alternativa no tratamento de infeccbes oportunistas, causadas por estas

especies patogénicas.

3 METODOLOGIA

3.3 ESCOLHA DA PLANTA ESTUDADA

A espécie Gallesia integrifolia, conhecida popularmente como pau d’alho, &
citada pela populagcao de Comunidades Quilombolas e Assentados da Regiao Norte
Fluminense como uma planta medicina utilizada para o tratamento de gripe,

bronquite, inflamagcdo, calmante, memodria e micose. Além disso, ha poucas
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informacdes cientificas sobre os aspectos taxonémicos, fitoquimicos e/ou

farmacologicos desta planta.

3.4 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas da Gallesia integrifolia foram coletadas na cidade de Quissama, em
abril de 2010. A exsicata foi depositada no herbario da UENF, n°® H8389.

As folhas foram secas ao ar livre, em temperatura ambiente, e posteriormente
foram trituradas em liquidificador (marca SIELD).

O material vegetal triturado e com massa definida (1, 23 Kg) foi submetido a
maceragao exaustiva com metanol, filtrado e o solvente evaporado sob pressao
reduzida em evaporador rotativo. O extrato concentrado foi congelado, e em
seguida, liofilizado para que todo o residuo de agua fosse retirado. Apds a obtengéo
do extrato bruto, este foi submetido a um fracionamento por particao liquido-liquido,
utilizando um gradiente de polaridade crescente de solventes organicos [hexano,
diclorometano, acetato de etila, n-butanol.

O procedimento realizado encontra-se resumido no esquema 1 (pagina 27).
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Gallesia integrifolia
1,23 Kg

Maceragao
Evaporagao sob pressao reduzida

Extrato metandlico bruto

47,6 g
Particao liquido-liquido
Fragdo DCM Fragdao BuOH
439 6,79
Fragcao HEX Fracdo AcOEt Residuo
12,6 g 28¢g aquoso

Procedimentos
cromatograficos

Compostos
puros

Elucidacao
estrutural

Esquema 1: Fluxograma dos procedimentos realizados com o extrato das folhas de G.

integrifolia.
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3.5PERFIL CROMATOGRAFICO, SEPARACAO E PURIFICACAO

As fragdes foram submetidas a uma analise preliminar, para determinagao
prévia dos melhores sistemas de eluicdo e reveladores e em seguida, as diversas
técnicas cromatograficas para purificacdo de seus componentes e posterior
elucidacado dos mesmos.

As revelagbes das manchas cromatograficas foram realizadas através de
deteccao por irradiagao ultravioleta com lampada a 254 nm e 365 nm e utilizando
vanilina 1% etandlica em H;SO, como reveladores universais, seguidas de
aquecimento.

Apos determinacgao do perfil cromatografico, as amostras foram submetidas a
cromatografia em coluna aberta (CC) com silica gel 60 (0,063-0,200 mm) como fase
estacionaria, e, como fase movel, solventes orgénicos em ordem crescente de
polaridade. O sistema de solvente foi escolhido de acordo com o perfil
cromatografico em cromatografia em camada delgada (CCD) das fragcbes. O
diametro e altura das colunas foram variados de acordo com a quantidade de

amostra a ser cromatografada.
3.6 IDENTIFICACAO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS PUROS

Todas as substancias isoladas foram submetidas a elucidagéo estrutural por
espectroscopia de RMN "H, RMN *C, COSY, HMQC, APT e HMBC. Os espectros
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Carbono (RMN'C) uni e bidimensionais, foram obtidos em
espectrometro BRUKER, Modelo DPX-500 ('H-500 MHz e *C-125 MHz)
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3.7 DESCRICAO EXPERIMENTAL DO ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES
QUIMICOS DAS FOLHAS DA GALLESIA INTEGRIFOLIA

3.7.1 Fragao hexanica

Uma aliquota de 4,0 g da fracdo de hexano foi cromatografada em coluna de
vidro sobre silica gel 60, utilizando-se como eluente a mistura de hexano/acetato de
etila em diferentes propor¢gdes, com aumento gradual de polaridade. Foram
coletadas 201 fragdes de aproximadamente 50 mL, as quais foram secas, pesadas e
reunidas em 13 subfragcdes, de acordo com o perfil cromatografico analisado em
CCD, conforme apresentado na tabela 9 (pag. 29). As subfracbes foram
selecionadas para identificagédo e purificacdo de seus componentes de acordo com o

melhor grau de pureza e maior massa apresentada.

Tabela 9: Analise cromatografica do extrato hexanico de G. integrifolia.

Cddigo da Quantidade

Fracbes amostra (mg) Observagéao
28 a 29 GFH 1 44,3 °
30a 36 GFH 2 620,3 °
37a42 GFH 3 458,0 °
43 GFH 4 43,9 °
44 a 56 GFH 5 699,7 °
57 a 82 GFH 7 317,4 *
83 a93 GFH 10 79,3 °
94 a 104 GFH 12 104,4 °
105a 125 GFH 13 133,2 °
126 a 142 GFH 15 99,9 °
143 a 161 GFH 16 143,5 *
162 a 197 GFH 18 777,7 °
198 a 201 GFH 19 2101 *

* Amostras ndo trabalhadas.

° Amostras selecionadas para purificagdo de seus componentes.
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A subfragdo 30-36, cujo codigo € GFH 2, apresentando 620,3 mg, foi
submetida a uma CC utilizando-se silica gel (0,063 — 0,200 mm) como fase
estacionaria e eluida com hexano e diclorometano em ordem crescente de
polaridade, obtendo 101 fragdes, das quais foi obtido o triterpeno GFH 2.5, com 56
mg.

A subfragdo 37-42, cujo codigo € GFH 3, apresentando 458,0 mg, foi
submetido a uma CC, utilizando-se silica gel (0,063 — 0,200 mm) como fase
estacionaria e eluida com hexano e diclorometano em ordem crescente de
polaridade. Obteve-se 94 fracdes, destas foi possivel isolar o diterpeno GFH 3.9,
com 84 mg.

A subfragdo 94-104, cujo codigo € GFH 12, apresentando 104,4 mg, foi
submetida a uma CC utilizando-se silica gel (0,063 — 0,200 mm) como fase
estacionaria e eluida com diclorometano e metanol em ordem crescente de
polaridade, obtendo 246 fragdes. Foram obtidas a porfirina GFH 12.6, apresentando
21,8 mg.

3.7.2 Fragao diclorometanica

Cerca de 500 mg da fragdo em diclorometano foi submetida a CC utilizando-
se silica gel (0,063 — 0,200 mm) como fase estacionaria e eluida com hexano e
acetato em ordem crescente de polaridade, obtendo 37 fragbes. As quais foram
reunidas de acordo com o perfil observado em CCD, e a fragdo 9-12, cujo cbdigo é
GFD 4, com 10 mg foi recromatografada e possivel obter dois triterpenos, em
mistura, GFD 4.1, apresentando 2,3 mg.

Uma parte da fragdo em diclorometano (425,2 mg) foi submetida a
Cromatografia Contracorrente de Alta Performance (HPCC). Inicialmente, escolheu-
se o sistema de solvente a ser utilizado pelo método de agitagdo em tubo de ensaio
(BERTHOD; CARDA-BROCH, 2004). Uma aliquota da amostra (1 mg) foi
solubilizado em 1mL da fase organica e 1 mL da fase aquosa de cada sistema de
solvente proposto, seguido de repouso para restabelecimento das fases.
Posteriormente, foi realizada analise quantitativa do perfil quimico das fases, na

mesma proporc¢ao, por CCD.
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Foram testados 14 sistemas de solventes quartenarios denominados Arizona,
em diferentes propor¢des, sendo que 11 foram de acordo com Berthod, Hassoun e
Ruiz-Angel (2005) como mostra a tabela 10 (pag. 31). O sistema de solvente
escolhido foi o que apresentou melhor separagdo e melhor solubilidade dos
componentes da amostra em ambas as fases, HEX: AcOEt. MeOH: H,O, na

proporg¢ao 1:2,5:2,5:1 (sistema 2).

Tabela 10: Sistemas de solvente testados na particao diclorometanica do extrato metandlico

de G. integrifolia.

Sistema Hexano AcOEt MeOH H.0
C 1 9 1 9
H 1 3 1 3
K 1 2 1 2
L 2 3 2 3
M 5 6 5 6
N 1 1 1 1
P 6 5 6 5
Q 3 2 3 2
R 2 1 2 1
T 3 1 3 1
X 9 1 9 1
1 1 2 2 1
2 1 2,5 2,5 1
3 1 2 2,5 1

O aparelho de HPCC marca Knauer (Advanced Scientific Instruments) foi
mantido na temperatura de 22°C durante a analise, primeiramente ele foi preenchido
com a fase estacionaria (fase orgéanica do sistema 2), no fluxo continuo de 1.0
mL.min"' até sua capacidade maxima (142 mL), apds o total enchimento a rotacéo
foi iniciada (1200 rpm) e a fase aquosa deste sistema de solvente (fase movel) foi
bombeada para a coluna, através de bombas Smartline pump 100. Estabelecido o
equilibrio hidrodindmico (sangramento de 28 mL — 80,2% de retencdo de fase
estacionaria) a fragdo em diclorometano foi aplicada em um loop de 5 mL e injetada
no aparelho. A eluicdo da fase mével foi coletada em fragdes de 4 mL por tubo. Apds
57 fracbes a fase movel do sistema 2 a rotacao foi desligada e iniciou-se o processo

de limpeza da coluna (solvente metanol, fluxo 4,0 mL.mim™).
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As fragdes obtidas no HPCC foram analisadas em cromatografia em camada
delgada, reveladas com vanilina, e reunidas em 27 fragdes. As fragbes GFDCC 12
(7,0 mg) e GFDCC 15 (5 mg) apresentaram-se puras, sendo duas porfirinas. Através
da elucidacéao foi verificado que a substancia GFDCC 12 era a mesma que GFH
12.6.

3.8 Ensaios microbiolégicos com o extrato metandlico bruto e suas particoes

A avaliagao da atividade antimicrobiana da espécie G. integrifolia foi realizada
em colaboragdo com o Laboratorio de Sanidade Animal (LSA), do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, supervisionado pelo professor Olney Vieira da Motta.

Foram utilizadas quatro linhagens da bactéria gram-positiva Staphylococcus
aureus, duas linhagens de Candida albicans e uma linhagem de Candida tropicallis
(tabela 11, pag. 32).

Tabela 11: Microorganismos utilizados nas andlises antimicrobianas.

Bactéria Linhagem

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (padrao)

LSA 88 - cepa produtora das enterotoxinas,
isolada de amostra de leite de vaca
SEC/SED (Vieira-da-Motta et al., 2001)
COL - resistente a meticilina (MRSA)

Clinica — isolada de origem humana

Fungo Linhagem
Candida albicans ATCC 10231 (padrao)
Clinica
Candida tropicallis ATCC 28707 - origem humana

Para obter o crescimento dos microorganismos, cada cepa de S. aureus e C.
albicans e néo albicans foram cultivadas em agar Mueller Hinton (Himedia) e

Sabouraud dextrose (Himedia), respectivamente.
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3.8.1 Ensaios de inibicao do crescimento de S. aureus e Candida pelo teste de
difusdo em Agar

No método de difusdo em Agar por cavidade em gel (BAUER et al., 1966)
adaptado por Koneman et al., (1993) e Romeiro (2001), as suspensdes dos indculos
dos microorganismos foram semeadas (100 uL), com auxilio de um suabe estéril,
em placas de Petri previamente preparadas com Agar Mueller Hinton ou Sabouraud
dextrose (Himedia), respectivamente.

Em cada placa previamente semeada foram perfurados orificios circulares
(mini-pogos), com perfurador de 5 mm de didmetro, onde foram preenchidos com 50
ML de cada uma das fragbes (esquema 2, pag. 34). Como controles positivos foram
utilizados os antibiodticos gentamicina e oxacilina (200 ug/pogo) para as bactérias e
os antifungicos itraconazol e terbinafina (1mg/poco) para os fungos. E como controle
negativo foi utilizado o DMSO P.A. Apds incubacao das placas por 24hs, em estufa
a 37°C para as bactérias e a 28 e 37°C para as Candidas, os diametros dos halos de
inibicdo foram medidos com o auxilio de um paquimetro. Os resultados dos testes
foram interpretados por comparagao com os controles positivos. Os experimentos
foram realizados em triplicatas.

Os resultados foram avaliados de acordo com o didmetro (mm) dos halos
formados ao redor dos pocos contendo as particdes. Foi considerado como
resultado final de cada amostra a média aritmética do didmetro dos halos de inibicdo
formados ao redor dos discos nas trés repeti¢cdes, partindo-se da circunferéncia do
disco ou poco, até a margem onde ha crescimento de microrganismos (OSTROSKY
et al., 2008). Foi considerado suscetivel halo igual ou acima de 8 mm de didmetro
(DANTAS et al., 2010).
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Esquema 2: Técnica de difusdo em pocos para avaliacdo de atividade antimicrobiana
(GELINSKI et al., 2007).

3.8.1 Ensaios de inibicdo do crescimento de S. aureus e Candida pelo teste

em meio de cultura liquido

O método em meio liquido considera a relagdo entre a proporgao de
crescimento do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da
substancia ensaiada. A avaliagdo € comparada frente a um padrdo biolégico de
referéncia. Entende-se por proporcdo a densidade da turbidez provocada pelo
crescimento microbiano (PINTO et al., 2003).

Inicialmente, foi realizado o preparo do inéculo, onde foi selecionado 4 a 5
colénias da bactéria, transferido para uma ampola de vidro de 10 mL de solucao
salina estéril (NaCl 0,85 %) e homogeneizado. Em seguida, a turbidez do in6cuo foi
ajustada por espectrofotometria a 550 nm (densimat®, bioMérieux, Francga), por
comparagao com a escala de 0,5 de Mc Farland (equivalente a 10 8 células/mL).

Com o auxilio de uma micropipeta, foi distribuido um volume de 1800 pl de

caldo BHI ou SAB (Acumedia, EUA) em ampolas de vidro e em seguida 100 pl de
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in6culo e 100 pl das fragbes Hexano, acetato de etila, diclorometano e n-butanol.
Foram chamados de “controles negativos” os ensaios em que foram utilizados
aliquotas de 100 pl do solvente Dimetilsulfoxido (DMSO), e como “controles
positivos” ensaios com as aliquotas dos antibidticos gentamicina e oxacilina
(200pg/mL) quando o ensaio foi realizado com cepas bacterianas e os antifungicos
itraconazol e terbinafina (1mg/mL) quando os ensaios foram realizados com as
cepas fungicas.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Apds estes procedimentos,
os tubos foram levados a estufa de incubacdo a 37°C e leituras periddicas de
densidade optica foram realizadas em intervalos de 1h. A ultima leitura foi feita
quando o controle atingiu a capacidade maxima de leitura do fotémetro (igual a 7.5

da escala MacFarland).

3.8.2 Atividade de antibiéticos apés tratamento com os extratos de G.
integrifolia

Antibiogramas foram realizados expondo as linhagens de S. aureus tratadas
de acordo com CARLOS et al. (2010). Resumidamente, 100 pl da suspenséao
bacteriana apds tratamento com os extratos foram semeados em placas contendo
Agar Mueller Hinton (HIMEDIA) e em seguida discos de antibiéticos foram aplicados.
Os discos de antibitticos utilizados foram: clindamicina (CLI, 2 pg), oxacilina (OXA, 1
Mg), Vancomicina (VAN, 30 ug), gentamicina, cefalexina (CFL, 30 ug),
Sulfametoxazol + trimetropina (SUT, 25 ug) e gentamicina (GEN, 30 pg).

3.8.3 Avaliagao da bioatividade do extrato bruto de G. integrifolia pelo teste de

diluicao em série

Este método foi realizado como uma alternativa para avaliar a atividade
bioldgica do extrato bruto pelo fato do mesmo apresentar alta turbidez que impediu
deste ser lido através do espectrofotdmetro durante o teste em meio liquido.

Para o teste foram preparados tubos para diluicdo seriada contendo 3,0 mL
de caldo Broth Brain Infusion (BHI) (Himedia) para as bactérias e caldo Sabouraud

dextrose (Himedia) para as cepas de Candida albicans e n&o albicans. O
35



plagueamento foi realizado também em BHI para bactérias e Sabouraud dextrose
para as cepas de Candida albicans e nao albicans.

O extrato bruto de G. interglifolia foi diluido em DMSO P.A (Sigma Aldrich,
Brasil) na concentragdo de 100mg/mL. Em seguida, 1 mL do extrato diluido foi
adicionado a 3 mL de caldo BHI ou SAB (Himedia) contido em uma ampola de vidro
correspondendo a primeira diluigdo (33 mg/mL). Em seguida transferiu-se 1 mL do
primeiro tubo para o segundo tubo e assim sucessivamente até o quinto tubo, de
maneira a se obter uma diluicdo seriada do extrato bruto. A cada tubo foi adicionado
uma aliquota de 0,1 mL de uma suspensao das cepas de bactérias S. aureus ou de
C. albicans padronizado pela turvacéo equivalente a 0,5 da escala Mcfarland em
solugao salina 0.85%. Apds os tubos serem incubados a 37°C por 24hs, 0,1 mL do
cultivo foram semeados em placas contendo Agar Broth Heart Infusion para as
bactérias e agar Sabouraud dextrose para as cepas de Candida. Em seguida essas
placas foram incubadas por 24hs a 37°C e realizada a contagem de unidades
formadoras de col6nias obtidas apds o tratamento. Os resultados foram comparados
com o controle contendo somente caldo BHI ou SAB e os seus respectivos
microorganismos (S. aureus ou Candida) (LEMOS et al., 2000).

Para as cepas de Candida o teste foi realizado nas temperaturas de 28 e
37°C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Substancias isoladas do extrato metanélico bruto das folhas de Gallesia

integrifolia.

O estudo fitoquimico da particdo hexanica e diclorometanica das folhas de G.
integrifolia levou ao isolamento de 6 substancias (Figura 4, pag. 37 ), sendo 2
porfirinas, 3 triterpenos e 1 diterpeno, todas descritas pela primeira vez na espécie

estudada.

CH
T

7c-metoxi-10-hidroxifeoforbideo a
HaC CH,

CH
H3C2;3 24 3

CH
H3g3 243

15-hidroxi-13-clerodeno a-amirina B-amirina

CHj, CHj, CHj, CHj, CHj, CHj,
2330 21 ] 929 17 2|8 13 2|7 9 26 5 25 1
H30»\/\/\/\/15§/\/1N/\/7\/\/&\/\0H
24 22 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2

Hexaprenol

Figura 4: Substancias isoladas de G. integrifolia.
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4.1.1.Caracterizacido da substancia GFDCC 15

CH
b2

GFDCC 15

As porfirinas e os seus derivados compreendem um grande grupo, constituido
por uma estrutura macrociclica assimétrica totalmente insaturada compreendendo
quatro anéis de pirrol, enumerados de 1 a 4, conforme o sistema de numeracao de
Fisher (SCHOEFS, 2002). As diferengas estruturais nas porfirinas sao provenientes
do grau de insaturacdo dos anéis, da composicdo das cadeias laterais aos anéis
pirrélicos e das posigdes axiais do macroclico (STERNBERG; DOLPHIN;
BRUCKNER, 1998).

Os deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios foram obtidos através
da analise do espectro HBMC, que mostra o acoplamento entre os atomos de
hidrogénio e carbono a duas e a trés ligacoes.

O espectro de RMN 'H (figura 5, pag. 42) de GFDCC 15 e suas expansdes
(fig. 6-8, pag. 43 a 45) exibiram absorgdes que corroboram a sugestdao que GFDCC
15 trata-se de uma substancia com nucleo porfirinico. Esta sugestao foi fortalecida
ao observarmos sinais para quatro metilas de anéis pirrélicos em 3,40 (Me-1a); 3,20
(Me-3a); 3,75 (Me-5a) e 1,85 (Me-8a), sendo condizentes com os anéis |, I, lll e IV,

respectivamente (tabela 12, pag. 41). O sinal em & 3,20 permitiu propor que esta
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substancia trata-se do feoforbideo a, uma vez que o feoforbideo b possui em C-3a
um grupo aldeido (STREIT et al., 2005).

A analise realizada no espectro de RMN 'H mostrou sinais para um grupo de
hidrogénios alilicos em &y 3,40 (s), 3,20 (s) e 3,75 (s) (figura 7, pag. 44), para um
grupo de hidrogénios vinilicos em &y 8,02 (dd), 6,26 Ha e 6,20 Hb, confirmando a
proposta para o nucleo porfirinico (fig. 6, pag. 43). Além disso, os sinais referentes
aos hidrogénios oleofinicos H-a (9,41s), H — (9,54s) e H-6 (8,60s) condizente com o
nucleo porfirinico do feoforbideo a (SIANNE, 1998; Jerz et al.,, 2007) podem ser
observados na figura 6, pag. 43 e na tabela 12, pag. 41. Um simpleto em & 3,60 (H-
7d), com integragcdo para os trés hidrogénios, caracteriza o grupo metoxila e um
tripleto em & 1,70 com J=5,0 Hz condiz com hidrogénios do grupo CHj3 (posicao C-
4b), como pode ser visto na tabela 13. Ja um simpleto em &y 6,28 é condizente com
o hidrogénio da posigéo 10, indicando que o nucleo porfirinico tem um atomo de
hidrogénio nesta posicdo. A localizacdo do grupo C-7° fundamentou-se quando foi
comparado com os dados de GFDCC 15 com o 17°-etoxifeoforbideo (Mo-1) (Sianne
et al., 1998), que possui etoxila em vez de uma metoxila encontrada na substancia
em analise.

Os espectros de correlagdo bidimensional heteronuclear a duas (*Jc) € a trés
ligagdes (*Jcy) HMBC (tabela 12, pag. 41) mostraram correlagdo a 3Jcy entre os
hidrogénios 2bHb em &4 6,20 e 2bHa em &4 6,33 com o carbono C-2 em &¢ 136,0
como também entre H-2a em &y 8,02 com C-1 em 8¢ 142,0. Outra correlacdo 3Jcy
acontece entre os hidrogénios H-4b em &4 1,70 com o carbono C-4 (&¢ 145,0) e C-4a
(6c 19,5). Estas correlagdes corroboram as posigdes 2 e 4 para os grupos vinilico e
etilico, respectivamente.

Além disso, as confirmagdes referentes aos hidrogéncios olefinicos e grupos
metila foram atribuidas através do HMBC pelas respectivas correlagdes: H— (dn
9,54) com C- 5 (&¢ 129,0), com C-15 (8¢ 137,0) e com C-14 (8¢ 147,0); H-a (0 9,41)
com C-2 (6¢ 137,0); H-0 (64 8,60) com C-1 (8¢ 134,0); Me-1a (64 3,40) com C-11
(6c 142,0) e com C-1 (&¢c 134,0); Me-3a (&4 3,20) com C-13 (¢ 158,0), com C-4 (8¢
145,0) e com C-3 (6¢ 136,0); Me-5a (o4 3,75) com C-16 (&¢c 152,0), com C-5 e C-6
(6¢c 129,0) e com C-15 (137,0); Me-8a (6 1,85) com C-18 (6¢ 172,0) e com C-7 (d¢

51,1). As atribuicdes dos carbonos 9 e 10 do anel V foram feitas através das
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correlagdes entre H-10 (& 6,28) com C-9 (6¢ 192,0), com C-y (6¢ 106,0), com C-16
(6c 152,0) e com C-10 a (6¢ 171,0).

Assim, a compilagdo dos dados de RMN 'H e "*C, em consonancia com os
dados da literatura (tabela 12, pag. 41) levaram a sugerir que GFDCC 15 possui a
presenca de um nucleo porfirinico e a auséncia do grupo fitoila podendo tratar-se da
7c-metoxifeoforbideo a.

A analise dos espectros de RMN "C-APT e HMBC (figura 9, pag. 46 e tabela
12, pag. 41) revelou picos para 36 atomos de carbono, onde foi possivel definir 18
nao hidrogenados, 5 metilenos, 6 metinas e 7 metilas com destaque para o C 10b
com sinal em &8¢ 52, 8, tipico de metoxila do éster. Os demais assinalamentos de
carbonos no que diz a estrutura de GFDCC 15 foram determinados com base em
comparagao com os dados da literatura (SIANNE et al., 1998 e Silva et al., 2007),
permitindo identificar a substancia GFDCC 15 como sendo a 7c-metoxifeoforbideo

a descrita pela primeira vez na espécie em estudo.
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Tabela 12: Dados de RMN "H (500 MHz) e RMN "°C (125 MHz) da porfirina GFDCC 15, em CDCl;
as correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC e comparagao com valores de referéncia
do modelo Mo-1 (173-etoxifeoforb|'deo) (SIANNE et al., 1998).

HMBC (1Jcq) HMBC (“Jcy e “Jcp) Mo-1
N° C "H (ppm) "C (ppm) "H (ppm) | "C (ppm)
1 - 142,0 - - 142,2
2 - 132,0 - - 131,8
3 - 136,0 - - 136,1
4 - 145,0 - - 145,2
5 - 129,0 - - 129,1
6 - 129,0 - - 129,0
7 4,22 m 51,1 Nao foi possivel observar 4,20 51,1
correlagdes
8 4,48 m 50,1 142,0 (17) e 23,1 (8a) 4,45 50,0
9 - 192,0 - - 189,6
10 6,28 s 64,7 106,0 (y); 152,0 (16); 171,0 6,26 64,7
(10a); 192,0 (9)
11 - 142,0 - - 142,2
12 - 135,0 - - 136,2
13 - 158,0 - - 155,5
14 - 147,0 - - 151,0
15 - 137,0 - - 138,0
16 - 152,0 - - 150,0
17 - 142,0 - - 161,3
18 - 172,0 - - 170,0
o 9,41s 97,6 136,0 (2) 9,36 97,5
9,54 s 104,5 129,0 (5); 137,0 (15) e 147,0 9,50 104,0
P (14)
y - 106,0 - - 105,2
0 8,60 s 93,0 134,0 (1) 8,55 93,1
1a 3,40s 12,1 142,0 (11) e 134,0 (1) 3,39 12,1
5 8,02dd (J=22Hze 129,1 135,0 (12) 7,98 129,0
a
14Hz)
2 6,33 Ha d (J=22Hz) e 122,8 136,0 (2) 6,28 e 122,8
6,20 Hb d (J= 14Hz) 6,17
3 3,20 s 11,3 158,0(13); 145,0 (4) e 136,0 3,21 11,2
2 (3)
3,70 m 19,5 136,0 (3); 145,0 (4) e 17,4 3,66 19,7
4a (4b)
4b 1,70 t (J= 5Hz) 17,4 145,0 (4) e 19,5 (4a) 1,68 16,5
54 3,75s 12,1 152,0(16); 129,0 (5e 6) e 3,68 12,2
137,0 (15)
7a 255e253m 29,8 175,0 (7¢) X 29,8
8a 1,85 d (J= 10HZz) 23,1 172,0 (18) e 51,1 (7) 1,80 22,7
7b 2,35e2,65m 31,0 Nao foi possivel observar X 31,2
correlacdes
7c - 175,0 - - 172,0
7d 3,60s 51,7 175,0 (7¢c) 3,55 52,0
(OCH3)
10a - 171,0 - - 173,0
10b 3,93 s 52,8 171,0 (10a) 3,88 53,0

OBS: X= sinal nao fornecido pela referéncia

41




Figura 5: Espectro de RMN 'H (5, CDCls, 500 MHz) de GFDCC-15.
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Figura 6: Expans&o 1 do espectro de RMN 'H (5, CDCls, 500 MHz) de GFDCC-15.
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Figura 7: Expans&o 2 do espectro de RMN 'H (5, CDCls, 500 MHz) de GFDCC-15.

44



Figura 8: Expans&o 3 do espectro de RMN 'H (5, CDCls, 500 MHz) de GFDCC-15.
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Figura 9: Espectro de RMN "*C - APT (5, CDCls, 125 MHz) de GFDCC-15.
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Figura 10: Mapa de correlacdo "H-"H-COSY (CDCls, 500 MHz) de GFDCC-15.
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Figura 11: Expans&o 1 do mapa de correlacdo "H-'"H-COSY (CDCls, 500 MHz) de
GFDCC-15.
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Figura 12: Mapa de correlagéo do espectro de HSQC (CDCl3, 500 MHz) de GFDCC-
15.
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Figura 13: Mapa de correlagéo do espectro de HMBC (CDCl3, 500 MHz) de GFDCC-
15.
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4.1.2 Caracterizacédo da substancia GFH 12.6

CH,

20 §tta

GFH 12.6

A substancia codificada como GFH12.6 também apresentou-se como um
sélido amorfo verde escuro e mostrou um espectro apresentando sinais proximos
aos da GFDCC 15. Assim, o espectro de RMN 'H (fig 14, pag. 54) de GFH12.6
exibiu absorgbes que também corroboram a sugestdo que a substancia em analise
apresenta um nucleo porfirinico. Esta sugestdo foi fortalecida ao observar sinais
para quatro metilas de anéis pirrdlicos em 3,34 (Me-1a); 3,17 (Me-3a); 3,70 (Me-5a)
e 1,61 (Me-8a), sendo condizentes com os anéis I, Il, Ill e IV, respectivamente
(tabela 13, pag. 53). O sinal em d 3,17 permitiu propor que esta substancia trata-se
do feoforbideo a.

Ainda foi observado no espectro de RMN 'H, sinais para um grupo de
hidrogénios alilicos em &y 3,40 (s), 3,20 (s) e 3,75 (s), para um grupo de hidrogénios
vinilicos em &y 8,05 (dd), 6,25 Ha e 6,25 Hb. Além disso, os sinais referentes aos
hidrogénios oleofinicos H-a (9,48s), H-B (9,62s) e H-6 (8,65s) condizente com o
nucleo porfirinico do feoforbideo a (SIANNE et al., 1998; Jerz et al., 2007) podem ser
observados (tabela 13, pag 53). Um simpleto largo em & 3,65 (H-7d), com
integracao para os trés hidrogénios, caracteriza o grupo metoxila e um tripleto em &
1,72 com J=5,0 Hz condiz com hidrogénios do grupo CHj; (posicao C-4b), como
pode ser visto na tabela 13, pag. 53.

Os espectros de correlacdo bidimensional heteronuclear a duas (*Jcy) € a trés

ligacdes (*Jcr) HMBC, mostraram correlagcdes semelhantes & GFDCC 15, tais como
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entre os hidrogénios 2bHb em &y 6,25 e 2bHa em 04 6,25 com o carbono C-2 em d¢
136,8 e com H-2a em &¢ 129,1 como também entre H-2a em &4 8,05 com C-1 em
Sc 132,0, com H-2b (8¢ 123,9) e com H-2 em 8¢ 136,8. Outra correlacdo *Jc
acontece entre os hidrogénios H-4b em &y 1,72 com C-4 (8¢ 145,0) e C-4a (6¢ 19,4).
Estas correlagbes corroboram as posi¢cdes 2 e 4 para os grupos vinilico e etilico,
respectivamente.

Além disso, as confirmacgdes referentes aos hidrogénios olefinicos e grupos
metila foram atribuidas através do HMBC pelas respectivas correlagdes: H— (dn
9,62) com C- 5 (6¢ 129,4), com C-15 (6¢ 136,0), com C-4 (6¢c 145,0) e com C-14 (d¢
151,0); H-a (&4 9,48) com C-2 e 12 (6¢ 136,8) e com C-3 (6¢c 136,3); H-0 C-4(dn
8,65) com C-1 (6¢ 132,0), com C-8 (6¢ 50,3), com C-11 (¢ 143,0) e com C-18 (d¢
173,0); Me-1a (64 3,34) com C-11 (6¢c 143,0), com C-2 (&c 136,8) e com C-1 (&¢
132,0); Me-3a (04 3,17) com C-13 (&¢c 155,0), com C-4 (&c 145,0) e com C-3 (d¢
136,0); Me-5a (&4 3,70) com C-5 e C-6 (6¢ 129,0) e com C-15 (137,0); Me-8a (dn
1,61) com C-18 (6¢ 173,0) e com C-8 (¢ 50,3).

Numa analise comparativa entre os dados espectrais de GFDCC15 e de GFH
12.6, foi possivel observar nesta ultima a auséncia de um simpleto em &y 6,28
atribuido ao H-10 da estrutura GFDCC15. Este fato, aliado ao surgimento do sinal de
carbono ndo hidrogenado ligado a oxigénio em d¢ 89,2, mais a comparagao com 0s
dados da literatura (MATSUO et al., 1996; CHEE et al.,2005), permitiram sugerir a
que a substancia em analise possui um grupo hidroxila em sua molécula, na posi¢cao
10 (tabela 13, pag. 53) e trata-se da 7c-metoxi-10-hidroxifeoforbideo a, descrita

pela primeira vez na familia na espécie em estudo.
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Tabela 13: Dados de RMN "H (500 MHz) e RMN "°C (125 MHz) da porfirina GFH 12-6, em CDCl; as
correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC e comparagcao com valores de referéncia do
modelo Mo-2 (éster etilico do 10-hidrofeoforbideo A) (MATSUO et al., 1996; CHEE et al.,2005).

HMQC ('Jcn) HMBC (“Jci e *Jcn) Mo-2
N°C "H (ppm) C (ppm) H(ppm)| TC
(ppm)
1 - 132,0 - - 131,8
2 - 136,8 - - 136,5
3 - 136,8 - - 136,1
4 - 145,0 - - 145,2
5 - 129,4 - - 129,4
6 - 126,0 - - 127,0
. 4,15 m 51,8 31,0 (7a); 22,7 (8a); 162,0 (17) | 4,17 51,8
e 173,0 (18)
5 4,50m 50,3 31,0 (7a); 51,8 (7); 22,7 (8a); 4,52 50,3
162,0 (17) e 173,0 (18)
9 - 192,0 - - 192,3
10 - 89,2 - - 89,0
11 - 143,0 - - 142,8
12 - 136,3 - - 136,2
13 155,0 155,5
14 - 151,0 - - 151,0
15 - 138,0 - - 137,9
16 - 150,0 - - 149,8
17 - 162,0 - - 162,5
18 - 173,0 - - 172,4
o 9,48 s 98,0 136,3 (3); 136,8 (2) e 136,8 (12) | 9,50 97,5
9,62s 104,3 129,4 (5); 136,0 (15); 145,0 (4) | 9,65 104,4
B e 151,0 (14)
y - 107,0 - - 107,9
s 8,65s 93,6 50,3 (8); 132,0 (1); 143,0 (11)e | 8,67
173,0 (18)
1a 3,34s 12,1 132,0 (4); 143,0 (11) e 136,8 (2) | 3,46 12,1
2a 8,05 dd (J= 22 Hz e 14Hz) 1291 123,9 (2b); 132,0 (1) e 136,8 (2) | 8,06 129,0
%b 6,25Ha d (J=22Hz) e 123,9 129,1 (2a) e 136,8 (2) 6,34e | 122,8
6,25Hb d (J= 14Hz) 6,23
3a 317s 11,3 155,0 (13); 136,3 (3); 145,0 (4) | 3,30 11,2
e 151,0 (14)
4a 357e3,65m 19,5 136,3 (3); 145,0 (4); 151,0 (14) | 3,75 19,7
e 17,5 (4b)
4b 1,72 t (J= 5Hz) 17,5 19,4 (4a) e 145,0 (4) 1,75 16,3
5a 3,70s 12,4 138,0 (15); 126,0 (6); 129,4(5) | 3,64 12,2
74 2,30e2,05m 31,0 175,0 (7c); 51,8 (7); 31,4 (7b) 2§2§1e 31,1
8a 1,61d (J= 10Hz) 22,7 50,3 (8) e 173,0 (18) 1,71 22,7
26€29m 31,4 175,0 (7c); 51,8 (7); 31,0 (7a)e | 2,05e 31,6
b 162,0 (17) 2,09
7c - 175,0 - - 173,6
7d 365s 53,5 175,0 (7C) 4,06 60,8
7e - - - 1,10 14,4
10a - 173,5 - - 172,8
10b 3,61s 51,7 173,5 (P1) 3,77 53,4
OH 5,53 - - 5,54 -
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4.1.3 Caracterizacio da substancia GFH 3.9

3
CH,'8 o)
19

18
Gl

GFH 3.9 MO-3

A substancia GFH 3.9 foi isolada da particdo hexanica do extrato em MeOH
das folhas. Observou-se no espectro de RMN 'H (figura 18, pag. 61), os sinais para
um grupo de hidrogénios alilicos em &y 2,00 (m) e 4,20 (d), para um hidrogénio
vinilico em &y 5,43 (t), para um hidrogénio metileno em &4 1,40 e um tripleto em &4
1,60 (figura 18, pag. 61) para os hidrogénios do grupo CHj (posi¢cdo C-16)
condizentes com a porgcao alifatica do diterpendide tipo clerodano ent-33, 4 (-
epoxyclerod-13E-em-15-ol (Mo-3) (NAGASHIMA et al., 1995).

O padrdo observado no espectro de RMN "H permite dizer que a substancia
GFH 3,9 trata-se de um diterpeno. Isto foi confirmado com a analise do espectro de
RMN 'C (figura 19, pag. 62 e tabela 14, pag. 60) da substancia GFH 3.9 que
permitiu reconhecer a presenca de vinte (20) atomos de carbono, sendo cinco
carbonos metilicos em &¢ 16,2 (Me-16), &¢c 22,7 (Me-17), &¢c 19,8 (Me-18), ¢ 19,7
(Me-19) e d¢ 16,2 (Me-20), quatro carbonos metinas em d¢ 32,7 (Me-4), d¢c 28,0 (Me-
8), 8¢ 32,8 (Me-10) e d¢ 123,1 (Me-14), trés carbonos quartenarios em d¢ 37,2 (Me-
5), ¢ 39,4 (Me-9) e ¢ 140,3 (Me-13), além de oito carbonos metilenos em &¢ 24,5
(Me-1), &¢ 36,7 (Me-2), d¢c 37,4 (Me-3), d¢ 37,3 (Me-6), &¢ 24,8 (Me-7), d¢c 25, 1 (Me-
11), 8¢ 39,9 (Me-12) e &¢ 59,2 (Me-15).

Dos oito carbonos metilenos descritos acima, um apresentou-se ligado a um
atomo de oxigénio &¢ 59,2 (4,20 d, J=15,0 Hz), indicando a presenga de um grupo
hidroxila ligado ao atomo de carbono C-15, que foram confirmadas pelas correlacées
heteronucleares observadas pelos mapas de correlagdo HMBC (figura 22, pag. 65)
através das correlacdes 2Jcy entre 8y 4,20 (H-15) com o carbono metino C-14 (3¢

123,1) e com o carbono quartenario C-13 (6¢ 140,3).
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Os espectros de correlagao bidimensional heteronuclear a duas (ZJCH) e atrés
ligacdes (*Jcn) HMBC mostraram correlagdes entre o hidrogénio H-4 em &y 1,35 com
o carbono C-3 em &¢ 37,4; entre H-8 em &y 1,55 com C-17 em &¢ 22,7 e entre o
hidrogénio H-14 em &y 5,43 com os carbonos C-16 (6¢ 16,2) e C-12 (d¢c 39,9)
confirmando os grupos metinos, como também entre o hidrogénio H-12 em &4 2,0
com os carbonos C-11 (8¢ 24,5), C-14 (&c 123,1) e C-13 (d¢c 140,3) e entre o
hidrogénio H-15 em &y 4,20 com C-14 (&¢c 123,1) e C-13 (&¢ 140,3), corroborando
com os grupos metilenos.

As confirmagdes referentes aos grupos metila foram atribuidas através do
HMBC pelas respectivas correlagbes: Me-16 (64 1,60) com C-14 (&¢ 123,1), com C-
13 (6¢c 140,3) e com C-12 (&¢ 39,9); Me-17 (4 0,89) com C-8 (&¢c 28,0) e com C-7
(0¢c 24,8); Me-18 (o4 0,86) com C-4 (8¢ 32,7); Me-19 (&4 0,87) com C-5 (¢ 37,2) e
Me-20 com C-9 (6¢ 39,4).

Os dados de RMN da porg¢ao biciclica da substancia GFH 3.9 foi comparada
com o derivado metil (+) hardwickiate (Mo-4) (COSTA; FUJIWARA; IMAMURA,
1998). A confirmagao da auséncia de uma ligagado dupla na posicdo 3, da-se ao
observar um acentuado efeito de blindagem nos C-3 e C-4 com &¢ 37,4 e d¢c 32,7,
respectivamente, ao contrario dos carbonos insaturados (sp2) que apresentam
deslocamentos quimicos na faixa de 100 a 150 devido o efeito de hibridizagdo que
torna-os desblindados (Pavia et al., 2010). Este fato, aliado a comparagdo com os
dados presentes na literatura (NAGASHIMA et al., 1995; COSTA; FUJIWARA;
IMAMURA, 1998), permite sugerir que a substancia GFH 3,9 trata-se de um novo

diterpeno, o 15-hidroxi-13-clerodeno.
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Tabela 14: Dados de RMN 'H (400 MHz) e DEPTQ (400 MHz) do diterpeno GFH 3.9, em
CDCl;, as correlagdes observadas no espectro de HSQC e HMBC, além da comparagéo
com os valores das substancias referéncias (NAGASHIMA et al., 1995; COSTA; FUJIWARA,;
IMAMURA, 1998).

HSQC (1Jcw) HMBC (“Jci € “Jcn) Mo3 Mo4
N° "H (ppm) ¥ C (ppm) | °C (ppm)
c (ppm)
1 1,32me 1,19 m 24,5 N&o foram observadas 15,7 21,5
correlagdes
2 1,30 m 36,7 N&o foram observadas 28,6 27,4
correlagdes
3 1,27 me 1,09 m 374 N&o foram observadas 61,8 30,8
correlagdes
4 1,35 m 32,7 37,4 (3) 65,7 46,1
5 - 37,2 - 37,5 37,2
6 1,27 me 1,09 m 37,3 N&o foram observadas 37,4 39,3
correlagdes
7 1,32 m 24,8 N&o foram observadas 28,5 27,4
correlagdes
8 1,55 m 28,0 22,7 (17) 36,3 36,6
9 - 39,4 - 39,2 38,5
10 1,39 32,8 Nao foram observadas 48,2 49,8
correlagdes
11 1,40 m 25,1 Nao foram observadas 37,2 38,8
correlagdes
12 2,00 m 39,9 24,5 (11); 39,9 (12); 123,1 (14) 33,5 18,1
e 140,3 (13)
13 - 140,3 - 138,9 125,9
14 5,43t (J=15Hz) 123,1 16,2 (16) e 39,9 (12) 124,6 111,1
15 | 4,20d (J=15Hz) 59,2 123,1 (14) e 140,3 (13) 59,4 142,6
1,60 16,2 123,1 (14); 140,3 (13) € 39,9 16,4 138,4
16 (12)
17 0,89 227 28,0(8)e 24,8 (7) 16,1 16,2
18 0,86 19,8 32,7 (4) 17,2 13,2
19 0,87 19,7 37,2 (5) 19,9 15,2
20 1,60 16,2 39,4 (9) 18,9 18,2
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Figura 18: Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de GFH 3.9.
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Figura 19: Espectro de RMN "*C-DEPT (CDCls, 400 MHz) de GFH 3.9.
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Figura 20: Espectro de "H-'"H- COSY (CDCls, 500 MHz) de GFH 3.9.
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Figura 21: Mapa de correlagao do espectro de HSQC (CDCl3, 500 MHz) de GFH 3.9.
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Figura 22: Mapa de correlagao do espectro de HMBC (CDCl3, 400 MHz) de GFH 3.9.
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4.1.4 Caracterizacido da substancia GFH 2.5

CH, CHg CHg CHy CHg CH,
’ C/\ \/\/15\/\/11\/\/\/\/\/\%

GFH 2.5

O espectro de RMN 'H (figura 23, pag. 68) da substancia GFH 2.5 apresentou
vinte e quatro sinais, sendo 16 absorcdes tipicas de alcenos: absor¢des vinila e
alilicas. Foram observados seis hidrogénios vinilicos desblindados que confirma a
presenga de um campo anisotrépico causado pelos elétrons 1 das ligagdes duplas,
sendo o multipleto com cinco hidrogénios em &y 5,13 (H-6; H-10; H-14; H-18 e H-22)
e um sinal em &y 5,47 (H-2). Este ultimo apresenta um efeito de desblindagem ainda
maior causado também pelo grupo hidroxila, que contém o atomo de oxigénio
eletronegativo.

O espectro ainda apresentou absorcdes referentes aos hidrogénios alilicos
em &y 2,02 (H-4), d 2,10 (H-5; H-8; H-13; H-17 e H-21) e &4 2,05 (H-9; H-12; H-16 e
H-20). Foram observados também, sinais separados dos hidrogénios supracitados,
localizados em deslocamentos quimicos mais baixos (mais blindados),
correspondentes aos hidrogénios dos grupos metilas em 64 1,70 (H-24; H-26; H-29 e
H-30) e em &y 1,57 (H-25; H-27 e H-28) (tabela 15, pag. 67). Estes dados, aliados
aos sinais observados no espectro de RMN *C, foram condizentes com o esqueleto
poliprendide encontrado na literatura (FEITOSA; BEZERRA, 2007).

O espectro apresenta diversas correlagdes, tais como do hidrogénio H-6 (o4
5,13) com C-26 (&¢ 23,5), com C-5 (&¢ 26,1), com C-8 (8¢ 32,0) e com C-4 (d¢ 39,7),
bem como o hidrogénio H-20 (&4 2,05) com C-21 (&¢ 26,8) e com C-19 (¢ 134,9).
As demais correlagbes estdo demonstradas na tabela 15, pag 67. De acordo com a
analise das absorgcdes observadas nos espectros e a comparagao com dados da

literatura, permite-nos dizer que o a substancia GFH 2.5 trata-se do hexaprenol.
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Tabela 15: Dados de RMN "H (400 MHz) e RMN "*C (100 MHz) do poliprenéide GFH 2.5 e
2.4, em CDClj;, as correlagbes observadas no espectro de HMQC e HMBC e comparagao
com valores de referéncia do modelo Mo-5 (FEITOSA; BEZERRA, 2007).

HSQC (1Jcn) HMBC (“Jcu e °Jcn) Mo-5
N°C | ™C (ppm) 'H (ppm) "C (ppm)
1 59,0 4,12 d (J= Hz) 124,1 (2) e 139,9 (3) 58,59
2 1241 5,47 t (J= Hz) As correlagdes nao foram 123,84
observadas
3 139,9 - - 139,46
4 39,7 2,02 17,7(25) ; 26,1 (5) 39,31
5 26,1 2,10 39,7 (4)e 124,2 (6) 25,27
6 124,2 5,13 m 23,5 (26); 26,1 (5); 32,0 (8) e 123,99
39,7 (4)
7 136,1 - - 135,66
8 32,0 2,10 26,4 (9) e 136,1 (7) 25,98
9 26,4 2,05 32,0(8) e 124,3 (10) 31,57
10 124,3 5,13 m 26,4 (9); 16,0 (27); 32,2(12) e 124,11
26,4(9)
11 135,4 - - 134,95
12 32,2 2,05 26,4 (13) e 1354 (11) 31,79
13 26,4 2,10 32,2(12) e 124,4 (14) 25,89
14 124,4 5,13 m 26,4 (13); 32,2 (12 e 16); 16,0 124,52
(28)
15 135,3 - - 134,82
16 32,2 2,05 26,7 (17) e 135,5 (15) 31,79
17 26,7 2,10 32,2 (16) e 124,9 (18) 26,26
18 124,9 5,13 m 26,7 (17); 32,2 (16 e 20) e 23,5 124,60
(29)
19 134,9 - - 134,54
20 32,2 2,05 26,8 (21) e 134,9 (19) 31,79
21 26,8 2,10 32,2 (20) e 124,9 (22) 26,35
29 124,9 5,13 m 26,8 (22); 23,5 (30); 25,7(24) e 124,60
32,2 (20)
23 131,2 - - 130,82
24 25,7 1,70 26,8 (21); 134,2 (23) e 124,9 (22) 25,27
25 17,7 1,57 39,7 (4); 136,1 (7) e 124,2 (6) 17,26
26 23,5 1,70 32,0 (8); 135,4 (11) e 124,3 (10) 23,02
27 16,0 1,57 32,2 (12); 135,3 (15) e 124,4 (14) 15,58
8 16,0 1,57 32,2 (16); 26,4 (13); 135,5 (15) e 15,58
124,4 (14)
29 23,5 1,70 32,2 (20); 134,9 (19) e 124,9 (18) 15,58
30 23,5 1,70 131,2 (23) e 124,9 (22) 23,02




Figura 23: Espectro de RMN "H (CDCls, 500 MHz) de GFH 2.5

68



Figura 24: Espectro de RMN "*C (CDCls, 500 MHz) de GFH 2.5.
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Figura 25: Espectro de "H-'"H- COSY (CDCls, 500 MHz) de GFH 3.9.
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Figura 26: Mapa de correlagao do espectro de HSQC (CDCl3;, 400 MHz) de GFH 2.5.
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Figura 27: Mapa de correlagéo do espectro de HMBC (CDCl3, 400 MHz) de GFH 2.5.

72



4.1.5 Caracterizacido da substancia GFD 4.1

MO-6 MO-7

A amostra GFD 4.1, foi isolada da particdo diclorometanica do extrato
metandlico de G. integrifolia. Apdés a analise dos dados espectrais de RMN 'H e
RMN C do material, permitiu identifica-lo como sendo uma mistura de dois
triterpenos pentaciclicos, que sdo comuns e facilmente encontrados em vegetais. A
identificacdo dos triterpenos foi conseguida, mediante a comparacdo dos dados
obtidos com os descritos na literatura (MAHATO, KUNDU, 1994).

A analise dos espectros de RMN 'H e RMN C de GFD 4.1 mostrou sinais
caracteristicos de triterpenos dos esqueletos do tipo oleano e ursano. Foram
observados sinais entre oy 0,80 e &y 1,05 correspondentes a hidrogénios metilicos e
entre Oy 0,95 e 0y 1,95 referentes aos hidrogénios metilenos. Em &y 5, 15 aparece
uma absorgéo correspondente ao hidrogénio olefinico em C-12, condizente com a
presenca da ligacdo dupla entre os carbonos 12 e 13. A auséncia do sinal do proéton
no espectro em 139.6 e 145.4 ppm confirma a trisubstituicido do carbono 13.

O triterpeno a-amirina (esqueleto ursano) apresenta uma metila em C-20 e
outra em C-19, com absorcdo em &¢ 39,6 para esses dois carbonos. Ja a -amirina
(esqueleto oleanano) apresenta duas metilas em C-20, com absorgédo em &¢ 31,9
(tabela 16, pag. 74).

Portanto, esses dados aliados a comparagcao com os dados presentes na

literatura (MAHATO; KUNDU, 1994) permitem afirmar que a amostra GFD 4.1 é

73



constituida de mistura binaria de triterpenos pentaciclicos portadores de somente

uma insaturacdo: a-amirina (3B-hidroxi-urs-12-eno) e B-amirina (3B-hidroxi-

olean-12-eno).

Tabela 16: Dados de RMN 'H (400 MHz) e RMN "*C (100 MHz) da lignana GFD 4.1, em
CDCl;, as correlagdes observadas no espectro de HMQC e HMBC e comparagdo com
valores de referéncia do modelo Mo-6 e 7 (MAHATO; KUNDU,1994).

o-amirina MO-6 B-amirina MO-7
N° C "H (ppm) "C (ppm) "C (ppm) "C (ppm) "C (ppm)

1 0,95 (7,0 Hz) 38,9 38,7 38,9 38,7
2 1,67 (7,0 Hz) 27,4 27,2 27,3 27,3
3 3,24 78,9 78,3 78,9 79,0
4 38,6 38,7 39,3 38,8
5 0,71 55,1 55,2 554 55,3
6 1,60 18,4 18,3 18,2 18,5
7 1,34 32,9 32,9 32,9 32,8
8 39,8 40,0 39,6 38,8
9 1,58 47,7 47,7 47,6 47,7
10 37,7 36,9 37,3 37,6
11 1,95 23,4 23,3 23,7 23,6
12 5,15 124 .4 124,3 121,7 121,8
13 139,6 139,3 1454 145,1
14 41,5 42,0 42,0 41,8
15 1,23 Ha e 1,28 Hb 29,7 28,7 26,1 26,2
16 1,68 Ha e 1,61 Hb 26,6 26,6 26,9 27,0
17 33,7 33,7 32,6 32,5
18 Ha 1,35 e Hb 1,32 59,1 58,9 47,2 47,4
19 1,35 39,6 39,6 46,8 46,9
20 1,32 39,6 39,6 31,9 31,1
21 Ha 1,20 e Hb 1,15 31,3 31,2 34,5 34,8
22 1,28 41,5 41,5 37,2 37,2
23 1,05 28,4 28,1 28,1 28,2
24 0,85 15,7 15,6 15,4 15,5
25 0,80 15,6 15,6 15,5 15,6
26 1,00 16,8 16,8 16,8 16,9
27 0,95 23,3 23,3 26,0 26,0
28 0,82 28,8 28,1 28,4 28,4
29 0,80 17,5 17,4 33,3 33,3
30 0,98 21,4 21,3 23,7 23,7
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Figura 28: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) de GFD 4.1.
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Figura 29: Espectro de RMN "*C - DEPT (CDCl3, 400 MHz) de GFD 4.1.
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Figura 30: Mapa de correlagao do espectro de HSQC (CDCl3, 400 MHz) de GFD 4.1.
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4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO METANOLICO BRUTO E DAS
PARTICOES DE GALLESIA INTEGRIFOLIA

A atividade antimicrobiana foi testada com o extrato metandlico bruto e para
as quatro particoes desse extrato, sendo elas hexanica, diclorometanica, acetato de
etila e n-butanol, através do método de difusdo em Agar e teste em meio liquido.

Espécies da subfamilia Rivinoideae (Phytolaccaceae) apresentam diversas
atividades biologicas, tais como: anti-inflamatéria, moluscida e antifungica
(ESCALANTE, 2002; BENEVIDES et al., 2001). Porém, nado existe na literatura, até
o presente momento, algum trabalho que correlacione os extratos de G. integrifolia e
atividade antimicrobiana, sendo estes os primeiros a serem descritos para esta

especie.

4.2.1 Avaliagao pelo método Difusao em Agar

4.2.1.1 Staphylococcus aureus

No presente estudo, o extrato metandlico bruto e as respectivas particoes
deste extrato (hexano, acetato de etila, diclorometano e n-butanol), na concentragéo
de 100 mg/pogo, assim como o solvente utilizado (DMSO), quando submetidos ao
teste microbiologico pelo método de difusdo em agar, ndo apresentaram halo de
inibicdo para nenhuma das cepas de S. aureus testadas, como mostra a tabela 17
(pag. 79). Nesta tabela também estdo demonstrados os halos formados pelos

controles positivos gentamicina 200 pg/poco e oxacilina 200 ug/poco.
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Tabela 17: Média dos halos de inibigdo (mm de diametro) em teste de difusdo em Agar a 37°C

L. - Controles - Controles - Controles - Controles Extrato Controles
Bactéria Fragao . Fragao . Fragao . Fracao .es .
positivos positivos positivos positivos bruto positivos
1 GEN OXA 2 GEN OXA 3 GEN OXA 4 GEN OXA ET GEN OXA
S. aureus
ATCC 0 25 21 0 25 21 0 25 21 0 25 22 0 22 30
S. aureus
Clinica 0 22 28 0 22 28 0 22 28 0 21 29 0 24 29
S. aureus
LSA 88 0 12 13 0 12 12 0 12 12 0 11 12 0 11 0
S. aureus
coL 0 13 15 0 14 14 0 11 13 0 12 13 0 15 13

hexano (1); diclorometano (2); acetato de etila (3); n-butanol (4); extrato bruto (ET); GEN (gentamicina); OXA (oxacilina)
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4.2.1.2 Candida albicans

Em nosso estudo, dentre as leveduras testadas em difusdo em Agar, a
temperatura de 37 °C, C. tropicallis foi sensivel para as fracdes hexanica,
diclorometanica e n-butandlica na concentragdo de 100 mg/pogo, onde
apresentaram zona de inibicdo acima de 10 mm frente a cepa ATCC 28707 desta
levedura. Sendo que a fragédo diclorometanica apresentou halo de inibigdo maior do
que o antifungico ltraconazol na concentragao de 1mg/poco (tabela 18, pag. 82).

Observou-se ainda, que ndo houve crescimento fungico quando foram
testados a fracdo acetato de etila e os antifungicos na mesma placa frente a C.
tropicallis ATCC 28707. No entanto, quando essa mesma fragdo foi testada
separadamente dos antifungicos, nao houve efeito inibitério. Ao testar também os
controles positivos foi observado que o Itraconazol apresentou um halo
relativamente pequeno (10 mm) quando comparado a zona de inibicdo da
Terbinafina, na mesma concentragao. Assim, € possivel sugerir que foi esse ultimo
que influenciou na acéo da fragdo acetato de etila do extrato bruto de G. integrifolia
(figura 32, pag. 81).

A cepa padrao ATCC 10231 foi sensivel somente a fracdo diclorometanica,
enquanto que a cepa clinica de C. albicans foi susceptivel tanto a fracéo
diclorometanica quanto ao extrato bruto (100 mg/pogo) de G. integrifolia (tabela 18,
pag. 82). Este fato é relevante, uma vez que sao essas espécies responsaveis por
grande parte das infec¢des invasivas, conforme dito anteriormente (pag. 25). A
Figura 31 (pagina 81) exemplifica os halos de inibicdo formados pela fragéo
diclorometanica durante a realizacado dos testes frente as cepas de C. albicans.

Em relagcdo ao extrato bruto, observou-se que este apresentou atividade
bioldgica frente a cepa clinica de C. albicans e a cepa padrao de C. tropicallis a

37°C, apresentando halo de inibicado de 10 mm e 19 mm, respectivamente.
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Figura 31: Halos formados pelos pogos preenchidos com as fragdes diclorometanica (2) de
G. integrifolia frente a cepa clinica (A) e ATCC 10231 (B) de C. albicans a 37 °C.

Figura 32: Foto A Sinergismo da fragdo acetato de etila (3) com os antifungicos (ITRA e
TBF) frente a cepa ATCC 10231 de C. tropicallis. Foto B Auséncia da inibigdo do
crescimento da levedura quando a fragdo 3 foi testada separadamente. As fotos C e D
mostram o halo de inibicdo formado pela agdo dos antifungicos controle Terbinafina 1 mg
/pogo (TBF) e Itraconazol 1 mg/pogo (ITRA), respectivamente a 37 °C.
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Tabela 18: Média dos halos de inibicao (mm de diametro) do teste difusdao em agar a 37 °C

Levedura Controles Controles Controles Controles Controles
Fragao positivos Fragao positivos Fragao positivos Fragao positivos  Extrato positivos
1 ITRA TBF 2 ITRA TBF 3 ITRA TBF 4 ITRA TBF ET ITRA TBF
Candida albicans
ATCC 0 16* 16 15,3* 16* 18 0 16* 16 0 14 14 0 15 14
Candida albicans
Clinica 0 20 17 16,6 20 18 0 20 19 0 20 19 10 32 33
Candida tropicallis
ATCC 28707
15,6 14 30 21,6 13 26 0 10 25 10,6* 10 26 19 18 35

* com crescimento

hexano (1); diclorometano (2); acetato de etila (3); n-butanol; extrato bruto (ET); ITRA (itraconazol); TBF (terbinafina)
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Os mesmos testes de difusdo em Agar foram realizados na temperatura de 28
°C, pelo fato das espécies de Candida apresentarem dimorfismo de acordo com a
temperatura (a 28 °C crescimento filamentoso e a 37 °C crescimento leveduriforme).
Nesse sentido, foi possivel observar que a 28 °C todas as fragdes apresentaram
atividade biolégica frente forma filamentosa de C. albicans ATCC 10231 com halo
variando de 8-22 mm de diametro. Outro fato muito importante foi que os
antifungicos itraconazol e terbinafina também apresentaram maior atividade nesta
temperatura do que quando o teste foi realizado a temperatura de 37 °C sob a forma
leveduriforme dessa levedura. E sabe-se que c. Albicans na forma filamentosa é
mais invasiva e perigosa do que na sua forma leveduriforme (RIBEIRO et al., 2007).

Em relacdo a cepa clinica de C. albicans foi observado que as fragbes
diclorometanica e acetato de etila apresentaram halo de inibicdo de 13 mm de
didametro e o antifungico terbinafina também foi mais ativo frente a forma filamentosa
(28 °C) do que na forma de levedura (37 °C). Ja o itraconazol apresentou 0 mesmo
perfil de inibicdo para as duas formas desta espécie (tabela 20, pag. 93).

A figura 33 (pag. 83) mostra os halos formados pela fragdo diclorometanica
(2) frente as cepas ATCC 10231 e clinica de C. albicans a 28 °C.

Figura 33: Halos formados pelos pogos preenchidos com a fragcao diclorometanica (2) de G.
integrifolia, solvente DMSO e os controles positivos (ITRA e TBF) frente a cepa ATCC 10231
(A) e clinica (B) de C. albicans a 28 °C.

Frente a cepa C. tropicallis a 28 °C foi observado que as fragdes hexanica,
diclorometanica e acetato de etila foram ativas apresentando halo de inibigdo acima

de 12 mm de didametro. Enquanto que a fracdo n-butandlica ndao apresentou
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atividade bioldgica nesta temperatura, ao contrario do que ocorreu quando a mesma
cepa foi testada na temperatura de 37 °C.

Somente a cepa de C. tropicallis ATCC 28707, foi sensivel ao tratamento com
o extrato bruto de G. integrifolia tanto a 28 °C quanto a 37 °C, apresentando halo de
20 mm aproximadamente (figura 35, pag. 84) enquanto que as demais leveduras
nao apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade. Assim, esse resultado demonstra
o potencial do extrato bruto da planta sobre a forma filamentosa do fungo.

Em relagdo aos antifungicos testados foi observado que ambos apresentaram

a mesma meédia de inibigdo para as duas temperaturas testada contra C. tropicallis.

Figura 34: Em A, halos formados pelos pogos preenchidos com a fragdo hexanica (1) e em
B os halos formados pela fragado diclorometanica (2) frente a cepa ATCC 28707 C. tropicallis
a 28 °C.

Figura 35: Halos formados pelos pogos preenchidos com extrato metandlico bruto de G.
integrifolia, solvente DMSO e os controles positivos (ITRA e TBF) frente a cepa ATCC 27807
C. tropicallis a 28 °C (A) e a 37 °C (B).
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A tabela 19 (pag. 86) informa ainda que o extrato bruto ndo apresenta atividade
sobre as linhagens de C. albicans , enquanto que as suas particdes apresentaram (vide
halos), indicando possivel antagonismo entre os constituintes quimicos da planta. Fato este
que nao foi observado em C. tropicallis, exceto para a fragcado 4 que nao foi ativa contra esta

espécie, nem contra c. Albicans cepa clinica.
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Tabela 19: Média dos halos de inibicdo (mm de diametro) do teste em difusdo em Agar a 28 °C

Controles Controles Controles Controles Controles
Levedura Fracao positivos Fragao positivos Fracao positivos Fragao positivos Extrato positivos
1 ITRA TBF 2 ITRA TBF 3 ITRA TBF 4 ITRA TBF ET ITRA TBF
Candida
albicans ATCC 11 28 30 18 30 30 20 30 30 8 30 30 0 20 24
Candida
albicans Clinica 0 31 22 13 286 18 13 32 18 0 31 18 0 31 18
Candida
tropicallis ATCC
28707 11* 12 28 21 14 28 13 14 32 0 10 28 20 14 28

* com crescimento

hexano (1); diclorometano (2); acetato de etila (3); n-butanol (4); extrato bruto (ET); ITRA (itraconazol); TBF (terbinafina)
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4.2.2 Avaliagao pelo método em meio liquido

4.2.2.1 Staphylococcus aureus

No ensaio em meio liquido frente a quatro cepas de S. aureus, foi
demonstrado a curva de crescimento destas bactérias na presenca das fragdes
hexanica, diclorometanica, acetato de etila e n-butandlica, na concentracdo de 0,5
mg/ml (graficos 1-4, pag. 87-88). Foi verificado que a fragcdo hexanica apresentou
maior atividade frentes as cepas testadas, sendo a cepa padrao ATCC 25923 a mais

sensivel.

Grafico 1: Média do crescimento bacteriano das fragbes de G. integrifolia frente S. aureus
ATCC 25923.

Grafico 2: Média do crescimento bacteriano das fragdes de G. integrifolia frente a cepa S.
aureus clinica.
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Grafico 3: Média do crescimento bacteriano das fracbes de G. integrifolia frente a cepa S.
aureus LSA 88.

Grafico 4: Média do crescimento fungico das fragbes de G. integrifolia frente a cepa S.

aureus COL.

O gréafico 5 mostra resumidamente o percentual de inibigdo demonstrados
pelas curvas de crescimento acima, em que a cepa padrao ATCC 25923 apresentou
maior sensibilidade as fragcdes testadas do que as cepas clinica, LSA 88
(enterotoxigénica) e COL (MRSA). As fracbes hexanica, diclorometanica e acetato
de etila inibiram 64,0%, 58,7% e 54,7%, respectivamente, do crescimento bacteriano

desta cepa.
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Grafico 5: Percentual de inibicdo do crescimento das particdes (1, 2, 3 e 4) do extrato
metandlico de G. integrifolia, dos controles positivos Gentamicina e Oxacilina e do solvente
DMSO frente as quatro cepas de S. aureus.

4.2.2.2 Candida albicans e C. tropicallis

No ensaio em meio liquido frente as cepas ATCC 10231 e clinica de C.
albicans, as fragdes testadas na concentracdo de 2,5 mg/ml ndo apresentaram
atividade inibitéria relevante a 28 °C. Entretanto, foi observado que o antifungico
utilizado como controle positivo, Itraconazol 0,05 mg/ml, também ndo apresentou
acao fungicida sobre a linhagem ATCC 10231, inibindo apenas 29,3% do
crescimento da cepa, juntamente com a fragdo n-butandlica do extrato bruto de G.
integrifolia. J& o antifungico terbinafina apresentou apenas 40 % de inibicao frente a

cepa clinica de C. albicans (grafico 6 e 7, pag. 90).
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Grafico 6: Média do crescimento fungico das fragbes acetato de etila e n-butandlica de G.

integrifolia frente a cepa C. albicans ATCC 10231.

Grafico 7: Média do crescimento fungico das fragbes acetato de etila e n-butandlica de G.

integrifolia frente a cepa C. albicans clinica.

No ensaio com a cepa padrao C. tropicallis ATCC 28707, as fracoes
diclorometanica, acetato de etila e n-butanol, na concentragdo de 2,5 mg/ml,
obtiveram um resultado relevante na inibicdo do crescimento desta cepa, em
temperatura ambiente (28°C), inibindo 75 e 58,7 % do crescimento fungico,
respectivamente para as duas ultimas fracbes supracitadas. Pode-se verificar ainda
que o percentual de inibicdo da fracao acetato de etila foi equivalente ao do
antifungico Terbinafina. No entanto, o DMSO, também inibiu acima de 35 % do

crescimento fungico (grafico 8, pag. 91), mostrando que a escolha do solvente pode
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influenciar nos testes de sensibilidade antimicrobiana e neste caso o mesmo foi
utilizado pelo fato das substéncias extraidas serem mais soluveis em DMSO do que
nos demais solventes.

O grafico 9 mostra a curva de crescimento de C. tropicallis ATCC 25923 na
presenca das fracbes acetato de etila e n-butandlica. Por causa da turbidez das
fragbes hexanica e diclorometénica quando diluidos em caldo BHI (Broth Heart
Infusion, HIMEDIA) n&o foi possivel acompanhar a leitura do crescimento fungico por
espectrofotometria e por isso os mesmos foram plagqueados apds o periodo 7 horas
de crescimento, incubados durante 24 h e posteriormente foi realizada a contagem
de unidades formadoras de colénias (UFCs), quando possivel. Como pode ser
observado na fig. 36 (pag. 92), somente o extrato diclorometanico inibiu o
crescimento da levedura na concentragdao de 2,5 mg/ml, apresentando uma média
de 70 UFC/placa.

Grafico 8: Percentual de inibicdo do crescimento da fragao acetato de etila (3) e n-butanol
(4), dos controles positivos Miconazol, Itraconazol e Terbinafina e do solvente DMSO frente
a C. tropicalis ATCC 28707.
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Grafico 9: Média do crescimento fungico das fragdes de G. integrifolia frente a linhagem C.
tropicallis ATCC 28707.

Figura 36: A fragdo hexanica (50 mg/ml) nao inibiu C. tropicallis (A) e a fragcédo

diclorometanica inibiu o crescimento da levedura (B).

4.2.3 Antibiograma das cepas de S. aureus apoés tratamento com as fragoes de

G. integrifolia.

Apés a realizacdo do teste em meio liquido com as particbes do extrato
metandlico de G. integrifolia, as solu¢gdes contendo o tratamento com as fragdes e
também as solucbes contendo aos controles positivos foram submetidas a um

antibiograma, com 6 antibidticos utilizados na clinica e verificado se apds o
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tratamentos as bactérias tornaram-se mais sensiveis ou menos sensiveis aos
antibioticos.

Os resultados dos testes de resisténcia e sensibilidade das cepas de S.
aureus apos o tratamento com as fragdes hexano, acetato de etila, diclorometano e

n-butanol podem ser verificados nas Tabelas 20 a 23 (pag. 93 a 94).

Tabela 20: Antibiograma (medido em milimetros) de cepas de S. aureus tratadas com
extratos e submetidos a 6 antibiéticos pelo método de difusdo em agar.

S. aureus COL (MRSA)

Média dos halos de inibigdo (mm de diametro)
Antibiodtico [ ] padrao Particdo | Particdo | Particdo | Particdo Controles positivos | CONTROLE
1 2 3 4 GEN OXA
Clindamicina 2 pg 0 0 0 0 10 0
Oxacilina 1 pg 0 0 15 P 0 o 0 8
- Bactericida,

Vancomicina 30 pg 154 14 J 134 16 ¢ % 23 17
Cefalexina 30 pg 15 9l 10 9l cresceram 0 11
Sulfametoxazol + 4 coldnias

trimetropina 25 pg 221 26 N 25 1 25 1 30 20

Gentamicina 10 pg 9P 10 9P 01 16 8

hexano (1); diclorometano (2); acetato de etila (3); n-butanol (4); GEN (Gentamicina); OXA (Oxacilina);
N : mais sensivel; {.: menos sensivel

Tabela 21: Antibiograma (medido em milimetros) de cepas de S. aureus tratadas com
extratos e submetidos a 6 antibiéticos pelo método de difusdo em agar.

Cepa S. aureus CLINICA

Média dos halos de inibigdo (mm de diametro)
Antibiético [ ] padrdo Particao | Particao | Particao | Particao (:;:ittric‘)II:: CONTROLE
1 2 3 4 GEN OXA

Clindamicina 2 pg 20 20 19 21 1 32 32 19

Oxacilina 1 ug 18 1 201 114 15 25 26 15

Vancomicina 30 pg 31 14 1 10 121 18 22 10

Cefalexina 30 pg 21 1 21 1 20 18 30 29 19
Sulfametoxazol +

trimetropina 25 ug 24 25 1 21 20 30 30 21

Gentamicina 10 pg 5 1 5 1 14 1 12 26 25 12

hexano (1); diclorometano (2); acetato de etila (3); n-butanol (4); GEN (Gentamicina); OXA (Oxacilina)
1 : mais sensivel; {,: menos sensivel
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Tabela 22: Antibiograma (medido em milimetros) de cepas de S. aureus tratadas com
extratos e submetidos a 6 antibiéticos pelo método de difusdo em agar.

Cepa S. aureus LSA 88
Média dos halos de inibigdo (mm de diametro)
s ~ Particao |Particio |Particdo |Particdao Controles
Antibiético [ ] padrao positivos CONTROLE
1 2 3 4 GEN OXA
Clindamicina 2 pg 19 20 19 21 1 30 19
Oxacilina 1 pg 0 0 0 0 o 9 0
— Bactericida
Vancomicina 30 pg 20 20 19 19 56 21 20
Cefalexina 30 ug 11 11 12 11 cresceram 11 11
Sulfametoxazol + 3 colénias
trimetropina 25 ug 204 204 19 ¢ 204 29 22
Gentamicina 10 ug 104 12 11 12 17 12
hexano (1); diclorometano (2); acetato de etila (3); n-butanol (4); GEN (Gentamicina); OXA (Oxacilina)
N : mais sensivel; | : menos sensivel

Tabela 23: Antibiograma (medido em milimetros) de cepas de S. aureus tratadas com
extratos e submetidos a 6 antibiéticos pelo método de difusdo em agar.

Cepa S. aureus ATCC 25923

Média dos halos de inibi¢do (mm de didametro)
Antibiético [ ] padrio Particao |Particdo |Particao |Particao Con?r.oles
positivos CONTROLE

1 2 3 4 GEN OXA
Clindamicina 2 pg 26 25 26 281 20 0 25
Oxacilina 1 pg 26 25 25 26 31 0 26
Vancomicina 30 ug 18 17 17 18 25 0 17
Cefalexina 30 pg 27 27 26 26 40 0 26

Sulfametoxazol + 35

trimetropina 25 ug 25 25 25 25 0 25
Gentamicina 10 pg 21 21 21 21 26 0 21

hexano (1); diclorometano (2); acetato de etila (3); n-butanol (4); GEN (Gentamicina); OXA (Oxacilina)
N : mais sensivel; | : menos sensivel

Considerando a comparacdo dos didametros dos halos de inibicdo do
crescimento bacteriano nos ensaios com os antibidticos na solugao controle e apés
o tratamento com as partigdes, pode-se observar, em algumas interagbes, a
ocorréncia de interferéncia do extrato vegetal de G. integrifolia sobre o poder
antibacteriano dos antibidticos. Esta interferéncia ocorreu, principalmente, nas
interacoes com a cepa Clinica de S. aureus, onde as fracdes apresentaram variados
graus de susceptibilidade. Entretanto, para a cepa enterotoxigénica LSA 88 do

mesmo patdgeno, as fragdes nao influenciaram significativamente a agdo dos
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antibidticos e quando influenciou, ndo houve interferéncia positiva das associacoes
testadas, ao contrario todas as fragdes apresentaram efeito antagdnico ao antibidtico
sulfametoxazol + trimetropina. Quanto a cepa ATCC 25923, esta foi a que menos
sofreu interferéncia das fragcdes sobre os antibidticos testados.

O antibiotico clindamicina foi o que menos teve interferéncia das fragdes do
extrato metandlico bruto de G. integrifolia. Ja sulfametoxazol + trimetropina e
gentamicina foram os antibiéticos que tiveram maior interferéncia das fragdes, sendo
observada, na maioria das interagdes, uma maior sensibilidade, principalmente para
gentamicina.

Concernente ao extrato vegetal verificado neste estudo verificou-se que todas
as fragdes do estrato vegetal interferiram de algum modo na sensibilidade dos
antibiéticos e pode-se dizer que na maioria das interagdes, esta interferéncia
apresentou-se como uma maior sensibilidade a atividade dos antibidticos. As
fragbes hexanica (menos polar) e diclorometanica (polaridade intermediaria)
apresentaram maior interferéncia no perfil de sensibilidade dos antibiéticos testados,
apresentando efeito positivo na maioria destas interagdes. Esse fato pode indicar
que os substancias mais apolares das fracbes obtidas apds particao do extrato bruto
de G. integrifolia poderiam ser os agentes responsaveis pela atividade
antimicrobiana da espécie em estudo e até mesmo, poderiam ainda ser promissores
contra cepas fungicas de Candida sp desta estirpe fungica. Destas fragdes,
realizamos o isolamento de metabdlitos especiais oriundos da rota biossintética do
mevalonato, tais como terpenos e porfirinas.

De maneira geral, a caracteristica da interferéncia exercida pelas fragdes de
G. integrifolia variou de acordo com o tipo do antibidtico, polaridade das fracdes
testadas em associacao e o tipo da cepa bacteriana ensaiada. Da mesma forma, as
plantas medicinais e/ou seus subprodutos podem atuar inibindo ou intensificando o
efeito terapéutico dos medicamentos convencionais, bem como nao interferir na
resposta esperada (Nascimento et al., 2000). Por esse motivo, este estudo se faz
importante, uma vez que foi verificado que a infusdo das folhas de G. integrifolia tem
sido utilizada pela populagdo (mostrado também nesse estudo), como

antimicrobiano para o tratamento de bronquites e micoses (tabela 12, pag. 41) e
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pode vir também a interferir no tratamento terapéutico de doengas de etiologia

bacteriana e fungica.

4.2.4 Método da diluicao seriada em meio de cultura liquida para S. aureus

A atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto de G. integrifolia foi
avaliada pelo método da diluicdo em série frente as cepas ATCC 25923, clinica,
COL e LSA 88 de S. aureus.

O extrato bruto teve efeito bactericida quando as cepas foram cultivadas em
meio liquido contendo 33 mg/ml do extrato bruto. Concentragbes iguais ou
superiores a 11 mg/ml ndao promoveram inibicdo, sendo similares ao controle. A
figura 37 mostra a atividade antimicrobiana do extrato bruto frente a cepa COL

resistente a meticilina (MRSA).

Figura 37: Atividade antimicrobiana do extrato bruto de G. integrifolia frente a cepa
COL: Controle (A); efeito bactericida na concentracdo 33 mg/ml (B) e crescimento
bacteriano confluente similar ao controle na concentragao de 11mg/ml a 37 °C.

4.2.5 Método da diluicao seriada em meio liquido para C. albicans e C.

tropicallis

Foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato metandlico bruto de G.
integrifolia pelo método da diluicdo em série frente as cepas padrao ATCC 10231 e
clinica de C. albicans e a cepa padrao ATCC 28707 de C. tropicallis em duas
temperaturas diferentes, a 28 °C e 37 °C.

Na temperatura de 28 °C, o extrato bruto de G. integrifolia apresentou efeito

fungicida contra a cepa padréo de C. tropicallis quando estas foram cultivadas na
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presenca de 33 mg/ml deste extrato, enquanto que na concentracdo de 11 mg/ml
sua atividade tornou-se fungistatica devido ao crescimento de unidades formadoras
de colbnias (170 UFC) quando comparado ao controle. Em concentragdes iguais ou
inferiores a 3,7 mg/ml ndo houve efeito inibitério havendo, portanto, crescimento em

confluéncia (figura 38, pag. 97).

Figura 38: Atividade antifungica do extrato bruto de G. integrifolia frente a cepa
padrao C. tropicallis ATCC 28707 : Controle (A); efeito fungicida na concentragcéo 33
mg/ml (B) e efeito fungistatico na concentragdo de 11 mg/ml a 28 C.

O extrato metandlico bruto de G. integrifolia ndo foi considerado fungicida
quando foram testados frente a cepa padrao de C. albicans, mas promoveram
diminuicdo expressiva do numero de unidades formadoras de colénia — UFC —
(presenca de inibicdo) quando comparado ao controle na concentragao de 33 mg/ml.
Em relagdo a cepa clinica desta levedura houve um efeito inibitério significativo na
concentracdo de 33 mg/ml, no entanto em concentragdes inferiores houve
crescimento em confluéncia das colbénias (>300 UFC) a 28°C, como mostra a figura
39, pag. 97.

A B C

Figura 39: Atividade antifungica do extrato bruto de G. integrifolia frente a cepa
clinica de C. albicans: Controle (A); efeito fungistatico na concentragdo 33 mg/ml (B)
e confluéncia de colbnias na concentragéo de 11 mg/ml a 28 °C.
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Em relac&o aos testes realizados com as candidas em temperatura de 37 °C,
o extrato bruto mostrou-se mais eficaz frente a cepa padrao de C. tropicallis,
apresentando atividade fungicida nas concentragdes de 33 mg/ml e 11 mg/ml, além
de apresentar uma diminuigao significativa no numero de UFCs, na concentragao de
3,7 mg/ml (figura 40, pag. 98) em relagdo ao controle. A cepa clinica de C. albicans
foi inibida somente na concentragao de 33 mg/ml e a cepa padrao C. albicans ATCC

10231 apresentou crescimento confluente em todas as concentragdes.

Figura 40: Atividade antifungica do extrato bruto de G. integrifolia frente a cepa
padrao de C. tropicallis: Controle (A); efeito fungicida na concentracdo 33 mg/ml (B)
e na concentragao de 11 mg/ml (C) e efeito fungistatico na concentracdo de 3,7
mg/ml (D) a 37 °C.

5. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico de Gallesia integrifolia atingiu seu objetivo nesta etapa,
ao contribuir para o conhecimento da quimiotaxonomia da familia Phytolaccaceae.

Através de métodos cromatograficos e técnicas espectroscépicas de RMN H
e 3C uni e bidimensionais e comparagdes com os dados da literatura foi possivel
isolar e identificar seis constituintes quimicos de Gallesia integrifolia inéditos no
género, sendo definidas as estruturas quimicas como duas porfirinas: 7c-
metoxifeoforbideo a (GFDCC-15) e 7c-metoxi-10-hidroxifeoforbideo a (GFH12.6),
trés triterpenos, sendo uma mistura binaria a-amirina e B-amirina (GFD 4.1) e o
Hexaprenol (GFH 2.5), além de um diterpeno inédito na literatura, o 15-hidroxi-13-
clerodeno (GFH 3.9). Portanto, a espécie em estudo é rica em metabdlitos especiais
oriundos da rota biossintética do mevalonato, tais como terpenos e porfirinas.

As particdes do extrato metandlico se mostraram promissores no que diz

respeito a atividade antimicrobiana frente a C. tropicalis e albicans e ainda sobre
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uma cepa de S. aureus. Portanto, deve-se ressaltar a importancia da continuagao
dos testes bioldgicos, testando também as substancias isoladas na busca de novos

antimicrobianos que possam ser uteis na terapéutica.
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