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RESUMO

No restante da Mata Atlantica na Regido Sul da Bahia existem vérias espécies vegetais
endémicas, desconhecidas do ponto de vista da Quimica de Produtos Naturais. Os metabolitos
secundarios presentes nessas espécies podem apresentar potencial farmacoldgico que auxiliam
no combate a infeccOes bacterianas. Este trabalho apresenta resultados de isolamento de
substancias do extrato acetdnico dos galhos de Pouteria macahensis T. D. Penn, espécie
endémica do bioma da Mata Atlantica, coletado em 2014. Os extratos brutos (acetdnico,
hexanico e etandlico) foram avaliados frente a bactérias Gram positivo e negativo, por
biocromatografia. O extrato acetbnico apresentou melhor acdo frente a bactéria Proteus
mirabilis. Foi cromatografado 60g do extrato acetébnico em coluna de silica gel (1.500 g)
usando solventes organicos em série crescente de polaridade hexano e etanol, puro e em
misturas, sendo obtidos 14 grupos. Apos uso de técnicas de recristalizacdo e cromatografia em
coluna e preparativa, foram isolados e identificados mistura de friedelina e 3p-
hidroxifriedelano (Grupo PM-A. 03 e PM-A. 04), 3B-hidroxifriedelano (PM-A. 04), mistura
de linoato, araquidato e linolenoato de eritrodiolila (grupo PM-A. 04) e outro eritrodiol
esterificado com &cido graxo de cadeia longa, ndo elucidado (grupo PM-A-6); além de outros
derivados de acidos graxos de cadeia longa ndo identificados. Os ésteres graxos de eritrodiol
foram transesterificados levando ao isolamento do eritrodiol. As determinacgdes estruturais
foram realizadas a partir dos experimentos de 1V, RMN de 'H e **C, DEPT - 135, HSQC,
HMBC e comparacdo com dados da literatura. A mistura dos ésteres de eritrodiol esta sendo
relatadas pela primeira vez no género. Foi determinado a concentragdo minima inibitoria
(CMI) das substancias frente a bactéria P. mirabilis, usando a técnica de microdiluicdo em
caldo. As CMI para P. mirabilis foi maior ou igual a 500 pg mL™, para as substancias
friedelina e eritrodiol, sendo esse de acdo mais forte; e maior que 600 ug mL™ para 3p-
hidroxifriedelinol e ésteres de eritrodiol. Dessas substancias, somente existe relatos de teste
para a friedelina. O presente estudo é de grande importancia, uma vez que contribui com
informacgdes sobre a composicdo quimica dos metabdlitos secundarios para uma espécie
endémica que apresenta atividade frente P. mirabilis, bactéria causadora de infeccdes
urinérias.

Palavras-chaves: Sapotaceae, espécie endémica, identificacdo estrutural.



ABSTRACT

In the rest of the Atlantic Forest in the Southern Region of Bahia there are several
endemic plant species, unknown from the point of view of Natural Product Chemistry.
Secondary metabolites, present in these species, may present biological potential helping to
combat bacterial infections. This work presents results of isolation of substances from the
acetone extract of the branches of Pouteria macahensis T. D. Penn, endemic species of
Itacaré, Bahia, collected in 2014. The crude extracts (acetone, hexane and ethanolic) were
evaluated in the set of bacteriasgram positive and negative, by bioacromatography. The
acetone extract presented better action in relation to the bacteria Proteus mirabilis.
Chromatographed 60g of the acetonic extract on a silica gel column using organic solvents in
increasing series of hexane and ethanol polarity, pure and in mixtures, 14 groups were
obtained. After using recrystallization and column chromatography and preparative
techniques, a mixture of friedelin and 3B-hydroxyfriedelane (Group PM-A 03 and PM-A 04),
3B-hydroxyfriedelane (PM-A 04) were isolated and identified. Mixture of erythrodiol linoate,
arachidate and linolenoate (group PM-A 04) and erythrodiol transesterified with long chain
fatty acid, not yet elucidated (group PM-A-6); As well as long chain fatty acid derivatives
(unidentified). The erythrodiol esters were transesterified leading to erythrodiol isolation.
Structural determinations were performed from the experiments, IV, RMN of *H and *3C,
DEPT — 135, HSQC, HMBC and comparison with literature data. Mixtures of erythrodiol
esters are being reported for the first time in the genus. The minimum inhibitory concentration
(MIC) of the substances against the P. mirabilis bacterium was determined using the broth
microdilution technique. The MIC for P. mirabilis was greater than or equal to 500 pg mL™,
for the substances friedelin and erythrodiol, which is stronger; And greater than 600 pg mL™
for B-friedelinol and erythrodiol esters. Of these substances, only friedelin was tested in
comparison with this microorganism. The present study has great importance, since it
contributes with point information about the chemical composition of the secondary
metabolites to an endemic species that shows activity in relation to P. mirabilis, a bacterium
that causes urinary infections.

Keywords: Sapotaceae, endemic species, structural identification.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais desde os tempos antigos sdo utilizados pelo homem de varias
formas no intuito de melhorar sua qualidade de vida, merecendo destaque o beneficio a saude
humana (CHING et al., 2006; HENDRICH, 2006). Dentre as diversas areas da ciéncia, a
Quimica de Produtos Naturais tem como uma das finalidades isolar, identificar e registrar os
constituintes quimicos resultantes do metabolismo secundario das espécies vegetais. Neste
contexto a Quimica de Produtos Naturais surge como fornecedora de modelos estruturais para
0 desenvolvimento e criacdo de remédios e medicamentos, bem como disponibilizando
matéria prima para aplicacdo na medicina popular, que € bastante difundida em todo o mundo.

As espécies vegetais sdo grandes produtoras de metabolitos secundarios, formados por
diferentes caminhos biossintéticos, produzindo moléculas com uma ampla diversidade de
esqueletos e grupamentos funcionais, como, por exemplo, acidos graxos e seus ésteres,
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos e cetonas, compostos acetilénicos, compostos aromaticos,
entre outros (ALVES, 2009). Essa variedade na constituicdo quimica pode ser dividida em
trés grandes grupos de metabolitos: os compostos fendlicos; terpenos e esteroides e 0s
alcaloides.

A variabilidade na producdo dos metabodlitos secundarios das espécies vegetais é
influenciada principalmente pelos fatores extrinsecos (fatores abidticos); luminosidade,
disponibilidade de nutrientes, estacdo do ano, periodo do dia, ciclo e parte da planta, e/ou
fatores genéticos, além de fatores bidticos (SIMOES et al., 2010).

Os metabdlitos secundarios desempenham diferentes funcbes ecofisioldgicas,
contribuindo para a adaptacdo e sobrevivéncia das espécies. Além disso, os metabolitos
secundarios produzidos pelas espécies vegetais apresentam diversas propriedades
farmacoldgicas que podem contribuir de forma relevante para a melhoria da qualidade de vida
do ser humano.

Desse modo, diante da ampla diversidade de metabdlitos secundarios e suas variadas
utilidades no reino vegetal, ¢ imprescindivel que sejam ampliados os estudos visando o
isolamento, caracterizacdo quimica e avaliacdo do potencial bioldgico desses compostos. A
industria farmacéutica se destaca nesse sentido. Inimeras pesquisas tém sido realizadas a fim
de descobrir novas substancias que possuam atividade bioldgica, e que possam ser utilizadas

para a melhoria da salde dos seres humanos.
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Muitas doencas sdo causadas por bactérias, e com o advento da sintese de novos
antibioticos foi possivel controlar o contagio por doengas infecciosas. Entretanto, devido ao
uso indiscriminado de antibacterianos, muitos microrganismos tém se tornado resistentes a
esses farmacos, tornando-se um grave problema de salde publica mundial. Isso implica
diretamente no insucesso de tratamentos ja estabelecidos e na ineficicia de um grande nimero
de antibidticos disponiveis para o combate de doengas infecciosas (MOREIRA, 2004;
OLIVEIRA et al., 2008; BANGHEZAL et al., 2007).

Inimeras pesquisas realizadas pela comunidade cientifica, a fim de descobrir novos
antibioticos, tem apresentado resultados pouco eficazes (WANG et al., 2006). Assim, se faz
necessario a busca de novas alternativas para o combate as bactérias multirresistentes
(HAIDA et al., 2007).

Nesse contexto, o isolamento de metabolitos secundarios de espécies vegetais, de
ocorréncia no bioma da Mata Atlantica, area de insercdo da UESC, surge como uma
importante fonte de substancias organicas bioativas.

O objetivo desse trabalho consiste no estudo quimico do extrato aceténico da espécie
vegetal Pouteria macahensis, buscando o isolamento, caracterizacéo estrutural e avaliacdo do
potencial antibacteriano dos compostos. Ressaltamos que trata-se de um género endémico da
regido de Mata Atlantica, e a espécie € totalmente desconhecida do ponto de vista quimico e
bioldgico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Bioma da Mata Atlantica

Cada bioma brasileiro, independente de sua extensdo, apresenta caracteristicas
especificas, representando uma importante fonte de conhecimento nas diferentes areas das
Ciéncias. Um bioma bastante rico em biodiversidade é a Mata Atlantica, cabendo ressaltar a
sua vasta localizacéo no territdrio brasileiro, situada sobre uma extensa cadeia de montanhas,
percorrendo a costa brasileira; onde a interagdo entre as diferentes areas possibilita condigdes
particulares de fauna e flora (BIOMA DA MATA ATLANTICA, 2016).

Atualmente a Mata Atlantica estad distribuida por todo o litoral brasileiro, do Rio
Grande do Norte ao Rio Grande do Sul, com amplas extensOes para o interior, apesar de ter
sido reduzida a cerca de 8% do seu territorio original (Figura 1). Ainda assim, ela apresenta
mais de 60% de todas as espécies terrestres do planeta, além de estar entre os cinco hotspots®
mais importantes do mundo, possuindo um dos mais ricos conjuntos de ecossistemas em
termos de diversidade bioldgica do mundo (SAO PAULO, 2008).

Fonte: https://www.sosma.org.br/projeto/atlas-da-mata-atlantica/.

I Remanescente florestal I Desmatamento 2013-2014
[ Area natural ndo florestal ~—=Area urbana
EEMangue CJLei 11.428/06 da Mata Atlantica
I Restinga
Figura 1 — Mapa dos Remanescentes Florestais da Mata Atlantica no Brasil 2013-2014

! Hotspot é toda area prioritaria para conservaco, isto é, de rica biodiversidade e ameacada no mais alto grau.
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A flora da Mata Atlantica destaca-se essencialmente por sua biodiversidade e
exuberancia, sendo uma das mais valiosas do mundo. Alguns estudiosos sugerem que a
especificidade da vegetacdo na Mata Atlantica seja consequente da vasta heterogeneidade de
ambientes localizados numa grande abrangéncia de variagdes longitudinais, altitudinais,
latitudinais e climéticas, ocasionado num cenério bastante complexo (SCUDELLER, 2002).

O solo da Mata Atlantica é caracterizado de pH &cido, sempre Umido e excessivamente
pobre, € bastante raso, recebendo quase nenhuma luz, por motivo das arvores mais altas que
absorvem os raios solares. A elevada umidade juntamente com elevada quantidade de matéria
organica fazem com que o solo seja propicio a agdo de micro-organismos decompositores, tais
como, bactéria e fungos, responsaveis por digerir 0s sais minerais e nutrientes provenientes
pelas espécies vegetais (MATA ATLANTICA, 2016).

Os remanescentes de Mata Atlantica no Nordeste brasileiro correspondem a cerca de
6% do conjunto brasileiro da vegetacdo, sendo fortemente influenciado pela Floresta
Amazonica e a Mata Atlantica do Sul e Sudeste (ARAULO, 2012). Apesar do desmatamento
exacerbado, no intuito de liberar espacos para a criacdo de pastos e plantagdes de
monoculturas, essa regido apresenta um dos melhores niveis de conservacao e preservacao.

Estudos realizados pelo Painel Intergovernamental de Mudancgas Climéticas (IPCC)
indicam que se a temperatura nos locais remanescente de Mata Atléntica elevar em até dois
graus Celsius, estima-se uma reducdo de até 30 % das espécies vegetais até 2100 e, caso 0
aumento seja de quatro graus Celsius, a diminuicdo podera atingir a marca de 65 %.

Restringindo-se apenas a flora da Mata Atlantica, é notdéria a presenca do forte
endemismo. Estima-se que 8 mil espécies vegetais sejam endémicas da Mata Atlantica, sendo
cerca de 55 % das espécies arboéreas, e 40 % de ndo-arboreas, 70 % das bromélias e 64 % das
palmeiras (BIOMA DA MATA ATLANTICA, 2016).

A Mata Atlantica detém o recorde de plantas lenhosas (angiospermas) por hectare (450
espécies no Sul da Bahia) e cerca de 20 mil espécies vegetais, assim como recordes no
namero de espécies e endemismo em diversos grupos de plantas. Nos locais em que ainda se
encontra a Mata Atlantica é possivel observar uma vegetacdo exuberante, com marcante
higrofitismo®. Dentre as espécies mais presentes destacam-se algumas briéfitas, cipés e
orquideas (BIOMA DA MATA ATLANTICA, 2016).

Estudos realizados em 1998 mostram que a biodiversidade da floresta no trecho entre

0s municipios de Ilhéus e Itacaré, apresenta nUmeros expressivos. Ha registros de 2.530

? Adaptacdo que algumas plantas apresentam para viver total ou parcialmente submersas em agua ou em terrenos
muito saturados de umidade.
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individuos arbdreos e arborescentes, pertencentes a 456 espécies relativa a 65 familias por
hectare, sendo este o maior indice até agora conhecido (ARAUJO et al., 1998).

Coletas realizadas ao longo da faixa de ocorréncia desse bioma apontam um alto
indice de espécies endémicas do sul da Bahia e norte do Espirito Santo, cerca de 28%. A atual
Lista Oficial de Espécies Ameacadas de Extingdo (LOEAE) contem 472 espécies da flora
brasileira, destas, 276 ocorrem na Mata Atlantica (THOMAS et al., 1998). Nessa regiéo,
diversas angiospermas foram identificadas em uma lista preliminar de espécies endémicas do
sul da Bahia e Norte do Espirito Santo (THOMAS et al., 2003).

O bioma da Mata Atlantica é o segundo maior centro de diversidade para as familias
Sapotaceae no Neotrépicos®, perdendo para a Floresta Amazonica. Os individuos dessa
familia por possuir madeira e latex de Otima qualidade sdo frequentemente vitimas da

industria madeireira, ocasionando na diminui¢do da densidade populacional nesse bioma.
2.2. Familia Sapotaceae

A familia Sapotaceae esta inserida na ordem Ericales. Esta familia € composta por
cerca de 1.250 espécies dispostas em 53 géneros. Sua distribuicdo ocorre principalmente nas
regibes pantropicais, nas areas das Américas, Asia, na regido do Pacifico e Africa, Figura 2
(PENNINGTON, 1991). Na regido dos Neotropicos estdo presentes cerca de 450 espécies
difundidas em 11 géneros, Chrysophyllum, Diploon, Ecclinusa, Elaeoluma, Manilkara,
Micropholis, Mimusops, Pouteria, Pradosia, Sarcaulus e Sideroxylon. Os géneros Pouteria e
Chrysophyllum sdo os mais expressivos, com cerca de 330 e 80 espécies respectivamente
(PENNINGTON, 1991, 2004).

Www_tc

h/webcurso_spv/familias_pv/sapotaceae.htm

http://www.thecompositaehut.com/

Fonte:

~ =’ ——

Figura 2 — Distribuicao da familia Sapotaceae no mundo

® E a regido biogeografica que compreende a América Central, incluindo a parte sul do México e da peninsula
da Baja California, o sul da Florida, todas as ilhas do Caribe e a América do Sul.
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Os individuos pertencentes a essa familia sdo arboreos ou arbustivos, alguns se
destacam por seu valor econémico, por exemplo, devido aos frutos comestiveis, tais como o
caimito, (Chrysophyllum spp.); abricé-da-praia, (Mimusops spp.); abiu, (Pouteria spp.); a
presenca de latex de alta qualidade (utilizado para a confeccdo de coma comercial) ou por
oferecer madeira de 6tima qualidade, tais como a magaranduba, Manilkara spp. Na medicina
popular existem relatos para o combate a infec¢des dos tratos digestivo e respiratorio, como
antitérmico,  anti-inflamatério e antidisentérica. (METCALFE; CHALK 1972,
PENNINGTON, 1990, 2004, RIBEIRO et al. 1999, SOUZA; LORENZI, 2005)

Essa familia ocorre principalmente em florestas Umidas, em geral em altitudes
inferiores a 1.000 metros. No Brasil, hd 11 géneros (Chromolucuma; Chrysophyllum;
Ecclinusa; Elaeoluma; Manilkara; Micropholis; Planchonella; Pouteria; Pradosia;
Sideroxylon e Xantolis) e aproximadamente 200 espécies (Figura 3), destas, cerca de 70

encontram-se na Regido Nordeste.

http://www.herbariovirtualreflora.jbrj.gov.br/reflora/her

barioVirtual/ConsultaPublicoHVUC

Fonte:

[ Coordenadas georreferenciadas
I Coordenadas inferidas
Figura 3 — Distribuicéo da familia Sapotaceae na América do Sul

2.3. Género Pouteria

Na América do Sul, comparado a regiGes pan-tropicais, € possivel encontrar a maior
parte das espécies do género Pouteria, devido suas florestas Umidas e de baixa altitude. No
Brasil ha 120 espécies do género Pouteria (MONTEIRO et al. 2007). Sua distribuicéo
predomina na regido amazonica, e principalmente na faixa costeira, ocorrendo frequentemente

em Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia (Figura 4).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Chromolucuma
https://pt.wikipedia.org/wiki/Chrysophyllum
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ecclinusa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Elaeoluma
https://pt.wikipedia.org/wiki/Manilkara
https://pt.wikipedia.org/wiki/Micropholis
https://pt.wikipedia.org/wiki/Planchonella
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pouteria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pradosia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sideroxylon
https://pt.wikipedia.org/wiki/Xantolis
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http://www.herbariovirtualreflora.jbrj.gov.br/reflora/herba

rioVirtual/ConsultaPublicoHVUC

Fonte:

[ Coordenadas georefrenciadas
I Coordenadas inferidas
Figura 4 — Distribuicéo do género Pouteria na América do Sul

Os individuos desta familia s@o arvores ou arbustos, latescentes (latex alvo), mondicos
ou dioicos. Suas folhas sdo do tipo alterno-espiraladas e simples ou alterno-disticas ou
alterno-espiraladas e simples. As flores sdo actinomorfas e gamopétalas, unissexuadas ou
bissexuadas, agrupadas em fasciculos axilares, ramifloros ou caulifloros. O gineceu é
sincérpico, com ovario supero, enquanto que os estames sdo adnatos e opostos aos lobos da
corola (PENNINGTON, 2004).

Dentre as espécies de Pouteria, ha relatos do uso na medicina popular, para tratamento
de diarreia, vomitos, inflamacdo, febre, Ulceras, erup¢des na pele, nduseas, dores nas costas,
diabetes e para estimular a lactagdo (SOUZA et al., 2012). Entretanto, do ponto de vista
fitogquimico, ha pouco estudos com espécies desse género, inclusive trabalhos que apresentem
testes bioldgicos com metabdlitos secundarios isolados.

No Dominio da Mata Atlantica ha registros de 34 espécies de Pouteria, sendo que 19
correm 0 risco de extingdo e 18 sdo endémicas: P. andarahiensis T. D. Penn., P. atlantica
Alves-Araljo & M. Alves, P. bapeba T. D. Penn., P. beaurepairei (Glaz. & Raunk.) Baehni,
P. butyrocarpa (Kuhlm.) T. D. Penn., P. ciliata Alves-Aratjo & M. Alves, P. coelomatica
Rizzini, P. confusa Alves-Aradjo & M. Alves, P. franciscana Baehni, P. grandiflora (A.DC.)
Baehni, P. macahensis T. D. Penn., P. microstrigosa T. D. Penn., P. nordestinensis Alves-
Araljo & M. Alves, P. oxypetala T. D. Penn., P. pachycalyx T. D. Penn., P. stenophylla
Baehni, P. subsessilifolia Cronquist, P. trifida Alves-Araljo & M. Alves e P. velutinicarpa
Alves-Aratjo & M. Alves (ARAUJO, 2012).
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Dentre as espécies endémicas destacamos a ocorréncia da P. macahensis (Figura 5),
objeto de estudo desse trabalho, a qual € totalmente desconhecida do ponto de vista

fitogquimico, bem como da atividade bioldgica de seus metabolitos secundarios.

http://www.herbariovirtualreflora.jbrj.gov.br/reflora/herbario

Virtual/ConsultaPublicoHVUC

Fonte:

I Coordenadas inferidas
Figura 5 — Distribuicao da espécie Pouteria macahensis na América do Sul

2.4. Metabolitos secundérios isolados do género Pouteria

Os metabdlitos secundarios e suas classes sdo originados a partir das rotas
biossintéticas. Os compostos produzidos podem ser armazenados em todas as partes da
espécie. Muitos trabalhos de isolamento de constituintes quimicos sdo realizados a partir de
folhas. Em contra partida, nas folhas a presenca da clorofila pode implicar em dificuldade na
purificacdo das substancias. Varios metabolitos secundarios também sdo armazenados nos
galhos.

As espécies vegetais sintetizam trés grandes familias de metabolitos secundarios, via
diferentes rotas biossintéticas: os compostos fendlicos; terpenos e esteroides e os alcaloides.
O é&cido chiquimico é precursor dos compostos fendlicos e alcaloides, o &cido maldnico dos
compostos fendlicos e o acido mevaldnico dos terpenos. Cada classe possui suas propriedades
especificas (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As classes dos metabdlitos secundarios desempenham distintas fungdes na espécie
vegetal. A finalidade dos compostos fenolicos tem relacdo com a sintese das ligninas, presente

na maioria das plantas superiores, e por possuirem coloragdo, sabor e odor agradaveis,
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chamam atencdo dos homens, assim como de animais, que buscam a polinizagdo. Para as
plantas, essa classe de compostos é essencial, pois as protege dos raios ultravioleta, insetos,
bacteérias, virus e fungos (CROTEAU et al., 2000). Ha relatos que algumas espécies vegetais
produzem essa classe de compostos a fim de inibir o crescimento de outras espécies
competidoras, ou seja, acdo alelopatica.

A classe dos compostos fendlicos por possuir grande diversidade quimica apresenta
uma ampla diversidade de funcdes nos vegetais. Os flavonoides (flavonas e flavondis) atuam
na protecdo das células vegetais contra a radiacdo UV-B. Os isoflavonoides (isoflavonas)
apresentam eficaz atividade inseticida ou antiestrogénica®, ou podem atuar no combate a
propagacdo de fungos e bactérias nos vegetais. Os taninos sao caracteristicos por
possibilitarem maior resisténcia ao calor, a agua e a microrganismos, uma vez que se ligam a
moléculas de colagenos presente na pele dos animais. Nas plantas os taninos atuam como
repelentes alimentares, geralmente quando os frutos estdo na fase de maturacao eles possuem
altos teores de taninos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A classe dos alcaloides é nociva ao ser humano, por exemplo, 0s venenos coniina, e
estricnina. Entretanto, em baixas concentracdes podem ser utilizados como medicamentos. A
morfina é um alcaloide utilizado como farmaco. Outros alcaloides s&o usados diariamente em
todo o mundo, nicotina, cafeina e cocaina. Os alcaloides atuam no sistema nervoso humano,
particularmente no nos transmissores quimicos, outros atingem a sintese proteica, o transporte
de membrana ou a atividade de varias enzimas. Nas plantas os alcaloides atuam como
protecdo principalmente contra herbivoros (TAIZ; ZEIGER, 2004).

De acordo com Cordell (1981) a classe dos alcaloides é considerada como compostos
farmacologicamente ativos. Todavia, essa classe de compostos ndo esta presente em todas as
espécies do reino vegetal, ocorrendo em alguns géneros. Devido a essa distribuicéo restrita, 0s
alcaloides formam a base da ecologia quimica e quimiotaxonomia (HARBORNE, 1988). A
funcdo dos alcaloides nas espécies vegetais ainda € pouco conhecida, porém, segundo Croteau
et al., (2000), é sabido que estas substancias estdo relacionadas com atividades eco-quimicas.
Nas plantas, essa classe de compostos exerce a funcdo de defesa, uma vez que, estudos
apontam diversos efeitos fisioldgicos que essas substancias atuam sobre os animais invasores,
apresentando toxicidade aos insetos e agindo como repelente para os herbivoros, assim como,

as atividades antimicrobianas.

* E uma substancia que bloqueia a producdo ou utilizacdo de estrégenos, ou inibe seus efeitos. Estrogénios sio a
familia de horménios que promovem o desenvolvimento e manutencdo das caracteristicas sexuais femininas
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E sabido que os metabdlitos secundarios diferem dos metab6litos primarios (agtcares,
aminoacidos, lipideos e nucleotideos) por possuirem distribuicdo somente no reino vegetal, ou
seja, metabolitos secundarios estdo presentes em uma espécie vegetal ou a determinado grupo
de espécies correlacionadas. Essas substancias possuem fungdes ecoldgicas notaveis nos
vegetais, uma vez que, elas podem defender as espécies contra infeccdo por micro-organismo
ou herbivoros, assim como, podem atuar como atrativos para animais polinizadores e
dispersores de sementes (TAIZ; ZEIGER, 2004). Devido aos diversos tipos de esqueletos e
funcBes presentes nas diferentes substancias, permitindo assim que essas substancias possam
interagir com outras e formarem complexos que sejam nocivos a insetos ou humanos.

Dentre as classes de metabdlitos secundarios, os terpenos é a maior delas. Esses
compostos sdo tdxicos para muitos mamiferos herbivoros e insetos. No grupo dos triterpenos
(C30) 0s cardenolideos e as saponinas sdo nocivos aos herbivoros vertebrados. Nos humanos
os cardenolideos sdo responsaveis por atingirem drasticamente a musculatura do coragdo, ao
ser utilizado em doses controladas podem diminuir ou aumentar a frequéncia cardiaca. As
saponinas podem influenciar no sistema digestivo ou perturbar membranas uma vez inserida
na corrente sanguinea (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Assim, a seguir é apresentado um levantamento das substancias isoladas do género
Pouteria relacionando-as com suas atividades bioldgicas (Tabela 1, Figura 6).

Tabela 1 — Rela¢do dos metabdlitos secundarios isolados de plantas do género Pouteria.

o Parte Metabélitos secundarios isolados o o
Espécie da Local Atividade | Referéncias

planta Classe Substancia Estrutura

[y

Acido galico
Galocatequina
Florida, Catequina

P. Sapota Frutas Estados FE Epicatequina

Unidos Diidromiricetina
Miricitrina
Catequina-3-O-galate

Rodriguez et
SR al., (2011)

(3S,5R,6S)-p-Criptoxantin-
5,6-epoxido
B-Criptoxantin
(3S,5S,6R)-pB-
Criptoxantin-5,6-ep6xido
(3R,5°R,6°S)-p- Turcsi et al.,
P. Sapota Frutas Panamé CA Criptoxantin-5°,6’-epoxido SR (2015)
(3S,5R,6S, 5°R,6°S)-p-
Criptoxantin-5,6,5",6’- 12
diepdxido

(3S,5S,6R, 5°R,6°S)-B-
Criptoxantin-5,6,5",6’- 13
diepdxido

©| 00 [Njouo|h~|w|N

[
o

[ERN
[EEN

P. sapota Frutas Panama CA (3R,5°S,6’R)-pB- 14 SR Turcsi et al.,
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) Parte Metabolitos secundarios isolados o )
Espécie da Local Atividade | Referéncias
planta Classe Substancia Estrutura
Criptoxantin-5,6’-epoxido (2015)
Criptoxantina 15
3’- Criptoxantina 16
. Sapotexantina (B,x- Murillo et
P. sapota Frutas Panama CA caroteno-6’-one) 17 SR al., (2011)
Capsantina 18
Capsorubina 19
Criptocapsina 20
Sapotexantina 21
(5R,6S)-Criptocapsin-5,6- 29
epoxido
3’-Deoxicapsantin-5,6- 23
epoxido
(5S,6R)-Criptocapsin-5,6-
i 24
epoxido
(3S,5R,6S, 5°R,6°S)-B-
Criptoxantin-5,6,5",6’- 12
P. sapota Frutos Panama CA diegéxido SR Feliztgleg)al.,
(3R,5°R,6°S)-B- 1
Criptoxantin-5’,6’-ep6xido
(3S,5R,6S)-Capsantin -5,6- 25
epoxido
(5R,8S)-Criptocapsin-5,8- 2%
epoxido
(5R,8R)-Criptocapsin-5,8- 27
epoxido
(5S,8R)-Criptocapsin-5,8- 28
epoxido
(5S,8S)-Criptocapsin-5,8- 29
epoxido
Capsorubina 19
. 5 - - Murillo et
P. sapota Frutos Panama CA 3’-Deoxicapsorubina 30 SR al., (2012)
3,3’-Dideoxicapsorubina 31
Acido galico 1
Florida, Galocatequina 2 Ma et al
P. viridis Frutos Estados FE Catequina 3 SR (2004) N
Unidos Epicatequina 4
3-O-Galato-catequina 7
Bé":zlsli'f ' TR Acetato de lupeolila 32 SR zﬁ rf(e;g%g;
Miricitrina
(Miricetin-3-0-a-L- 6
raminopirandsideo)
P. torta Folhas Séo Paulo, FE Miricetina 33 Mutagdes Costaet al.,
Brasil Miricetin-3-O-B-D- 34 no DNA (2014)
galactopirandsideo
Miricetin-3-O-a-L- 35
arabinopiranésideo
30-O-acetato de a-amirina 36
. 3B-O-acetato de B-amirina 37 Cheetal.,
P. torta Galhos Brasil TR Acido betulinico 38 SR (1980)
Acido ursdlico 39
FE ';Fg'gg aél(i)co = 1 Dini, Irene
. ,3R-4’0O-meti
P. obovata Frutos | Lima, Peru FL diidrocaempferol 7-0-[3"- 40 SR (2011)

O-acetil]-B-D-
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) Parte Metabolitos secundarios isolados o )
Espécie da Local Atividade | Referéncias
planta Classe Substancia Estrutura
glucopiranésideo
2R,3R-4’0O-metil
diidrocaempferol 7-O-B-D-
B-L-xilopiranosil- 41
(1""—6")- [37-0-acetil]-p- Dini: Irene
. D-glucopiranésideo i
P. obovata Frutos | Lima, Peru FL 2R 3R-4'O-meil SR (2011)
diidrocaempferol 3-O-B-D-
B-L-xilopiranosil- 42
(1"7—6”)- [3”-O-acetil]-B-
D-glucopiranésideo
Ampelopsina 43
Balanocarpol 44
ES E-viniferin diol 45
Ampelopsina A 46
Hopeafenol 47
Vaticafenol 48
Taxifolina 3-O-a-
- . 49
Florida, arabmofu!ranc_)smeo Hernandez et
P- | Folhas | Estados Trans-taxifolina 3-O-o- 50 SR al., (2008)
campechiana Unidos arabinopirandsideo
Quercetina 3jO_-a- 51
FL ramanopirandsideo
Miricetina 3-O-a- 52
ramanopirandsideo
Taxifolina 3-O-a-
S 53
ramanopirandsideo
Quercetina 3-O-3- 54
ramanopirandsideo
Florida,
P. Frutos Estados FE | Acido galico 1 SR Maetal,
campechiana Uni (2004)
nidos
ET Espinasterol 55
Casca Acido ursélico 39
P venosa do Alagogs, Taraxerol 56 SR Montenegro
' caule e Brasil TR Acido 190,23- 57 et al., (2006)
caule diidroxiursélico
Acido miriantico 58
Casca B-Sitosterol 59 Ardon;
do Venezuela TR Taraxerol 60 SR Nakano
caule (1962)
P. caimito Dammarendiol
61 L
Frutos | Venezuela TR SR Pellicciari et
Lupeol 62 al., (1962)
a-amirina 63

Flavonoides — FL; Compostos fendlicos — FE; Triterpenos — TR; Estilbenos — ES; Carotenoides — CA;
Esteroides — ET; Sem a realizacdo de testes biolégicos para esses compostos isolados nesse género — SR.
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Figura 6 — Estruturas dos principais metabélitos isolados no género

Assim sendo, dentre os varios estudos relatadas na (Tabela 1, paginas 26 a 28), o
trabalho de Costa et al (2014) foi o Unico que relata a realizagdo de testes com as substancias
isoladas das folhas de P. torta, compostos 6, 33, 34 e 35, que produziram mutac6es no DNA
de células de ratos, as mutacdes foram do tipo frameshift® in vitro (ensaio de Ames), assim
como a perda de cromossomas inteiros in vivo (ensaio micronucleo).

E importante ressaltar que ndo ha relatos para essas substancias nesses estudos
realizados.

Em contrapartida, muitos artigos demonstram que extratos apresentam variadas
atividades. Montenegro et al., (2006) relata que os extratos de folhas (CHCI3), casca do caule
(CH,Cl,) e caule (CH.CI,+AcOEt 1:1) da espécie P. venosa, apresentaram resultados
positivos nos ensaios larvicidas e/ou antiradicalar. Dutok et al., (2015) afirma que o extrato
hidroalco6lico de P. mammosa é ligeiramente irritante frente a toxicidade em testes realizados
com ratos. Asservatham et al., (2013) relata que o extrato dos frutos de P. campechiana

apresenta efeito hepatoprotetor significativo conta hepatoxicidade®.
2.5.  Triterpenos Pentaciclicos
Os terpenoides, consiste de uma ampla familia de metaboltitos secundarios, que séo

formados por um esqueleto carb6nico composto de diversas unidades de isopreno (2-
metilbutadieno), (Figura 7) (LOBO; LOURENCO, 2007).

> Mutacdes genéticas por insercao e deslocacdo de nucleotideos.
® Também conhecido como toxidade hepética, é um dano no figado causado por substancias quimicas chamadas
hepatotoxinas.
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IPP (Cs) DMPA (Cs) Isopreno (Cs)

~. _OPP

——>  Monoterpenos (C1g)

GPP (Cyg)

S

——>  Sesquiterpenos (Cys)

AN Escaleno (Csp)
~ 7

PPO

FPP (Cy5) Triterpenos (Cgo)

——»  Diterpenos (Cy)

7» Tetraterpenos (Cy4g)

GGPP (Cy)

Figura 7 — Esquema resumido da biossintese dos terpenos
Fonte: Roberts, 2007

Todavia, o isopreno (isoprendides) ndo participa do processo de biossintese desses
compostos, estes sdo originados a partir de duas unidades de Cs, o 3,3’-dimetilalilpirofosfato
(DMAP) e 3-isopentenilpirofosfato (IPP), Figura 6. Os terpenos podem ser formados a partir
de duas rotas biossinteticas distintas, a classica via do mevalonato e a rota do metileritritol
fosfato.

A rota do &cido mevalonico como intermediério, foi descoberta na década de 1950 e
acreditava-se que era a unica fonte de IPP e DMAPP. Essa rota acontece no citoplasma e é

ativa nos fungos, bactérias, animais e plantas, produzindo desta forma os precursores dos
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sesquiterpenos e triterpenos. A outra rota é via do metileritritol fosfato, € mais atual e
atribuem a essa a maneira mais ocorrente na natureza frente a via do mevalonato. Essa rota
acontece nos plastidios e na maioria das vezes produz os precursores dos monoterpenos,
diterpenos e tetraterpenos (ROBERTS, 2007).

A condensacdo “cabeca-cauda” das unidades de DMAP e IPP, catalisada pela enzima
prenil-transferase origina a cadeia precursora dos monoterpenos (Cig), a geranilpirofosfato
(GPP). Através da condensacédo dessa cadeia de 10 &tomos de carbono com outras unidades de
IPP forma consequentemente as cadeias precursoras dos sesquiternos (Cis), diterpenos (Cy) €
sesterterpenos (Cys); a farnesilpirofosfato (FPP), geranilgeranilpirofosfato (GGPF) e
geranilfarnesilpirofosfato (GFPF), respectivamente. Para a formacéo das cadeias com 30 e 40
atomos de carbono, precursoras dos triterpenos e tetraterpenos (carotendides), € necessario
qgue haja a condensacdo de duas unidades de farnesilpirofosfato e de duas unidades de
geranilgeranil pirofosfato, respectivamente (Figura 7).

Entre a classe dos terpenos, os triterpenos um grupo com maior nimero de estruturas
diferentes, sendo mais de 100 esqueletos relatados como produtos naturais (DOMINGO et al.,
2009). Em alguns poucos casos ocorrem esses compostos apresentam-se como cadeias
abertas, monociclicos, biciclicos, triciclicos e hexaciclicos, entretanto a grande maioria é
encontrada, no formato de tetraciclicos 6-6-6-5 e pentaciclicos 6-6-6-6-5 e 6-6-6-6-6 (XU et
al., 2004).

A fonte dessa variedade de estruturas esta atrelada ao mecanismo no processo de
biossintese (DOMINGO et al., 2009). Estudos realizados por Ruzicka e colaboradores, na
década de 1950, indicam que os triterpenos hidroxilados (CzoHsoO) foram produzidos na
mesma rota biossintatica e posicdo do carbono C-3, sugerindo assim um mecanismo para
explicar a elaboracdo do esqueleto triterpénico (XU et al., 2004).

A partir do intermediario 2,3-epoxiesqualeno acontece a ciclizacdo do esqualeno,
oriundo da oxidacdo enzimatica que precisa de uma flavoproteina e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), podendo apresentar-se com distintas conformacGes, tais
como, e cadeira-barco-cadeira-barco e cadeira-cadeira-cadeira-barco (LOBO; LOURENCO,
2007). As enzimas triterpenos sintases promove adicOes eletrofilicas nas duplas ligacGes
causando as ciclizagOes, quebra do epdxido e criacdo de carbocation, Figura 7 (XU et al.,
2004; LOBO; LOURENCO, 2007; DOMINGO et al.,, 2009). Estima-se que 0 2,3-
epoxiesqualeno seja o possivel precursor da maioria dos triterpenoides 3p-hidroxilados (XU
et al., 2004).
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2,3S-epoxiesqualeno

A~

Cation oleanila

Cétion friedelanila ) Cétion glutinanila

Figura 8 — Rota biossintética de alguns esqueletos de triterpenos pentaciclicos
Fonte: NUNEZ; RIVAS, 2004

Nesse processo, depois de acontecer as primeiras ciclizacdes o esqueleto do tipo 6-6-
6-5, € constituido com um carbocétion terciario, denominado de cation damarenila (Etapa 1,
Figura 8). Na etapa Il ocorre a expansdo do anel de 5 para um 6 4&tomos de carbono, formando
0 cation bacharenila. Na etapa Il acontece entdo outra ciclizacdo criando um carbocation
terciario e a formacdo do cation lupenila. Na etapa IV é formado um carbocation secundario,

0 anel é expandido e o cation germanicalina é produzido. Apos a formacdo desse cation, passa
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a existir duas alternativas de vias biossintéticas e rearranjos do tipo Wagner-Meerwein
acontecendo nas proximas etapas. Na etapa V, que € a primeira possibilidade ocorre a
transferéncia 1,2 de metila produzindo o cation taraxasterila. Na etapa VI a mudanca em
cadeia 1,2 de hidreto origina o cation ursila. Na etapa VI, que ¢ a segunda via, a transferéncia
em cadeia 1,2 hidreto produz o cétion oleanila. Na etapa V11l o ion 1,2 metila produz o cétion
taraxarenila. Na etapa 1X a mudanga em cadeia 1,2 de metila resulta no cation glutinanila. Na
Gltima etapa, X, a migracdo 1,2 metila ocasiona no cation friedelanila, (Figura 8) (NUNEZ;
RIVAS, 2004).

2.6. Atividade antimicrobiana

Alguns estudos realizados relatam um aumento de resisténcia das bactérias aos
antibidticos. Alguns antibi6ticos utilizados anteriormente no combate e prevencdo de doencas
infecciosas, ja ndo sdo mais eficazes. Consequentemente pessoas tém sido vitimas de vérias
infeccdes, como por exemplo, a infec¢do hospitalar, que podem levar a ébito os enfermos.

A Organizacdo Mundial da Saude incorporou o aumento da resisténcia antimicrobiana
(RAM) como ameaca a saude publica mundial, pois prolonga a permanéncia de doencas e
eleva os custos relacionados aos cuidados de satde, uma vez que o tempo de internamento
passa a ser maior com a necessidade de cuidados mais intensivos (OMS, 2016).

De acordo com estimativas realizadas na Europa em 2012, pressupdem que mais de
25.000 pessoas morrem por ano, devido a infeccdes causadas por bactérias que apresentam
resisténcia. Além disso, os custos com cuidados referentes a salde atingem a marca de 1,5
bilhdo de euros anualmente (Resisténcia antibacteriana, 2012). Outro fator preocupante
guanto a RAM ¢é que haja a prescricdo de novos medicamentos pode causar efeitos colaterais,
uma vez que ndo se sabe 0s danos que eles possam causar ao organismo humano com o uso
prolongado.

As bactérias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus, sdo as que
apresentam maiores niveis de resisténcia aos antibiéticos. Estudos mostram que nos casos de
tratamento com antibidticos para essas bactérias houve resisténcia de 46,9% a
sulfametoxazoltrimetoprima, 46,7% a cefalotina, 27,6% ao acido nalidixico e 22,3% a
nitrofurantoina.

A bactéria Acinetobacter baumanii, do género Acinetobacter spp, possui alta

capacidade de adaptacdo, além de variabilidade metabolica e nutricional elevada, e sdo
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frequentemente encontras em equipamentos no ambiente hospitalar. A. baumanii é a
causadora de algumas infecgdes: meningites, septicemias, pneumonias e infeccdes; sendo
principalmente 0s pacientes imunocomprometidos 0s mais atingidos. Essa espécie é
considerada um patégeno oportunista de ampla importancia nas infeccdes nosocomiais’
(MARTINS; BARTH, 2013).

A bactéria Proteus mirabilis, do género Proteus e familia Enterobacteriaceae, é outro
organismo considerado patdgeno oportunista, classificado como gram-negativa. Em geral,
esse microrganismo é encontrado no solo, em agua poluida e na flora intestinal de seres
humanos e animais. No homem, a bactéria P. mirabilis causa infeccdo no trato urinrio em
especial em individuos que j& possuem problemas no sistema renal (MOTTA et al., 2012).

Além disso, a P. mirabilis causa também doencas como pielonefrite® e urolitiase
(pedras nos rins e na urina). Estima-se que aproximadamente 45% das infeccBes urinarias
decorrente do uso de cateteres nos Estados Unidos s&o ocasionados pela P. mirabilis (Estudo
sobre Proteus mirabilis, 2016).

Outras patologias também estdo associadas a essa bactéria, como por exemplo,
infeccdes em recém-nascidos, que podem evoluir para meningite e meningoencefalite®, e em
alguns caso pode levar 6bito. H& estudos também que apontam a ocorréncia de infeccBes da
artrite reumatoide.

Entretanto, as doencas mais comuns ocasionados pela P. mirabilis s&o as infecgdes no
trato urinario. Essas infeccBes geralmente comecam através de uma inflamagdo na ureta.
Quando a infeccdo ocorre na bexiga € chamada de cistite, enquanto que a infeccdo nos
ureteres'® é chamada de uretrites. O risco maior para o paciente deve-se ao fato que a infeccéo
pode alocar nos ureteres atingindo os rins, ocasionando em piolnefrite.

Em 2010 estimou-se que no mundo exista mais de 150 milhdes de casos de infecgdo
no trato urindrio anualmente. Calcula-se que dos pacientes com infec¢do no trato urinario
cerca de 90% manifestam cistite e o restante desenvolvem pielonefrite. A infeccdo se
apresenta de modo recorrente em cerca de 25% dos casos.

Portanto, a comunidade cientifica tem interesse na descoberta de substancias que

apresentem ou intensifique o combate frente a essa bactéria.

’ E a infecgéo contraida no hospital, provocada pela flora endégena (infecges iatrégenas) ou pela flora exégena,
proveniente do meio ambiente, pessoal e material inerte

® E uma infecgdo do trato urindrio, que atinge a “pielo” (pelve) do rim.

% Inflamagao que atinge o encéfalo e as meninges.

'% 340 tubos que faz parte das vias urinérias e que liga a pelve do rim & bexiga. A sua fungéo é propelir a urina do
rim até a bexiga.
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Dentro do imenso universo de metabodlitos secundarios, produzido pelas espécies
vegetais, tém-se os triterpenos. Varios efeitos bioldgicos reais e potenciais tém sido avaliados
para essa classe de substancias, tais como atividade anti-inflamatoria, analgésica,
antimicética, antiviral, antiplasmodial, antiulcerogénica, anticariogénica, imunomoduladora,
protetora vascular, antiobesidade, anticarcinogenica e efeito ténico (SILVA et al., 2008).

Diante do exposto, é necessério que se busque novas compostos que possam ser
utilizados de forma mais eficiente no combate de doencas infecciosas causadas por bactérias.
Nesse sentido, o bioma da Mata Atlantica surge como uma reserva natural de espécies
vegetais, muitas desconhecidas do ponto de vista quimico, que podem conter diversas

substancias que auxiliem no combate de infecgdes.
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3. OBJETIVO

3.1. Geral

Isolar e identificar compostos orgéanicos com potencial atividade bactericida dos

galhos da espécie Pouteria macahensis T. D. Penn, endémica da Bahia.

3.2. Especificos

Obter extratos organicos dos galhos da espécie P. macahensis através da maceragao
por extracdo exaustiva usando solventes de diferentes polaridades e avaliar sua
atividade frente as bactérias Acinetobacter baumanii, Proteus mirabilis, Escherichia

coli e Staphylococcus epidermes.

Cromatografar o extrato selecionado, visando o isolamento e identificacdo de

compostos organicos bioativos;

Identificar os compostos isolados usando técnicas espectroscometricas na regido no

Infravermelho (1V), Ressonancia Magnética Nuclear Uni e Bidimensional;

Testar os compostos isolados frente a bactéria Proteus mirabilis.
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4. METODOLOGIA

4.1. Especificacdes de reagentes, materiais e equipamentos utilizados

Nas técnicas cromatogréficas foram utilizados, na cromatografia em camada delgada
(CCD) placas de vidro recobertas com silica gel Vetec® 60-G, espessura de 0,25 nm, na
camada delgada preparativa (CCDP) placa de vidro recoberta com o mesmo tipo de silica
usando a espessura de 0,50 mm, todas ativada a 100 °C. Na cromatografia em coluna aberta
foi utilizada silica gel Merck® 60 (0,063 — 200 mm).

As cromatoplacas foram reveladas com vapores de iodo, vanilina em meio acido
conforme de o procedimento descrito por PICMAN et al. (1980). O revelador vanilina foi
preparado a partir de 3 g de vanilina, 135 mL de etanol, 135 mL de &4gua e 30 mL de H,SO,
concentrado (MERK, 1972).

Os espectros de absor¢do na regido do Infravermelho (1V) foram obtidos na regido de
4.000 — 400 cm™ no equipamento PerPMn Elmer® 400, na Universidade Estadual de Santa
Cruz (UESC), com a colaboragdo do Grupo Bioma. As amostras foram homogeneizadas em
pastilhas de brometo de potéssio (KBr) sem humidade.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono, Uni e
Bidimensional (HSQC, HMBC) assim como o0s experimentos de DEPT 135 foram obtidos no
espectrdmetro Avance® AC400 (BRUKER) na Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). O mesmo foi operado com frequéncia 400 MHz para os experimentos de *H e 100
MHz para **C. Os deslocamentos quimicos foram expressos em valores de & (ppm), para
referéncia interna foi usado o tetrametilsilano (TMS, 6= 0,00). Para solubilizar as amostras
foram utilizados os solventes deuterados cloroférmio (8H 7,27 e 8C 77,00) e piridina (6H
7,22; 7,68 ¢ 8,62 ¢ 6C 123,87; 13591 e 150,35).

Os espectros das substancias no IV e RMN foram interpretados com auxilio das
tabelas descritas por Pavia (2008).

Para a determinacdo da composi¢do quimica dos triterpenos esterificados foi utilizada
a metodologia de Mendes et al., (1999). 6 mL de solucdo de NaOMe/MeOH (0,5 mol) foram
adicionados a 10 mg de substancias esterificada. Essa solugdo permaneceu a temperatura de
80°C por 2 horas. Apos resfriamento, 10 mL de adgua foram adicionados ao sistema reacional,

e em seguida foi realizada a extragdo com 3 mL de CH.Cl,, por duas vezes. As fases
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organicas foram combinadas e analisadas por CG-DIC. A fase aquosa foi neutralizada com
solucdo de HCI 10%, e em seguida extraida com 5 mL de CH,Cl,, por duas vezes. As fases
foram combinadas, secas em sulfato de sddio anidro e concentrado levando ao isolamento do
nucleo triterpénico.

Para a andlise da fase transesterificada foi utilizada a cromatografia gasosa acoplada
ao detector de ionizagdo de chama (CG-DIC) com auxilio do cromatografo a gas Varian
Saturm 3800, dotado de uma coluna capilar em silica fundida Carbowax (30 m X 0,25 mm)
sendo a fase estacionaria Polietilenoglicol (0,25 um de espessura de filme), utilizamos hélio
5.0 como gas arraste e fluxo de 1,0 mL.min™ (10 psi). A temperatura do injetor foi de 220 °C
e do detector 240 °C. Foi injetado 1,0 puL de solugdo da amostra em hexano no modo split
(1:10). A temperatura inicial da coluna foi de 60 °C, elevada de 5 °C.min™ até atingir 200 °C,
manteve-se essa temperatura por 5 minutos.

Para a identificacdo foi utilizada uma mistura de &cidos graxos metilados, Fatty Acid
Methyl Ester (FAME) contendo de 8 a 22 carbonos certificada (Supelco — USA; catalogo
47801- Lot: LC00126). Ao comparar 0s tempos de retencdo da amostra com tempos de
retencdo dos padrbes obteve-se a composicao quimica dos ésteres metilicos dos acidos graxos.
Para a quantificacdo dos ésteres, utilizou-se a integracdo eletrdnica dos picos detectados por
DIC através da normatizacao, corrigido pelo fator resposta conforme a metodologia sugerida
pelo Instituto Adolfo Luftz (2008).

Foi realizado o teste Lieberman-Burchard para diferenciar a esteroides e triterpenoides
baseado na metodologia descrita por Matos (2009), com adaptacdes. Adicionou ao material 1
mL de cloroférmio e em seguida 1 mL de anidrido acético. A mistura foi agitada suavemente
e adicionadas 3 gotas de &cido sulfarico concentrado. O material foi novamente agitado e
observado o aparecimento de cores. A coloracdo azul evanescente seguida de verde
permanente indica a presenca de esteroides livres, e a formacdo da cor parda até
vermelha/roxo indica triterpenoides pentaciclicos livres.

Os pontos de fusdo foram determinados usando o Ponto de Fusdo Capilar Fisatom®
430 D.

Para a realizacdo dos procedimentos foram utilizados solvente organicos das marcas

Dinamica®, Neon®, Quimica Moderna®, Synth® e Vetec®, todos com grau PA.
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4.2. Coleta e identificacdo do material vegetal

A espécie Pouteria macahensis T. D. Penn foi coletada no més de setembro de 2014,
as margens do rio de Contas, municipio de Itacaré — BA (coordenadas 4°15'53.0"S
38°59'59.6"W). O individuo é uma arvore alta, com aproximadamente 10 metros de altura e
encontrado em terreno arenoso.

A identificacdo botanica foi realizada por Luis Alberto Matos e José Lima da Paixéo,
no herbario da UESC, sendo a exsicata depositada como nimero 21.426.

Os galhos foram separados e secos a sombra, em temperatura ambiente.
Posteriormente, foram triturados em moinho de facas (Marconi®) fornecendo 1.688 g.

4.3. Preparacao dos extratos

Os galhos de P. macahensis (1.500 g) triturados, foram submetidos a extragdo
exaustiva e sucessiva a frio, com acetona, hexano e etanol.

A mistura foi filtrada, concentrada sob pressdo reduzida, e 0 material foi ressubmetido
a extracdo por 7 dias. Esse processo foi repetido por 4 vezes, sendo obtidos os extratos:
acetdnico 144,08 g (PM-A), hexanico 40,66 g (PM-H) e etandlico 44,19 g (PM-E), conforme
a (Figura 9).

Galhos
1.5009

Acetona—|

1

Torta PM-A
144,089

Hexano—|

I
Torta PM-H
40,66 ¢

Etanol-

|

Torta PM-E
44,19 ¢

Figura 9 — Fluxograma de preparacao dos extratos dos galhos de P. macahensis
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4.3.1. Biocromatografia dos extratos de P. macahensis

Uma suspensdo do micro-organismo foi preparada em 3 mL do meio infusdo de
cérebro e coracdo Brain Heart Infusion (BHI) a ponto de turvacdo 1 na escala MacFfarland a
partir de estoque de bactérias. Em um tubo de 50 mL foram adicionados 20 mL de &gar
nutriente a uma temperatura de 45°C, 3 mL de suspenséo bacteriana e 150 puL do corante
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC).

Cerca de 1000 pL da mistura foram distribuidos sobre uma placa cromatogréfica de
silica gel, contendo spots dos extratos brutos (acetbnico, hexanico e etandlico). A
cromatoplaca permaneceu em repouso por 24 horas, sob temperatura constante de 37 °C em
estufa de esterilizacdo e em seguida foi medido o halo de inibi¢do. Esse procedimento foi
realizado em triplicata. Foi utilizado como controle positivo antibiético cloranfenicol.

Nesse teste foram utilizadas as bactérias A. baumanii, P. mirabilis, Escherichia coli e
Staphylococcus epidermes.

Esses testes foram realizados sob a orientacdo da Prof2@ Dr.2 Aline Conceicéo,

coordenadora do laboratério de micologia da UESC.

4.4. |Isolamento de substancias do extrato acetdnico

O extrato acetonico foi cromatografado em coluna de silica gel. Nesta, empregou-se
60 gramas do extrato acetbnico e 1.300 gramas de silica gel; a coluna foi empacotada
utilizando hexano e eluida com o mesmo e com misturas de polaridades crescentes de hexano
e etanol (Tabela 2). O volume morto da coluna cromatografica correspondeu a 1,5 L.

A coluna originou 39 fracGes (Tabela 2). As fracbes foram agrupadas utilizando a
técnica de cromatografia em camada delgada (CCD), sendo as placas reveladas com vapores
de iodo. As fracbes com RF préximos foram agrupadas, resultando em 14 grupos (Tabela 3 e
Figura 10).



Tabela 2 — Fragdes obtidas e eluentes usados na
coluna cromatogréafica do extrato PM-A
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Tabela 3 — Grupos obtidos ap6s a analise por CCD,
da coluna cromatografica do extrato PM-A

Eluente (%) Fracoes Fracoes Grupos

Hex 100 1-6 1-3 PM-A.01

Hex/Eta 95/05 7-14 4-9 PM-A.02

Hex/Eta 90/10 15-19 10 PM-A.03

Hex/Eta 80/20 20-22 11-13 PM-A.04

Hex/Eta 70/30 23-26 14-16 PM-A.05

Hex/Eta 50/50 27-31 17-21 PM-A.06

Hex/Eta 70/30 32-35 22 -23 PM-A.07

Eta 100 36 — 39 24 - 25 PM-A.08

26 PM-A.09

27 - 28 PM-A.10

29-30 PM-A.11

31-34 PM-A.12

35-38 PM-A.13

39 PM-A.14

PM-A 60 g
1300 g de
silica
I I I I I I I
PM-A.01 PM-A.03 PM-A.05 PM-A.07 PM-A.09 PM-A.11 PM-A.13
0,0081 g 4229 0509 0,299 0,18¢g 0,699 20,81 ¢g
PM-A.02 PM-A.04 PM-A.06 PM-A.08 PM-A.10 PM-A.12 PM-A.14
091g 17,259 058¢g 023¢ 057 8,839 251g

Figura 10 — Esquema geral do fracionamento em coluna cromatogréfica do extrato aceténico de P. macahensis (PM-A)

4.4.1. Estudo dos grupos obtidos do extrato aceténico

Grupo PM-A.02:

O grupo apresentou-se como um solido branco, em meio a um éleo e com textura

pastosa. Foi adicionado acetona a frio, a fim de lavar o material, porem houve a formacéao de

uma pasta (resina). Ao aquecer, na tentativa de solubilizar, verificou-se a presenca de 6leo e

material pastoso, essa substancia apresentou faixa de fusdo entre 64,8 a 68,1 °C e foi

denominada substancia 1.

Grupo PM-A.03:

Esse grupo apresentou um sélido branco em meio a um 6leo amarelo e foi trabalhado

de duas maneiras (Figura 10, pagina 49). Cerca de 1,22 g desse material foi separado e lavado

sucessivas vezes com acetona. Obteve-se um solido branco amorfo (0,0104 g), com faixa de

fusédo entre 260 — 263 °C, denominado substéncia 2.
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Cerca de 3,00 g desse grupo foi submetido a coluna cromatogréfica, utilizando 60 g de
silica gel. O solvente para empacotamento foi o0 hexano e a elui¢do ocorreu com 0 mesmo e
com misturas com polaridades crescentes de hexano e diclorometano, o volume morto foi de
60 mL. Foram obtidas 59 fracdes (Tabela 4), que foram reunidas em 4 grupos (Figura 10).

Nas fragOes 1 a 22 e 27 a 31 ndo foram observados a presenca de nenhum material.
Somente apds a fracdo 23 foi observado a presenca de solido. Entdo, as fragbes foram

reunidas em 4 grupos, ap6s a analise por CCD (Tabela 5).

Tabela 4 — Fragdes obtidas e eluentes usados na Tabela 5 — Grupos obtidos ap6s a analise por CCD,
coluna cromatografica do grupo PM-A.03 provenientes da coluna cromatografica do grupo
Eluente (%) Fracoes PM-A.03
Hex 100 14 Fracoes Grupos
Hex/DCM 95/05 56 23-26e32 PM-A.3.1
Hex/DCM 90/10 7-11 33 PM-A.3.2
Hex/DCM 85/15 12-34 jg - gg Em-ﬁ-g-i
Hex/DCM 75/25 35-48 - —
Hex/DCM 50/50 49 - 50
DCM 100 51 —-59

Do fracionamento do grupo PM-A.03, obteve-se o sélido branco (0,0633 @),
denominado substancia 3, com ponto de fusdo 260 — 264 °C. Através de valores de RF
obtidos por CCD, foi evidenciado que se trata de material adicional da substancia 2.

Foi obtido também um sélido branco, (subgrupo PM-A.3.2) 0,3421 g que ap0s andlise
por CCD mostrou-se como material rico na substancia 2.

Os subgrupos PM-A.3.3 e PM-A.3.4 ndo foram trabalhados devido a pouca massa
(Figura 11).

1,22g 309
CcC
60 g de silica
HEX/DCM
lavagem com_| I
acetona [ | | |
PM-A.3.1 PM-A.3.2 Fracdes 34 a 37 FragBes 48 a 59
Substancia 3 Mistura 1 PM-A.3.3 PM-A.3.4
0,06339 0,3421¢g 0,0184g 0,0314g

Substancia 2
0,01049g

P.F.: 260-264 °C

P.F.: 260-263 °C

Figura 11 — Esquema da purificacdo das substancias presentes no grupo PM-A.03
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Grupo PM-A.04:

Esse grupo apresentou um sélido em meio a um 6leo de coloracéo verde escuro. Cerca

de 10 g deste foi submetido a particdo com 100 mL metanol/agua (7:3). Houve a separacao de
um solido de coloracdo verde, chamado de PM-A.4.1 (4,89 g). O material soluvel foi
submetido a particdo com os solventes hexano, diclorometano, cloroférmio e acetato de etila,
fornecendo os seguintes grupos PM-A.4.H (3,5429 g), PM-A.4.D (0,1828 g), PM-A.4.C
(0,1078 g) e PM-A.4.A (0,0398 g), (Figura 12).

PM-A.04
109
Particdo L-L

MeOH/H,0 (7:3)

Sélido
PM-A4.1 Filtrado
(4899
Particéo L-L—
[ [ [ I

Hexano Diclorometano Cloroférmio Acetato de Etila
PM-A.4.H PM-A.4.D PM-A.4.C PM-A.4.A
(3,5429 ) (0,1828g) (0,078 g) (0,0398 g)

Figura 12 — Esquema geral da parti¢éo liquido-liquido do grupo PM-A.04

Dos grupos obtidos na particdo, apenas o hexanico foi trabalhado devido a maior
massa. Este foi lavado sucessivas vezes com acetona, sendo obtido um solido branco amorfo,
que foi recristalizado em metanol e chamado de substancia 4 (0,0068 g); que apresentou faixa
de fusdo de 246 a 248 °C (Figura 13).

PM-A.4.H
(3,5429 g)

1 - Lavagem com
| _acetona

2 - Recristaliazacéo

com MeOH

Substancia 4 Filtrado
0,0068
g 3,1006 g

P.F.: 246-248 °C
Figura 13 — Purificacdo das substancias presentes no material PM-A.04.H
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O sélido PM-A.4.1 (4,89 g), (Figura 12, pagina 51), foi cromatografado em coluna de

filtracdo rédpida com silica gel. Foram utilizados os solventes: hexano, diclorometano,

cloroférmio e acetato de etila, nessa respectiva ordem, o volume morto da coluna foi de 50

mL. Foram obtidas 32 fracdes (Tabela 6).

Tabela 6 — Fragdes obtidas e eluentes usados na
coluna cromatogréfica do sélido PM-A.4.1

Eluente (%0) Fracoes
Hex 100 1-10
DCM 100 11-19
CHCl; 100 20-30
Ac. Etila 100 31-32

Tabela 7 — Grupos obtidos ap6s a analise por CCD,
provenientes da coluna cromatogréafica do material

PM-A.4.1

Fracoes Grupos
1-2 PM-A.4.1.G1
3 PM-A.4.1.G2
4-5 PM-A.4.1.G3
6-10 PM-A.4.1.G4
11-12 PM-A.4.1.G5
13 PM-A.4.1.G6
14 PM-A.4.1.G7
1517 PM-A.4.1.G8
18 -23 PM-A.4.1.G9
2428 PM-A.4.1.G10
2932 PM-A.4.1.G11

As fragbes foram avaliadas por através de CCD, sendo reunidas em 11 grupos
chamados de PM-A.4.1.G1 a PM-A.4.1.G11 (Tabela 7 e Figura 14).

PM-A.4.1
Coluna filtragéo rapida
4,899
I I I I I I
PM-A4.1.G1 PM-A.4.1.G3 PM-A.4.1.G5 PM-A.4.1.G7 PM-A.4.1.G9 PM-
0,0028 g 0,2348 g 2,5002 g 0,0913 g 0,0552 g A4.16G11
PM-A.4.1.G2 PM-A.4.1.G4 PM-A.4.1.G6 PM-A.4.1.G8 PM-
0,0030 g 0,9533 g 0,2086 g 0,1388 g A.4.1.G10

Figura 14 — Grupos obtidos na coluna cromatografica do material PM-A.4.1

Dos grupos obtidos na coluna cromatografica do material PM-A.4.1, o grupo PM-

A.4.1.G5 apresentou um solido branco em meio a um oleo (Figura 15). Este material foi

lavado sucessivas vezes com acetona, obtendo-se a substancia 5 (0,0120 g) de faixa de fusédo

de 245 - 248°C. A comparagdo com 0 RF, CCD, com as demais substancias isoladas conclui-

se que este material é adicional da substancia 4.

O material G5.1 (0,1133 g), foi cromatografado em coluna flash utilizando os

solventes hexano e diclorometano, puros e com misturas de polaridades crescentes. Foram




54

obtidas 15 fragdes e reunidas em 3 grupos G5.2.C1 (0,0017 g), G5.2.C2 (0,0012 g) e G5.2.C3
(0,0729 g), (Figura 15).

Do grupo G5.2.C3 apos a realizacdo de varias placas preparativas foram obtidos 3
materiais. Um deles foi um solido branco amorfo denominado substéncia 6 e apresentou faixa
de fuséo entre 119 - 121°C (Figura 15).

PM-A.4.1.G5
2,5002¢

1 - Lavagem com
acetona

2 - Recristalizacdo em
etanol

) [
oeeg 0,1133¢

P.F.: 245-248 °C

_Coluna flash
Hex/DCM

G5.2.C3
0,1037g

I— Placa preparativa

G5.2.C3-1 Substéncia 6 G5.2.C3-2
0,0012g 002709 0,0013g
P.F.: 119-121°C

Figura 15 — Esquema de purificacdo das substancias presentes no material PM-A.4.1.G5

Grupo PM-A.06:
Nesse grupo (Figura 10, pag. 49) foi observado a presenca de um solido em meio a um

material de coloracdo verde intenso. Este foi lavado sucessivas vezes com acetona e obteve-se
um sdlido branco (0,0416 g) com faixa de fusdo entre 124 a 125°C. O mesmo foi submetido
ao processo de recristalizagdo com metanol, obtendo-se um soélido cristalino designado

substincia 8.

Grupo PM-A.08:

Esse grupo apresentou-se como uma resina de coloragcdo marrom intensa. Neste foram

adicionados acetona no intuito de se obter um sélido, porém este método ndo foi eficaz.
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Novas tentativas foram realizadas com cloroférmio, acetato de etila e metanol, porém n&o foi

possivel obter nenhuma substancia desse grupo.

Grupo PM-A.12:
O grupo PM-A.12 (Figura 10, pag. 49) apresentou-se como um material resinoso de

coloragdo marrom intensa. Devido ao seu alto grau de polaridade foi submetido ao processo
de particdo liquido-liquido. Cerca de 5,80 g do material foi solubilizado numa mistura de
metanol/agua (8:2), posteriormente foram realizadas trés extracbes com diclorometano.
Obteve-se um material solido com coloragdo verde escuro (0,3394 g). Ao ser lavado com
acetona, obteve-se um solido branco. Este por usa vez, ao ser analisado no espectro visivel na
regido do infravermelho e determinacdo do ponto de fusdo, pode-se concluir que era um

derivado de acido graxo.

Grupo PM-A.13:

Este grupo (Figura 10, pag. 49) apresentou-se como uma resina de colora¢do marrom

intensa. Parte desse material (7,90 g) foi submetida a uma particao liquido-liquido com 80 mL
metanol/agua (5:3) e realizadas extracbes com cloroférmio e acetato de etila. O material
obtido na extracdo cloroférmica apresentou pouca massa e 0 material obtido com acetato
originou um sélido de cor marrom. Apesar das tentativas, ndo foi possivel isolar nenhuma

substancia desse grupo; devido a alta complexidade do material e pouca massa.

Grupo PM-A.14:
Este grupo (Figura 10, pag. 49) apresentou-se como uma resina de coloragdo marrom

intensa. Este grupo e parte do grupo PM-A.13 foram reunidos e cromatografados em coluna
aberta com silica gel. Foram obtidos 3 grupos. Devido a pouca massa dos grupos e alta

complexidade, ndo foi possivel obter nenhuma substancia desse grupo.

Demais qrupos:
Os grupos PM-A.01, PM-A.05, PM-A.07, PM-A.09, PM-A.10 e PM-A.11 (Figura 9,

pag. 48) ndo foram trabalhados devido a pouca massa de material obtida e alta complexidade

observada atras da CCD.
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4.4.2. Atividade antibacteriana das substancias isoladas

As substancias isoladas (substancia 2, 4 e 6) foram submetidas a atividade
antibacteriana utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo. O método usado esta descrito
conforme a CLSI (M100-S22, 2012) com modificacdes. 90 uL das solugdes a 600, 300, 150 e
75 pug mL?, das substancias isoladas foram distribuidas em placas de 96 orificios estéreis, de
poliestireno, de fundo chato adicionando-se posteriormente 10 pL da suspensdo de P.
mirabilis turvada a 0,5 na escala McFarland, totalizando um volume de 100 pL em cada
orificio. As placas foram incubadas em ambiente umidificado por 24 h a 37 °C, ap0s o qual 20
pL do corante resazurina na concentracdo final de 0,01% foram adicionados a cada orificio. A
presenca ou auséncia de crescimento bacteriano foi determinada pela formacéo de coloracéo
rosa ou azul, respectivamente. Todos os testes foram realizados em triplicata e repetidos trés
vezes. Como controles, foram utilizados cloranfenicol a 50 ug mL™, micro-organismos testes,
caldo BHI, soluces testes sem a bactéria e caldo somente com a bactéria.

Ap0s a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), fez-se o plaqueamento
das substancias dos pocos para a determinagdo da concentragcdo bactericida minima (CBM).
Para isso, 10 pL das amostras referentes a cada concentracdo dos tratamentos foram
transferidas para placas de Petri contendo Agar Nutriente.

Esses testes foram realizados sob a orientacdo da Prof.2 Dr.2 Aline Conceicéo,
coordenadora do laboratério de micologia da UESC.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Material vegetal e propriedade dos extratos

O material vegetal, ap6s secagem em temperatura ambiente e triturado, gerou
aproximadamente 1.750 g. Porém, apenas 1.500 g foram utilizados, originando trés extratos
brutos: aceténico 144,08 g (PM-A), hexanico 40,66 g (PM-H) e etandlico 44,19 g (PM-E),

conforme a (Figura 16).

Extrato acetbnico Extrato hexanico Extrato etandlico
Figura 16 — Extratos obtidos atraves da maceragdo dos galhos de P. macahensis

A escolha da ordem dos solventes para a extracdo do material vegetal foi devido a
presenca de latex na espécie vegetal. A primeira extracdo foi realizada com acetona, a fim de
retirar grande parte dos compostos lipossoluveis (graxa e ou latex). Posteriormente, a extracao
foi feita com hexano, com o intuito de separar os compostos poliisoprénicos, ou seja,
metabdlitos com carater apolar e, por fim, foi realizada a extracdo com o etanol, a fim de
isolar compostos com carater mais polar (MATOS, 2009).

O primeiro extrato obtido, aceténico (PM-A), (Figura 16) apresentou maior quantidade
frente os outros, apresentou coloracdo marrom intensa e material com aspecto de graxa. No
espectro no IV desse extrato, foi observada uma banda intensa na regido entre 3600 e 3400
cm?, atribuida ao estiramento de ligagdes O-H de grupos hidroxila; bandas agudas na regi&o
entre 2962 e 2853 cm™, associadas a deformagdes de C-H de grupos CH, e CHs,

respectivamente; bandas na faixa de 1725 a 1700 cm™, associadas ao estiramento de ligacoes
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C=0 de carbonilas de compostos alifaticos saturados e bandas na regido entre 1485 a 1445 e
1370 a 1365 cm™, relacionadas & deformacéo da ligacdo C-H, (Figura 17).

O extrato hexanico (PM-H), obtido ap6s a extragdo com acetona, apresentou um
material solido, de coloracdo amarela esverdeada (Figura 16, pagina 56). No espectro na
regido do infravermelho desse extrato, foi observada uma banda fraca na regiao entre 3600 e
3400 cm™, atribuida ao estiramento de ligagdes O-H de grupos hidroxila; bandas agudas e
fracas na regido entre 2962 e 2853 cm™, associadas a deformacdes de C-H de grupos CH, e
CHs, respectivamente; foram observadas bandas na faixa de 1725 a 1700 cm™, associadas ao
estiramento de ligagdes C=0 de carbonilas de compostos alifaticos saturados e bandas na
regido entre 1485 a 1445 e 1370 a 1365 cm™, relacionadas & deformacéo da ligacdo C-H
(Figura 18, pagina 58).

O ultimo extrato obtido foi o etandlico (PM-E). Este material apresentou coloracao
marrom intensa e aspecto de resina, bastante viscoso (Figura 16, pagina 56). No espectro na
regido do infravermelho desse extrato, foi observada uma banda forte na regido entre 3600 e
3400 cm™, atribuida ao estiramento de ligacdes O-H de grupos hidroxila; bandas agudas e
fracas na regifo entre 2962 e 2853 cm™, associadas a deformacdes de C-H de grupos CH; e
CHs, respectivamente; foram observadas bandas na faixa de 1725 a 1700 cm™, associadas ao
estiramento de ligagdes C=0 de carbonilas de compostos alifaticos saturados e bandas na
regido entre 1485 a 1445 e 1370 a 1365 cm™, relacionadas & deformacéo da ligacdo C-H
(Figura 19, pagina 58).

100 -+

(o))
o
1

1705 1451 1364

B
o
1

2853

Transmitancia (%)

3422
20 A 2921

0 T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

namero de onda (cm-?)

Figura 17 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) do extrato acetdnico (PM-A)
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Figura 19 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) do extrato etanélico (PM-E)

Dando continuidade ao nosso estudo, em seguida, os extratos foram submetidos a
testes microbianos, a fim de isolar compostos bioativos.
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5.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana por Biocromatografia dos

extratos

Os extratos foram submetidos, em triplicata, ao teste de atividade antimicrobiana com
as bactérias: A. baumanii, P. mirabilis, E. coli e S. epidermes. Entretanto, somente foi
observado halo de inibicdo com as bactérias A. baumanii e P. mirabilis (Tabela 8 pagina 58).
Frente a bactéria A. baumanii apenas o extrato aceténico apresentou halo, enquanto que na
bactéria P. mirabilis tanto o extrato acetdnico como o0 hexanico apresentaram resultado

positivo.

Tabela 8 — Atividade antibacteriana dos extratos obtidos de P. macahensis frente as cepas de bactérias testadas

Bactéria
Extrato Acinetobacter baumanii Proteus mirabilis
halo 1 halo 2 halo 3 halo 1 halo 2 halo 3
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Acetdnico 2 2 1 7 7 7
Hexanico @ @ @ 6 6 6
Etanolico @ @ @ @ @ @

@: Nao houve aparecimento de halo inibitério

As bactérias utilizadas nesse teste sdo causadoras de algumas doencas. A bactéria A.
baumanii é responsavel por ocasionar infecdes, meningites, septicemias, pneumonias e
infecgBes; principalmente em pacientes que estdo com o sistema imunoldgico debilitado. Ja a
bactéria P. mirabilis ocasiona a infecdo no trato urinario, com énfase maior nos individuos
gue ja possuem problemas no sistema renal. Ambas sdo consideradas patdégenos oportunista
com grande relevancia nas infec¢des hospitalares.

Diante dos resultados obtidos frente ao teste de biocromatografia, aliado ao perigo que
essas bactérias apresentam a salde humana, optou-se por trabalhar, inicialmente, com o
extrato mais proeminente, o extrato acetdnico, na tentativa de isolar metabolitos secundarios
que apresentem atividade bioldgica mais acentuada. Alguns estudos com extratos de espécies
do género Pouteria sugerem a acdo antimicrobiana, nos incentivando a continuar a pesquisa.

Nesse sentido, as substancias isoladas e identificadas também serdo submetidas ao
teste antimicrobiano com a bactéria P. mirabilis, responsavel por ser uma das causadoras de
infeccbes no trato urinario (ITU), doenca na qual possui elevado nivel de reincidéncia,

proveniente da RAM.
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5.3. lIdentificacdo das substancias isoladas no fracionamento do extrato

acetdnico

Do extrato acetonico (PM-A) foram isoladas e identificados 5 substancias diferentes,
entre misturas e substancias puras (Figura 20), além de um triterpeno obtido a partir da
transesterificagdo dos compostos isolados.

PM-A.02 PM-A.03 PM-A.04 PM-A.06

Misturas de ( Friedeli ) Oleato. linoleato e (" Eritrodiol )
. de riedelina o | n
derivados de cidos Friedelinol araquidato de esterificado com

Friedelinol 0 acido graxo de
graxos eritrodiol cadeialonga )

reacéo de__|
transesterificagdo

Eritrodiol

Figura 20 — Substancias isoladas e identificadas do fracionamento do extrato bruto aceténico (PM-A)

e PM-A.02: Mistura de ésteres derivados de acidos graxos

A substéncia 1 apresentou no espectro na regido do (V) banda de absorcdo fraca em
3433 cm™ atribuida ao estiramento de ligacdes O-H dos grupos hidroxila. As bandas de
absorcdo forte em 2923 e 2852 cm™ foram atribuidas ao estiramento das ligagdes C-H de
grupos CH, e CHs, respectivamente. Em 1179 cm™ foi observada uma banda de absorcéo
média do tipo deformacdo de ligacdo C-O. As bandas de absorcdo média em 1464 e 1369 cm™
foram relacionadas a deformacdo da ligacdo C-H. Foi observada também uma banda de
absorcéo forte em 1726 cm™ foi associada a vibragdo de estiramento de carboxila de éster

alifatico, (Figura 21, pagina 62).
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Os dados do espectro no IV da substancia 1 associados a faixa de fusdo entre 64,8 a
68,1°C, sugerem que essa substancia seja uma mistura, sendo composta de derivados de

acidos graxos de cadeia longa.
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Figura 21 — Espectro no infravermelho (KBr) dos derivados de acidos graxos (substancia 1)
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e PM-A.03: Friedelina e 3p-hidroxifriedelano (substancia 2 e substancia 3)

A substéncia 2 apresentou-se como um solido branco, amorfo, solvel em cloroférmio
e faixa de fusdo entre 260 a 263 °C. O teste de Liberman-Buchard para essa substancia
forneceu resultado positivo para triterpenos pentaciclicos. Sua determinacdo estrutural foi
realizada a partir dos experimentos de IV, RMN 'H e 3C, DEPT - 135, HSQC e HMBC e
comparacdo com dados da literatura.

O espectro no infravermelho dessa substadncia apresentou banda de
absorcdo média em 3472 cm™, sendo associada a vibraces de estiramento do grupo O-H
de alcool. As bandas de absorcdo forte em 2925 e 2854 cm™, foram atribuidas a deformagdes
de C-H de grupos CH, e CHj, respectivamente. A banda de absorcéo forte em 1705 cm™ foi
associada a vibracdo de estiramento do grupo carbonila (C=0) de cetona. As bandas de
absorcdo média em 1465 e 1363 cm™ foram relacionados & deformacdo da ligacdo C-H de
grupos CH, e CHgs (Figura 24, pagina 66). Esse espectro apresentou-se como um padrdo
caracteristico de triterpenos oxigenados.

O espetro de RMN de 'H dessa substancia (Figuras 25 a 27, paginas 67 a 69)
apresentou sinais tipicos de triterpenos com sete grupos de carbonos ndo hidrogenados na
regido entre & 1,13 ppm a 0,79 ppm, e sinais caracteristicos de deslocamentos quimicos de
hidrogénios alifaticos dos grupos metinicos e metilénicos, entre 6 1,90 ppm a 2,47 ppm. Foi
observado também um sinal largo em 6 3,82 ppm caracteristico de um hidrogénio carbindlico
(C-3). A presenca de um sinal largo em & 0,79 ppm é caracteristico de esqueleto fridelano
para o grupo metila do carbono C-23.

O espetro de RMN de *3C apresentou 49 sinais de carbono. A presenca do sinal
caracteristico de carbono de carbonila em & 212,85 ppm, associado a absor¢do forte no
espectro no IV em 1705 cm™, caracteristico de estiramento do grupo carbonila (C=0) de
alifaticos saturados sugere a presenca de carbonila (Figuras 28 a 30, paginas 70 a 72) no
triterpeno. Também foi observado um sinal em & 72,14 ppm, caracteristico de carbono
carbindlico, que juntamente com a regido de absorcdo em 3472 cm™ no espectro de 1V indica
a presenca do grupo hidroxila. O espetro de RMN de *C DEPT-135 apresentou 19 sinais
caracteristicos de carbono metilicos e metinicos e 17 sinais de carbonos metilénicos (Figura
31, pagina 73).

Portanto, esses dados aliados a faixa de fusdo sugerem que a substancia 2 seja uma

mistura de triterpenos, contendo 0s grupos oxo e a hidroxila.
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Esses dados, comparados com a literatura, somados a comparagdo por CCD com
amostra auténtica de friedelina e 3p-hidroxifriedelano , revelada com vapores de vanilina
acida, sugerem que a substancia 2 seja a mistura desses dois triterpenos pentaciclicos, Figura
22.

(A) (B)
Figura 22 — Estruturas da friedelina (A) e 3p-hidroxifriedelano (B)

Os dados da analise dos espectros de RMN de *C e DEPT-135 e comparacdo com
dados da literatura estdo apresentados na Tabela 9.

Ao comparar 0 nimero de carbonos das estruturas desses compostos com 0s sinais
obtidos no espectro de 3C, nota-se que ha mais de 30 sinais de carbono, reforcando a
proposta dessa substancia ser uma mistura de dois triterpenos; isso ocorre devido a diferenca
de deslocamentos atribuidas aos diferentes grupos ligados ao carbono C-3.

A estrutura da friedelina possui um grupo carbonila no carbono C-3, (Figura 22 — A)
enquanto que o 3-p-hidroxifriedelano possui um grupo hidroxila (Figura 22 — B). Os
diferentes grupos afetam os deslocamentos quimicos nos carbonos C-1, C-2, C-4, C-5,
presentes no anel A (Figura 23). No carbono C-23 sofre maior efeito de desblindagem na

molécula, devido a presenca da carbonila (PAVIA, 2008).

Figura 23 — Ndcleo do esqueleto friedelano
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Tabela 9 — Comparacéo dos dados de RMN de **C e DEPT- 135 da substancia 2 com os dados da
literatura para friedelina/3B-hidroxifriedelano

, Friedelina \ 3-B-hidroxifriedelano
- Bcl 5 : Bc/ 5 Lit* Lit*
Posicao C Lit* C 13 13
DEPT (opm)*  *C/(ppm) DEPT (ppm) C/(Epm) C/(([;pm)
01 CH, 22,17 22,28 CH, 15,85 16,16 19,76
02 CH, 41,40 41,53 CH, 36,02 36,14 36,14
03 Cc 212,85 213,17 CH 72,14 71,59 71,59
04 CH 58,10 58,24 CH 49,30 49,62 49,62
05 C 42,78 42,14 Cc 37,85 38,09 38,09
06 CH, 41,19 41,30 CH, 41,76 41,99 41,99
07 CH, 17,50 18,24 CH, 17,51 17,69 17,69
08 CH 53,14 53,12 CH 53,14 53,27 53,27
09 C 37,05 37,45 Cc 37,05 37,18 37,18
10 CH 59,37 59,50 CH 61,42 61,65 64,65
11 CH, 35,38 35,64 CH, 35,39 35,66 35,66
12 CH, 30,56 30,50 CH, 30,56 30,69 30,69
13 Cc 39,60 39,71 Cc 38,29 38,38 38,38
14 Cc 38,29 38,31 Cc 39,60 39,69 39,69
15 CH, 32,76 32,78 CH, 32,26 32,34 32,34
16 CH, 35,02 36,01 CH, 35,51 35,90 35,90
17 Cc 29,93 29,99 Cc 29,93 30,02 30,02
18 CH 41,76 42,81 CH 42,79 42,88 42,88
19 CH, 35,26 35,35 CH, 35,26 35,36 35,36
20 Cc 28,07 28,18 Cc 28,06 28,17 28,17
21 CH, 32,25 32,44 CH, 32,77 32,88 32,88
22 CH, 39,18 39,24 CH, 39,18 39,28 39,28
23 CH; 06,70 06,81 CH; 11,66 12,09 12,09
24 CH; 14,53 14,65 CH; 16,33 16,59 16,59
25 CH; 17,82 17,94 CH; 18,17 18,35 18,35
26 CH; 20,01 20,25 CH; 20,00 20,13 20,13
27 CH; 18,53 18,65 CH; 18,53 18,69 18,69
28 CH; 32,00 32,09 CHj; 32,00 32,12 32,12
29 CH; 31,69 31,77 CH; 34,90 35,02 35,02
30 CH;3 34,91 35,01 CHj;3 31,71 31,85 31,85

Valores obtidos para experimentos realizados com CDCls. * Salazar et al.,(2000).

No caso do 3p-hidroxifriedelano, a hidroxila pode assumir a conformacao na posicao a.
ou B. Ao comparar o d¢c 15,85 do C-1 com deslocamentos para este carbono na literatura d¢c
16,16 e 19,76 para B e a, respectivamente, pode-se concluir que o grupo hidroxila no carbono
C-3, na substéncia 2, esta na posicao ; conforme dados apresentados na Tabela 9.

A substancia 3-oxo-friedelina ja foi isolada das folhas P. ramiflora (RODRIGUES, et
al., 2015), e o 3p- hidroxifriedelano das folhas P. torta (LOPES, et al., 2005).

A substancia 3 apresentou faixa de fusdo entre 260 a 264 °C. A analise do espectro no
IV dessa substancia e a comparagdo por CCD com amostra auténtica da mistura de friedelina
/3-B-hidroxifriedelano permitiu concluir que a substadncia 3 é quantidade adicional da

substancia 2.
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e PM-A.04: 3p-hidroxifriedelano (substancia 4)

A substéncia 4 apresentou-se como um solido branco, amorfo, solavel em cloroférmio
e faixa de fusdo entre 246 a 248 °C. O teste de Liberman-Buchard realizado para essa
substancia apresentou resultado positivo para triterpenos pentaciclicos. Sua determinagéo
estrutural foi realizada a partir dos experimentos de 1V, RMN *H e *C, DEPT — 135, HSQC,
HMBC e em comparacdo com dados da literatura, (Tabela 10, pagina 75).

O espectro no infravermelho dessa substancia apresentou uma banda de
absorcdo média em 3470 cm™, associada a vibracdes de estiramento do grupo O-H de
alcoois em compostos alifaticos saturados, sugerindo a presenca de um triterperno
oxigenado. Foram observados, as bandas de absorco forte e média em 2923 e 2852 cm™,
atribuidas a deformacdes de C-H de grupos CH, e CHs, respectivamente e absorcdo média em
1450 e 1385 cm™ relacionados & deformagéo da ligacdo C-H (Figura 34, pagina 77).

O espetro de RMN de 'H da substancia 4 apresentou sinais caracteristicos de
triterpenos, com 7 metilas quaternarias e uma metila no carbono C-4, entre & 1,05 ppm a 0,72
ppm, além de diversos sinais na regido entre 6 1,91 ppm a 1,17 ppm caracteristicos de
deslocamentos quimicos de hidrogénios alifaticos dos grupos metilénicos e metinicos. Foi
observado também um sinal largo em & 3,73 ppm caracteristico de um hidrogénio carbindlico
(Carbono C-3). O sinal largo em & 0,72 ppm € carateristico do esqueleto friedelano com o
grupo metila do carbono C-23, (Figuras 35 e 36, paginas 78 e 79).

O espetro de RMN de *C apresentou 30 sinais de carbono (Figuras 37 a 39, paginas
80 a 82) e o DEPT-135 dessa substancia apresentou 8 sinais caracteristicos de carbono
metilicos, 5 sinais correspondentes a carbono metinicos, 11 sinais de carbonos metilénicos e
portanto, essa substancia apresenta 6 carbonos ndo hidrogenados (Figura 40, pagina 83). A
presenca do sinal em 6 72,55 ppm, caracteristico de carbono carbindlico, é reforcado pela
presenca da absorcdo no espectro no IV em 3470 cm™, referente ao grupo hidroxila.

Os dados apresentados acima, aliado a faixa de fusdo e comparacdo com amostras
auténticas de fridelinol por CCD, revelada com vapores de vanilina, sugerem que a substancia

4 seja o triterpeno pentaciclico 3B-hidroxifriedelano, (Figura 32).
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Figura 32 — Estrutura do 3p-hidroxifriedelano

O experimento de HSQC foi utilizado a fim de correlacionar H-C (Figura 41 pagina
84). Os dados da analise do espectro de RMN de **C, do experimento de HSQC e os dados
literatura estéo apresentados na Tabela 10.

Ao comparar o sinal obtido para o carbono C-1, 6 15,83 ppm, da substancia 4 com 0s
deslocamentos obtidos na literatura de 6 16,16 e & 19,76 ppm para o grupo hidroxila em B e o
no triterpeno hidroxifriedelano (Tabela 9 péagina 65), pode-se concluir que a hidroxila na

substancia 4 encontra-se na posigao f.

Tabela 10 — Comparagéo dos dados de RMN de **C da substancia 4 com os dados da
literatura para 3B-hidroxifriedelano

_— Bl dCx* Lit* HSOC _— Bl dCx* Lit* HSOC
POSIGa0  pepT (ppm)  “C(ppm) (C—»QH) POSIGa0  pepT (ppm)  “C/(ppm) (C—(?H)

1 CH, 1583 16,16 16 CH, 35,60 35,9

2 CH, 36,12 36,14 17 C 29,71 30,02

3 CH 72,56 7159  372(s) | 18 CH 42,88 42,88

4 CH 53,24 53,27 1,26 19 CH, 3503 35,36

5 c 37,91 38,09 20 C 28,19 28,17

6 CH, 41,81 41,99 21 CH, 32,37 32,88

7 CH, 16,43 16,58 22 CH, 39,30 39,28

8 CH 4929 4962 1(n2];‘ 23 CHy 1170 1209  095(s)

9 C 37,15 37,18 24 CH; 1588 16,16 0,96 (s)

10 CH 61,45 61,65 25 CH, 17,60 1769 1,06 (s)

11 CH, 3537 3566 1,88(d) | 26 CH; 20,13 20,13

12 CH, 30,05 30,69 27 CH, 1827 18,35

13 C 38,41 38,38 28 CH; 31,81 32,12

14 C 39,71 39,69 29 CH; 32,86 35,02

15 CH, 32,11 32,34 30 CH; 30,67 31,85

*Valores obtidos para experimentos realizados com CDCls; **Valores obtidos para experimentos realizados com
CDCl; e piridina ds; (SALAZAR et al., 2000).
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Através do mapa de contorno do experimento HMBC (Figura 42 péagina 85), foi
confirmado a posicdo do grupo hidroxila em C-3 através da correlacdo 63,73 (1H, s largo,
J=2,4)e 6 15,83 (C-1) e 36,12 (C-2), conforme ilustrado na (Figura 33).

23
Figura 33 — Correlagdes observadas a partir do experimento HMBC para o 3p-hidroxifriedelano (substéncia 4)

Diante das informacdes obtidas até o momento, dos espectros no IV e RMN, assim
como comparacao da substancia 4 com amostra autentica utilizando a técnica de CCD, pode-

se sugerir que essa substancia seja 3p-hidroxifriedelano, (Figura 32).
e PM-A.04: Substancia 5
A substancia 5 apresentou faixa de fuséo entre 245 a 248 °C. Ao analisar o seu

espectro no IV e ao compara-la por CCD, com amostra auténtica, concluiu-se que a

substadncia 5 seja quantidade adicional da substancia 4, ou seja, 3B-hidroxifriedelano.
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e PM-A.04: Mistura de linoato, araquidato e linolenoato de eritrodiolila (substancia 6)

A substéncia 6 apresentou-se como um solido branco, amorfo, solvel em cloroférmio
e faixa de fusdo entre 119 a 121 °C. O teste de Liberman-Buchard forneceu resultado positivo
para triterpenos pentaciclicos. Sua determinacdo estrutural foi realizada a partir dos
experimentos de IV, RMN de 'H e *C, DEPT — 135, HSQC e HMBC e comparagdo com
dados da literatura, Tabela 11.

O espectro no infravermelho dessa substidncia apresentou banda de
absorcdo forte em 3472 cm™, sendo associada a vibracdes de estiramento do grupo O-H.
As bandas de absorcao forte em 2925 e 2855 cm™, foram atribuidas a deformagdes de C-H de
grupos CH, e CHs, respectivamente. A banda de absorcdo média em 1732 cm™ foi associada &
vibracdo de estiramento do grupo carbonila (C=0) de alifaticos saturados. As bandas de
absorcdo média em 1465 e 1363 cm™ foram relacionados a deformacéo da ligagdo C-H
(Figura 47, pagina 91). Esses dados sugerem a presenca de um esqueleto triterpénico na
substancia 6.

O espetro de RMN de 'H dessa substancia apresentou sinais na regido entre & 0,86
ppm e & 1,27 ppm caracteristicos de grupos metilicos em estruturas de triterpenos. Desses
sinais, 0 simpleto intenso em & 1,25 ppm € caracteristico de hidrogénio alifaticos de cadeia
longa caracteristicos de acidos graxos. Essa proposta é reforcada pela presenca de um tripleto
em $ 2,28 (2H, J=7,4 Hz) correspondente a hidrogénios metilénico vizinho a um grupo éster.
Ja o tripleto em & 4,5 ppm (1H, J=8,3 Hz) corresponde a apenas um hidrogénio, €
caracteristico de hidrogénios oximetilénicos de triterpenos pentaciclicos. Foi observada
também a presenga de dois dupletos definidos em 6 3,54 ppm (1H, d, J=10,9 Hz) e 6 3,21
ppm (1H, d, J=10,9 Hz) referentes a 2 hidrogénios acoplados. Foi observado ainda um sinal
largo em 6 5,19 ppm (1H), caracteristico de um hidrogénio olefinico, ¢ na regiao em & 5,30
ppm, outro sinal, provavelmente de outro grupo olefinico, (Figuras 48 a 50, paginas 92 a 94).

O espetro de RMN de **C (Figuras 51 a 53, paginas 95 a 97) dessa substancia
apresentou 45 sinais de carbono sendo, com base no experimento do DEPT-135 (Figura 54,
pagina 98), 8 sinais sdo referentes a carbonos metilicos, 20 metilénicos e 5 metinicos.
Portanto, a substancia presenta 8 sinais de carbono ndo hidrogenado. A presenca de um sinal
do carbono metilinico em & 122,31 ppm ¢ de um carbono ndo hidrogenado em & 144,23 ppm
sugerem a presenca de um triterpenos com esqueleto olean-12-eno. O triterpeno pentaciclico
do tipo oleanano possui dois grupos metilas ligado ao carbono C-20 (NUNES, 2013).
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Tabela 11 - Comparago dos dados de RMN de **C da substancia 6 com os dados da literatura para eritrodiol
esterificado

s °Cl °C* Lit**  HSQC s °Cl °C* Lit*>  HSQC
Posicao 13 Posicao 13
DEPT (ppm) “C/(ppm) (c—H) DEPT (ppm) “C/(ppm) (c—H)
1 CH, 38,29 38,2 22 CH, 31,04 31,0
2 CH, 23,60 235 23 CHs 15,56 28,0
4,50 (d,
3 CH 80,55 80,5 J=8,3 24 CHs 15,56 15,6
Hz)
4 C 37,77 37,7 25 CHs 15,56 15,7
5 CH 55,28 55,2 0,83 26 CHs 16,75 16,8
6 CH, 18,25 18,2 27 CHs 25,90 25,9
3,55/3,21
(d.d)
7 CH, 32,54 325 28 CH, 69,71 69,8 (9=10,9
Hz)
8 C 39,83 39,8 29 CHs 33,17 34,1
9 CH 47,52 475 30 CHs 23,58 23,6
10 C 36,84 36,8 r C 173,67 1737
2,30 (1)
11 CH, 23,54 236 2’ CH, 34,90 34,9 (=74
Hz)
12 CH 122,31 122,3 5,19 (1) 3 CH, 25,18 25,2
13 C 144,23 144,2 4-7 CH, 29,7
14 C 41,75 41,7 8 CH, 29,7
15 CH, 25,56 255 9 CH, 29,7
16 CH, 22,04 22,0 10° CH, 31,9
17 C 36.96 36,9 1’ CH, 22,7
18 CH 42,36 42,3 12° CH, 14,1
19 CH, 46,44 46,6 13°-19>* CH,
20 C 31,04 31,0 20 CHs
21 CH, 34,10 34,1

Valores obtidos para experimentos realizados com CDCl3. Valores referentes a experimentos utilizando CDCl;
(WANG et al., 2009).

Foi observado um sinal em & 69,71 ppm referente a um carbono carbindlico, que
acrescido das informacgdes do experimento HSQC (Figuras 55 a 57, paginas 99 a 101) esta
correlacionado com os sinais de hidrogénio em 6 3,54 ppm e 6 3,21 ppm. Essas informacdes,
comparado com dados da literatura (WANG et al., 2006) permitem sugerir que o nucleo do
triterpeno seja o eritrodiol (Figura 44 — C, pagina 88).

A substancia 6 apresenta um sinal a 173,67 caracteristico de carbonila de éster. Essa
informacdo aliado aos sinais caracteristicos de grupos alquilas de cadeia longa sugerem
presenca de um éster de cadeia longa no ndcleo eritrodiol, provavelmente na posicao C-3.

Com base nesses dados sugerimos que a substancia 6 seja um éster de acido graxo de
cadeia longa do eritrodiol (Figura 44 — D, pagina 88).

O mapa de contorno do experimento HMBC (Figura 58, pagina 102) possibilitou a
identificacdo da ligacdo dupla dos carbonos C-12 e C-13, comprovando através da correlagdo
do sinal em & 5,19 ppm (1H, t, H-12) ¢ 6 47,52 ppm (C-9), 23,54 ppm (C-11), 42,36 ppm (C-
18). Também foi possivel confirmar o grupo oximetilénico C-28 através da correlagdo entre &
3,53 ppm, 3,21 ppm (1H, d, H-28) e 6 22,03 ppm (C-16) e 31,04 ppm (C-22), correlagdo em &
4,51 ppm (1H, d, J=8,4) ¢ 6 38,28 ppm (C-1), 23,60 ppm (C-2), 28,05 ppm (C-23), 15,56 ppm
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(C-24) e 173,67 ppm (C-1’), sendo que esses valores de deslocamentos quimicos sao
compativeis com os relatados por (WANG et al., 2006). Dessa maneira, essas informacdes
sugerem que a substancia 6 seja o eritrodiol esterificado com &cido graxo de cadeia longa
(Figura 43).

H3C(CH,) CH;

Figura 43 - Correlagdes observadas a partir do experimento HMBC para o eritrodiol esterificado (substancia 7)

No RMN de &cidos graxos é observada a sobreposicao de sinais, tanto na RMN de *H
como **C. Uma técnica utilizada para identificar 4cidos graxos é cromatografia gasosa com
detector FID, através da reacdo de transesterificacdo de acidos graxos (Instituto Adolfo Lutz).
Entdo para identificar a cadeia lateral do éster (acido graxo) foi realizado uma reacdo e

transesterificacdo do éster do eritrodiol, substancia 6.

2 '\
H3C(CH2)nCH2/ o]

24 2-3 24 2'3
(©) (D)
Figura 44 — Estrutura do eritrodiol sem (C) e com grupo éster (D)
Assim, adotamos o procedimento de Mendes et al., (1998), com modificacdes, para
determinar a composicao do éster na substancia 6, conforme apresentado na Figura 44- D.
Apos a reacdo, a fracdo contendo o acido graxo metilado foi submetido a analise CG-
FID e comparado os tempos de retencdo com padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos

certificados (Cg — Cy,), conforme Tabela 12.
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CHOH

Q + MeONa HC O\
\ﬁa)’\ \E%ko/ Me * Ho .
R 0" n o
©) 7 Figura 45 — Reacdo de transesterificacdo )

A anélise CG sugere a presenca dos derivados de &cidos graxos o linoato, araquidato e
linolenoato de metila. A presenca de derivados de acidos graxos contendo &cidos graxos
insaturados é reforcada pela presenca do sinal na RMN de *H a & 5,19 ppm.

Tabela 12 — Comparagdo dos tempos de retencdo obtidos para a substéncia 6 ap0s a reacdo de transesterificagdo

Acidos graxos ] TR (min) Tr(min) Area
. * Formula x Fracdo apolar da o
metilados padréo A (%)
substéncia 6
Elaidato de metila (C18:1n9t) 25,606 — -
Oleato de metila (C18:1n9c) 25,941 — -
Linoato de metila (C18:2n6c¢) 26,651 26,776 9,9
Araquidato de metila (C20:0) 27,655 27,616 14,7
Eicosanoato de metila (C20:1) 28,857 — -
Linolenoato de metila (C18:3n3) 29,186 29,313 14,5
Behenato de metila (C22:0) 33,721 — —
Erucicato de metila (C22:1n9) 34,323 - —

* Foram relatados apenas os tempos de retencdo dos padrfes préximos aos detectados na substancia 6.

** Baseado na normatizacdo das &reas.

Coluna capilar de silica fundida Carbowax (30m X 0,25mm), temperatura inicial a 60 °C, acrescida de 5 °C.min™
até 200 °C, sendo mantida nessa temperatura por 5 minutos. Uma mistura de acidos graxos (FAME) variando de
8 a 22 carbono certificada (Supelco — USA, catalogo 47801- Lot: LC00126).

Com base nesses dados sugerimos que a substancia 6 seja uma mistura de linoato,
araquidato e linolenoato de eritrodiol. Essa € a primeira vez que essas substancias é relatada
no género.

A substancia 6, ap6s ser transesterificada, forneceu um sélido branco de P.F: 124 °C
denomimado substancia 7. No espectro de *H foi observado diferencas quando comparado
com o experimento de RMN de *H para o triterpeno esterificado (substancia 6). O tripleto em
o 4,5 ppm (1H, J=8,3 Hz) correspondente a um hidrogénio, caracteristico de hidrogénios
oximetilénicos de triterpenos pentaciclicos, sofre deslocamento para &6 3,21 ppm, se
sobrepondo ao dupleto (H-28) e a auséncia do tripleto em & 2,28 ppm (2H, J=7,4 Hz),
caracteristico de hidrogénios metilénico vizinho a um grupo éster, sugerem que 0 grupo éester

foi substituido por um grupo hidroxila (Figura 59, pagina 103).
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O espetro de RMN de **C da substancia 7 apresentou 30 sinais de carbono (Figura 60,
pagina 110); desses, baseados no experimento do DEPT-135, 10 sinais sdo referentes a
carbonos metilicos, 7 metilénicos e 5 metinicos. Portanto, a substancia presenta 8 sinais de
carbono ndo hidrogenado. A presenca do sinal em & 69,71 ppm referente a um carbono
carbinolico confirma a substitui¢do do grupo éster pelo grupo hidroxila.

Essa proposta é reforcada pela auséncia do sinal em ¢ 173,67 ppm caracteristico de
carbonila de éster.

Através do experimento HSQC (Figura 55 a 57, paginas 99 a 101) o sinal em 6 69,71
ppm referente ao C-3 carbono carbindlico, estd correlacionado com o dupleto em 6 3,21 ppm
(H-28).

O mapa de contorno do experimento HMBC do eritrodiol transesterificado (Figura 58,
pagina 102) possibilitou confirmar a sobre posi¢cdo do grupo oximetilénico C-28 através da
correlagdo entre 6 3,53 ppm, 3,21 ppm (1H, d, H-28) e 6 22,03 ppm (C-16) e 31,04 ppm (C-
22), correlagdo em & 3,21 ppm (1H, d, J=8,4), (Figura 46), sendo que esses valores de
deslocamentos quimicos sdo compativeis com os relatados por (WANG et al., 2006). Dessa
maneira, essas informacdes confirmam que a substancia 7 seja o eritrodiol esterificado com

acido graxo de cadeia longa.

Figura 46 - Correlagdes observadas a partir do experimento HMBC para o eritrodiol transesterificado
(substancia 7)
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Figura 61 — Principais correlaces de H-C observadas no experimento de HSQC (CDCls, 400 MHz) do eritrodiol transesterificado (substancia 7)
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Figura 62 - Expansédo (A) da correlagdo de H-C observadas no experimento de HSQC (CDCls, 400 MHz) do eritrodiol transesterificado (substéncia 7)
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PM-A.06: Eritrodiol esterificado com acido graxo de cadeia longa (Substancia 8)

A substancia 8 apresentou-se como um sélido branco amorfo, soltvel em cloroférmio
e com faixa de fusdo entre 124 a 125 °C. O teste de Liberman-Buchard realizado para essa
substancia apresentou resultado positivo para triterpenos pentaciclicos.

Os espectros de RMN (*H, *C. DEPT, HSQC e HMBC) dessa substancia
apresentaram sinais proximos aos deslocamentos de linoato, araquidato e linolenoato de
eritrodiol (substancia 6).

O espetro de RMN de 'H dessa substancia apresentou sinais na regido entre & 0,86 ¢ &
1,27 ppm caracteristicos de grupos metilicos em estruturas de triterpenos. O simpleto intenso
em & 1,25 ppm ¢é caracteristico de hidrogénio alifaticos de cadeia longa caracteristicos de
acidos graxos. Logo, a presenga de um tripleto em & 2,28 ppm (2H, J=7,4 Hz) reforcada a
proposta. O tripleto em & 4,5 ppm (1H, J=8,3 Hz) corresponde a apenas um hidrogénio, é
caracteristico de hidrogénios oximetilénicos de triterpenos pentaciclicos. Assim como a
presenca de dois dupletos definidos em & 3,54 ppm (1H, d, J=10,9 Hz) e 6 3,21 ppm (1H, d,
J=10,9 Hz) referentes a 2 hidrogénios acoplados. Foi observado ainda um sinal largo em 6
5,19 ppm (1H), caracteristico de um hidrogénio olefinico, e na regido em & 5,30 ppm, outro
sinal, provavelmente de outro grupo olefinico, (Figura 65, pagina 111).

O espetro de RMN de *C (Figuras 66 e 67, paginas 112 e 113) dessa substancia
apresentou 45 sinais de carbono. A presenca de um sinal do carbono metilinico em & 122,31
ppm e de um carbono ndo hidrogenado em & 144,23 ppm confirmando a presenga de um
triterpenos com esqueleto olean-12-eno.

Foi observado um sinal em & 69,71 ppm referente a um carbono carbindlico, que
acrescido das informacbes do experimento HSQC esta correlacionado com os sinais de
hidrogénio em 6 3,54 ppm e 6 3,21 ppm. Essas informacGes, comparados com dados da
literatura (WANG et al., 2006), permitem sugerir que o nucleo do triterpeno seja o eritrodiol
(Figura 44 — C, pagina 88).

A substancia 6 apresenta um sinal a 5173,67 ppm no espectro de RMN de *C
caracteristico de carbonila de éster. Essa informacdo aliados aos sinais caracteristicos de
grupos alquilas de cadeia longa confirmam a presenca de um éster de cadeia longa no nucleo
eritrodiol, na posicéo C-3.

Com base nesses dados sugerimos que a substancia 8 seja um éster de acido graxo de

cadeia longa do eritrodiol (Figura 44 — D, pagina 88).
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A auséncia do sinal em & 5,29 ppm no espectro de RMN de ‘H sugere que a cadeia
longa nédo seja formada por acidos graxos insaturados. A identificacdo da cadeia do &cido
graxo deve ser feita, semelhante ao procedimento realizado para a substancia 6, no entanto,
isso ndo foi realizado devido a pouca quantidade isolada da substancia 8. N&o tivemos sucesso

para obter quantidades adicionais dessa substancia.
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graxo de cadeia longa (Substancia 8) (CDCl; + piridina ds)
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Figura 66 — Espectros de RMN de **C (100 MHz): A - mistura de linoato, araquidato e linolenoato de eritrodiol (substancia 6) (CDCls). B - Eritrodiol esterificado com 4cido
graxo de cadeia longa (Substancia 8) (CDClI; + piridina ds)
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5.4. Atividade antimicrobiana das substancias isoladas frente a P. mirabilis

O extrato acetbnico apresentou maior potencial frente a bactéria P. mirabilis,
responsavel principalmente por infeccdo no trato urinario. Sabemos que a composicao
quimica dos extratos, no geral é bastante complexa e, portanto, nem sempre uma resposta
positiva de inibicdo de extrato frente a um determinado micro-organismo significa que 0s
compostos isolados apresentardo a mesma acdo. Vale lembrar que outros fatores como
antagonismo ou sinergismo podem atuar no extrato interferindo nos resultados. Um exemplo
foi o estudo realizado com extrato de propolis. Vignoto et al (2014) avaliou 278 combinagdes
de prépolis com vérios antimicrobianos comerciais, usando método de difusdo em agar, em
121 combinacgdes foram observados aumento da zona de inibicao de crescimento (Sinergismo)
em 60 destas diminuicdo da zona de inibi¢do (antagonismo).

Os farmacos que apresentaram maior sinergismo com a prépolis foram
nitrofurantoina, ceftriaxona, tetraciclina, meropenem, cefaclor, cefoxitina, cloranfenicol,
amicacina, sulfazotrim, rifampicina, neomicina, eritromicina, e ampicilina. As que
apresentaram antagonismo foram tobramicina; neomicina, gentamicina e ampicilina;
polimixina, meropenem, levofloxacino, imipenem, ertapenem, enrofloxacino, doxiciclina,
ciprofloxacino, azitromicina, amoxacilina e amicacina.

Portanto, substancia (S) presentes nos extratos podem separadamente ndo exibir
atividade frente a um determinado micro-organismo. Ou separadamente, exibir uma atividade
maior, quando comparada com o extrato bruto.

Extratos etanolicos e aquosos de varias plantas foram testados frente a P. mirabilis.
Exemplos dessa atividade, pelo método de difusdo de &gar, sdo o extrato etandlico das folhas
Aloe barbadensis que apresentou MIC de 0,50 mg mL™ (PANDEY; MISHRA, 2010); o
extrato aquoso de Exoecaria agallocha (india) apresentou halo de inibicdo de 16,7 mm
(SAHOO et al, 2012). Pelo método de microdiluicdo, o extrato aquoso e etanolicos de pétalas
de Rosa rugosa (Poldnia) apresentaram MIC 1,25 mg mL™.

Diferentes partes de uma espécie vegetal apresentam diferentes componentes, podendo
levar a diferentes respostas frente aos micro-organismo. Noundou et al, (2010) pesquisou a
acao de extratos de varias polaridades das folhas, raizes e caules de Alchornea floribunda (da
Africa) usando o método de microdiluicdo, e observou que o extrato etandlico e em acetato de
etila das raizes, acetato de etila dos galhos e acetato de etila e cloroférmio das folhas

apresentaram as menores CMI 125 pug mL™, portanto maior eficiéncia.
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Trinta e quatro extratos obtidos de 13 espécies vegetais da Africa do Sul foram
testados frente a P. mirabilis, sendo os mais ativos 0s extratos metanolicos e aquosos de
Carpobrotus edulis, Lippia javanica, Pelargonium viridflorum, Ptaeroxylon obliquum,
Syzygium cordatum, Terminalia pruinoides, T. sericea e Warburgia salutaris juntamente com
0 extrato aquoso de W. salutaris que apresentaram MIC menor ou igual a 2.000 ug mL™,
usando o método de difusdo em agar (COCK; VAN VUUREN, 2014).

Segundo uma revisdo de Novaes et al. (2013) varias espécies do Cerrado Brasileiro
apresentam acdo anti-bacteriana: Hancornia speciosa, Arrabidaea harley, Austroplenckia
populnea, Bowdichia virgilioides, Croton urucurana, Hyptis cretana, Virola surinamensis,
Virola surinamensis, dessas somente C. urucurana exibem acéo frente a P. mirabilis, MIC
1.000 pg mL™ (SILVA JUNIOR et al., 2009).

Neste estudo fitoquimico do extrato acetdnico de galhos de P. macahensis foi isolado
e caracterizado os compostos: mistura friedelina (I) e 3B-hidroxifriedelano (I1); 3p-
hidroxifriedelano (I1); eritrodiol transesterificado com &cido graxo de cadeia longa (Il e IV) e

eritrodiol puro apos reacdo de transesterificacao (V), (Figura 69).

CH3(CH2nCH:~ 0

IHI:n=16¢ 18
IV: n = ndo determinado

Figura 68 — Estrutura I: friedelina; 11: 3p-hidroxifriedelano; 111 e 1V: eritrodiol com &cido graxo de cadeia longa;
V: eritrodiol

Entre os triterpenos isolados, dois pertencem a classe dos friedelano (1) e (Il) e os

demais possuem em comum o eritrodiol que pertence a classe dos oleananos (I11; 1V e V). No
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grupo dos friedelanos, nessas substancias, existe diferenca na posicdo C-3, a substancia (I)
contém o grupo carbonila e o outro a hidroxila (11) no carbono C-3. Dentre outras diferencas,
os olenanos diferem dos friedelanos devido a presenca de uma ligacdo dupla entre os
carbonos C-12 e C-13, e nos compostos isolados existe a presenca de grupo hidroxila no
carbono metilénico C-28, substancias (111 e 1V). Além dessas diferencas, na posi¢do C-3 na
substancia (111 e 1V) existe um éster derivado de acidos graxos de cadeia longa, logo essa
substancia apresenta um maior carater lipofilico entre as substancias isoladas. No eritrodiol,
originado do éster (V), em C-3, existe a presenca do grupo hidroxila, semelhante a substancia
().

Essas diferencas estruturais acrescidas das diferentes conformagdes dos ndcleos
friedelanos e oleananos, Figura 69, podem interagir de forma diferenciada sobre a P. mirabilis

podendo levar a sua inibicdo ou destruicdo.

C
Figura 69 — Estrutura C: nlcleo friedelano; Estrutura C: nucleo oleanano

Dessa forma, a fim de avaliar a influéncia dessas diferencas conformacionais e
estruturais, os compostos isolados puros (I1), (1) e (IV) foram testados usando a técnica de
microdiluigdo frente a P. mirabilis. Embora a friedelina tenha sido isolado como mistura,
diante da disponibilidade dessa substancia em nosso laboratorio, realizamos o também o teste
com ela pura a fim de avaliar se a presenca da carbonila na posi¢do C-3 no nucleo frieladano
influenciaria na resposta na atividade microbiana.

Inicialmente testamos as substancias nas concentracdes de 600, 300, 150 e 75 pg mL™
e como controle positivo foi usado o cloranfenicol. Nessa técnica, apds 24 horas, foi
observado o surgimento da cor violeta, ou seja, inibicdo da bactéria, para todos as substancias
na concentrago de 600 pg mL™.

As varias concentragdes das substancias foram plaqueadas em placa de petri, a fim de
verificar se acdo das substancias eram bactericida ou bacteriostatica. Apds 48 horas foi
observado o crescimento da bactéria, permitindo classifica-las com ac&o bacteriostatica, ou

seja, ndo inibe totalmente a bacteéria.
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Entdo o experimento foi repetido, em concentragBes mais proximas a 600 ug mL™,
afim de associar as diferencas estruturais e conformacionais a capacidade de inibicdo da

bactéria, conforme resultado apresentado na Figura 71.

| 1| Vv
ug-mL* :
300 I
400 i 7“
500 vV
600 1
300 v
400 BHI
500 Cloranfenicol (50 pg/mL)
600 BHI+Bactéria
1l v
I — Fridelina; 11 — 3B-hidroxifriedelano; 111 — Oleato, araquidato e linoleato de eritrodiol; 1V — Eritrodiol (ésteres

ndo identificados); V — Eritrodiol
Coloragdo rosa indica a presenca da bactéria, a coloracéo violeta indica que no meio ndo ha a presenca da
bactéria ou seu crescimento foi inibido
Figura 70 — Atividade biolégica das substancias isoladas frente a bactéria P. mirabilis

Realizado o plagueamento, apds 48 horas, Figura 72, foi novamente observado o
comportamento bacteriostatico das substancias em todas as concentragoes.

I — Fridelina; 11 — 3B-hidroxifriedelano; 111 — Oleato, araquidato e linoleato de eritrodiol; 1V — Eritrodiol (ésteres
ndo identificados); V — Eritrodiol
Figura 71 — Plagueamento com as substancias isoladas
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Na Tabela 13 expressamos esses resultados qualitativamente.

Tabela 13 — Resultados da concentracdo minima inibitéria dos testes das substancias isoladas de P. macahensis
frente a bactéria P. mirabilis

Substancias

Oleato,
Concentragéo 3p- araquidato Eritrodiol
ug mL* Friedelina hidroxifriedelano e linoleato (ésteres ndo Eritrodiol
de identificados)
eritrodiolila

300 - - - - -

400 - - - - -

500 + - +/- - +

600 + +- + +/- +
Controle positivo: Cloranfenicol. Teste realizado em triplicata. +: positivo -: negativo +/-: inibe porém néo
totalmente. 1 — Fridelina; 11 — 3B-hidroxifriedelano; 111 — Oleato, araquidato e linoleato de eritrodiolila; 1V —

Eritrodiol (ésteres ndo identificados); V — Eritrodiol

Com base em nossos experimentos, o eritrodiol e friedelina foram os triterpenos com
maior capacidade de bacteriostatica frente a P. mirabilis. A presenga do grupo éster na
posicdo C-3 ndo aumenta a atividade do ndcleo oleanano, ou seja, 0 aumento do carater
lipofilico ndo inibe a bactéria. No ndcleo do fridelano a presenca do grupo carbonila em C-3
aumentou a atividade. Tanto o nucleo friedelano como oleanano séo capazes de inibir o
crescimento da bactéria. Esses dados sugerem que a acdo pode estar associada aos nucleos
triterpénicos dos pentaciclicos, associados as suas conformacdes e polaridade e, ndo somente
a presenca de grupos na posicédo C-3.

Portanto CMI para P. mirabilis foi maior ou igual a 500 pug mL™, para friedelina e
eritrodiol, sendo esse de acdo mais forte; e maior que 600 ug mL™ para 3p-hidroxifriedelano e
friedelina.

Poucos trabalhos relatam a atividade frente a P. mirabilis de substancias isoladas de
extratos. Extrato etanolico de Lithrea molleoides (da Argentina) exibe atividade frente a esse
micro-organismo, CMI de 2000 a 8000 pg mL™. Em 2011, Carpinella et al, 2011, isolaram
dessa espécie a substancia (Z,Z)-5-(trideca-4’,7’-dienyl)-resorcinol que apresentou CMI de
4000 ug mL™. Sugerindo assim que essa substancia contribua para a resposta desse extrato
(CARPINELLA et al, 2011).

Viswanathan et al (2012) relataram a atividade para essa bactéria tanto dos extratos
metanolicos e cloroférmico das folhas de Jatropha tanjorensis (da India) bem como da
friedelina, substancia isolada do extrato, usando o método de difusdo em agar. Os extratos

foram testados na concentracéo de 50, 25 e 12.5 pg mL™, com halos de inibicdo de 24, 22 e
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19 mm para o extrato metanolico e 23, 22 e 10 mm para o cloroférmio. J& a friedelina foi
testada nas concentrages de 10, 5 e 2.5 pg mL™ apresentou halo de inibic&o.

A friedelina em nossos testes também inibiu P. mirabilis, em uma maior concentracéo,
lembrando que o nosso método utilizado foi diferente.

Para os demais compostos (1, 111, IV e V), segundo a pesquisa bibliografica, ndo ha
relatos de testes com essas substancias puras frente a P. mirabilis.

Os resultados indicaram que os triterpenos isolados sdo substancias bioativas frente a

essa bactéria.
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6. CONCLUSOES

O objetivo central deste projeto de pesquisa foi o de estudar quimicamente e avaliar a
atividade bioldgica das substancias isolados dos galhos de Pouteria macahensis (Sapotaceae),
coletados em lItacaré, Bahia, Brasil.

O fracionamento do extrato acetonico resultou no isolamento e identificacdo de quatro
triterpenos pentaciclicos (mistura friedelina e 3B-hidroxifriedelano, 3p-hidroxifriedelano e as
misturas de linoato, araquidato e linolenoato de eritrodiolila e eritrodiol esterificado com
acido graxo de cadeia longa (ndo elucidado), identificados com auxilio das analises de RMN
de *H e 13C; além de um é4cido graxo de cadeia longa (n&o identificado).

Os triterpenos isolados linoato, araquidato e linolenato de eritrodiolila e eritrodiol
esterificado com acido graxo de cadeia longa, ndo elucidado, séo inéditos para o género. A
elucidagdo de suas estruturas foi possivel através de RMN de *H, *C, HSQC, HMBC.

O isolamento de substancias desconhecidas no género retoma a importancia de
pesquisar metabdlitos secundarios de pouterias, uma vez que proporciona o conhecimento de
novos compostos com atividade biologica.

No género Pouteria é notério grande presenca de tritepenos, sendo o isolamento de
triterpenos do tipo friedelanicos e oleananicos coerente com o perfil fitoquimico da espécie P.
macahensis.

Os extratos obtidos foram testados através da biocromatografia e os extratos aceténico
e hexanico apresentaram alguma resisténcia inibitoria frente as bactérias P. mirabilis e A.
baumanii.

O extrato acetonico (PM-A) apresentou atividade contra as bactérias Gram-negativa A.
baumanii. e P. mirabilis (halo de inibicdo (média): 2 e 7 mm, respectivamente). O extrato
hexanico (PM-H) apresentou atividade somente contra a bactéria Gram-negativa P. mirabilis
(halo de inibi¢do (média): 6 mm).

Todos os triterpenos isolados no extrato acetdnico, incluindo o eritrodiol sem a
presenca de grupos ésteres foram submetidos ao teste bioldgico. Foi utilizada a técnica de
microdiluicdo. Os testes foram realizados em triplicatas. Das concentracfes testadas todas as
substancias apresentam atividade acima de 600 pg-mL™, apés essa informacdo, as mesmas
foram plagqueadas e verificou-se que ambas possuem carater bacteriostatico, ou seja, inibe o

crescimento da bactéria.
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Assim sendo, essas substancias podem ser promissoras agente de combate a infecgdo
do trato urinario, doenca casada pela bactéria P. mirabilis. Para verificar se essas substancias
possuem carater bactericida seria necessario testar em concentracfes maiores.

Alguns testes biologicos ndo foram possiveis realizar com os triterpenos isolados,
devido a pouca massa de material obtida.

Faz-se necessario continuar a pesquisa com galhos e raiz, e iniciar outras partes da
espécie em estudo, trabalhando também com extratos bruto ndo explorado, a fim de obter
metabolitos secundarios com potencial atividade bioldgica ou até mesmo o isolamento em
quantidade adicional dos que j& foram isolados.

Nessa perspectiva, € importante que sejam realizadas pesquisas com espécies
desconhecidas do ponto de vista fitoquimico, uma vez que é necessario o surgimento de
novos farmacos que sejam capazes de combater bactérias causadoras de iniUmeras doencas.
Porém, o crescente desmatamento e ma utilizagdo dos recursos naturais tem ocasionado na
extincdo de muitas espécies, muitas delas endémicas, gerando um grave problema, pois uma

Unica espécie € capaz de contar dezenas de metabdlitos secundarios bioativos.
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