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Resumo

Este estudo teve por objetivo a prospeccdo quimico-farmacoldgica de fotossensibilizadores
naturais para aplicagdo em terapia fotodindmica (PDT) antimicrobiana e de substancias
bioativas acumuladas no extrato etandlico das folhas de Eugenia chlorophylla (Myrtaceae),
bem como a caracterizacdo quimica e da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das
folhas, caule e flores desta espécie vegetal. Para tanto, procedeu-se o preparo do extrato
vegetal bruto (hexanico e etandlico) a partir das folhas de E. chlorophylla e a avaliacdo da
absor¢do de luz na regido espectral do visivel de interesse e ttil para aplicacdo em PDT. O
extrato bruto etandlico foi submetido a uma extracdo liquido-liquido com hexano,
diclorometano e butanol. Os melhores resultados na avaliacdo da absor¢do de luz na regido
espectral do visivel de interesse e ttil para aplicagdo em PDT foram obtidos com o extrato
bruto e com a fracdo diclorometanica da particdo, para os quais foram avaliadas suas
caracteristicas fluorescentes em estado estaciondrio no modo de emissdo e excitacao
(caracterizag¢do preliminar de suas propriedades fotoquimicas e fotofisicas). Desenvolveu-
se a adequacdo de metodologia para uma avaliacd@o inicial da eficiéncia fotoquimica dos
extratos e fracOes obtidos (producdo de oxigénio singlete, ensaio, 1,3 —
diphenylisobenzofuran (DPBF), bem como adequou-se os procedimentos para a realizacao
dos bioensaios na presenca e auséncia de luz. Procedeu-se a avaliagdo da atividade
antimicrobiana in vitro com o extrato bruto etandlico e suas fracdes da particdo liquido-
liquido, na auséncia de irradiacdo laser, determinando-se os valores de Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) para as amostras bioativas e estimando-se os valores de

concentragdo subinibitoria que seriam usados na PDT atimicrobiana. Ainda, foram
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estabelecidos os procedimentos para a padronizacdo do protocolo experimental de PDT
antimicrobiana frente a bactérias (Gram positivas e Gram negativas) e leveduras in vitro e
avaliou-se o efeito do extrato bruto etandlico e da fracdo diclorometanica como
fotossensibilizadores naturais em PDT antimicrobiana, utilizando-se 11 cepas indicadoras.
De acordo com os resultados obtidos o extrato bruto etandlico (ECB) e sua fracdo
diclorometanica (ECD) apresentaram absor¢do de luz na regido de 600 a 800 nm,
demonstrou a capacidade de formar oxigénio singlete no ensaio com DPBF quando
irradiados pelo laser e apresentou resultado efetivo na inativacdo de algumas das cepas
indicadoras (bactérias e leveduras) em PDT antimicrobiana quando irradiados em sessao
Unica por 5 min com laser diodo InGaAIP, A=660nm. A partir dos resultados dos ensaios
com DPBF e com a utilizagdo de inibidores especificos do mecanismo fotoquimico em
modelo biolégico sugeriu-se que o mecanismo fotoquimico predominante para ECD é o do
tipo II (mediado pela formagao de oxigénio singlete). Deu-se inicio ao estudo fitoquimico
monitorado pela absor¢cao de luz na regido do visivel (400 a 830 nm), pela avaliacdo da
eficiéncia fotoquimica e pelas atividades bioldgicas. Pelo resultado do estudo de
desreplicacdo por ESI-MS/MS do extrato etandlico bruto e da fracio ECD sugeriu-se a
presenca do 4cido quinico nestas amostras. Como as folhas frescas de E. chlorophylla
apresentavam odor intenso e neste projeto foi proposto também estudo para a prospeccao
de substancias bioativas, realizou-se um estudo para a caracterizacdo quimica e avaliagdo
da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas, caule e flores desta espécie
vegetal. A caracterizacdo quimica dos constituintes majoritdrios do 6leo essencial foi

realizada por cromatografia gasosa (CG-EM). Os 6leos essenciais das folhas, caule e flores
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de E. chlorophylla foram obtidos por hidrodestilacdo e apresentaram rendimento de 0,01 a
0,1%. Setenta e cinco componentes foram identificados, representando mais de 85% do
total do Oleo. Os principais componentes detectados nos dleos essenciais foram E-
cariofileno (flores), 6xido de cariofileno (caule, flores e folhas), globulol (caules e folhas) e
T-muurolol, 1-epi-cubenol e a-cadinol (caule, flores e folhas). Todos os 6leos mostraram
leve a moderada atividade antimicrobiana (na auséncia de radia¢do laser), sobre
principalmente as bactérias Gram positivas e Candida albicans, sendo estes resultados
similares ao observado na literatura para esta espécie vegetal, com excecdo do d6leo do
caule, coletado em 2011, que ndo se mostrou ativo nas condi¢des experimentais utilizadas e
€ composto, predominantemente (85,4%) por um constituinte alifidtico para o qual nao foi
possivel identificar a estrutura quimica por CG-EM. Ainda, observou-se variacdo nos
valores de concentracdo inibitéria minima frente as cepas bioativas dependendo do ano de

coleta e armazenagem dos 6leos essenciais obtidos.



Summary

This study aimed at making a chemical-pharmacological search for prospection of natural
photosensitizers in photodynamic therapy (PDT) and of bioactive compounds accumulated
in the ethanolic extract of leaves from Eugenia chlorophylla (Myrtaceae) and to study the
chemical characterization and antimicrobial activity of essential oils from leaves, stems and
flowers of this plant species. For this purpose, we carried out the preparation of the crude
plant extract (hexane and ethanol) from the leaves of E.chlorophylla followed by the
assessment of light absorption in the visible spectral region of interest could be useful for
application in PDT. The crude ethanol extract was subjected to a liquid-liquid extraction
with hexane, dichloromethane and butanol. The best results for the absorption of light in the
visible spectral region of interest to gets with usefulness for application in PDT were
obtained for the crude extract and dichloromethane fraction, which were evaluated for their
characteristics in steady-state fluorescent emission mode and excitement (preliminary
characterization of photochemical properties). Still, it has adequate methodology was
developed for an initial assessment of the photochemical efficiency of extracts (production
of singlet oxygen, DPBF test 1.3-diphenylisobenzofuran) as well as the adequate
conformed for the achievement of bioassays in the presence and absence of light.
Evaluation of antimicrobial activity was carried out in vitro with a crude ethanol extract and
their fractions from liquid-liquid partition, in the absence of laser irradiation, determining
the values of minimum inhibitory concentration (MIC) in antimicrobial testes for bioactive

samples and estimating the sub-inhibitory concentration values which would be used in



antimicrobial PDT. Standardization of the experimental protocol of in vitro antimicrobial
PDT was carried out against Gram positive and Gram-negative bacteria and yeast the effect
of the crude ethanol extract and the dichloromethane fraction evaluated as natural
photosensitizes in antimicrobial PDT using 1lindicator strains. According to results
obtained from the crude ethanol extract (ECB) and its dichloromethane fraction (ECD)
showed light absorption in the region from 600 to 800 nm, it was demonstrated that singlet
oxygen was formed in the assay with DPBF when irradiated by laser ( A=660nm) showed
effective results in the inactivation of antimicrobial PDT in some of the indicator strains
(bacteria and yeasts) when irradiated in a single session for 5 min with InGaAIP laser
diode. Along with the test result with DPBF, research using specific inhibitors of the
photochemical mechanism in a biological model suggests that the dominant photochemical
mechanism for ECD is the type II (mediated by the formation of singlet oxygen). We
carried out the phytochemical study monitored by light absorption in the visible region (400
to 830nm), in which the evaluation of photochemical efficiency and biological activities
and the results of the study of dereplication of the crude ethanolic extract and the ECD
fraction by ESI-MS/MS suggest the presence of quinic acid in these samples. Since the
fresh leaves of E. chlorophylla have an intense smell and this project also contemplated a
search for bioactive substances a study was carried out for the chemical characterization
and antimicrobial activity of essential oils from leaves, stems and flowers of the plant
species. The chemical characterization of the major constituents of the essential oil was
performed by gas chromatography (GC-MS). Essential oils from leaves, stems and flowers
of E. chlorophylla were obtained by hydrodistillation and presented a yield of 0.01 to 0.1%.
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Seventy-five compounds were identified, representing over 85% of the total oil. The main
components were FE-caryophyllene (flowers), caryophyllene oxide (stem, leaves and
flowers), globulol (stems and laves) and 7-muurolol, 1-epi-a cubenol, and a-cadinol (stem,
leaves and flowers). All essential oils studied showed mild to moderate antimicrobial
activity mainly associated with Gram positive bacteria and Candida albicans with results
similar to those observed in the literature for this plant species. An exception was the stem
oil collected in 2011 that was not active in the experimental conditions used and is
constituted predominantly (85.4%) for an aliphatic constituent not identified by GC-MS.
Was verified variation in the minimum inhibitory concentration values of essential oils of

E. chlorophylla with the year of collect and with storage time.



1.Introducao

O uso de produtos naturais, principalmente os de origem vegetal, no tratamento e na
cura de enfermidades advém dos primérdios da humanidade e vem contribuindo para a
obtencdo e planejamento de novos farmacos e o desenvolvimento de tecnologias e
medicamentos, além de possibilitar sua aplicagdo como cosméticos e alimentos
nutracéuticos (AKERELE, 1988; MARES, 1992; GOTTLIEB et al., 1996; ROBBERS et
al., 1997; CECHINEL & YUNES, 1998; JOLY, 1998; MACIEL et al., 2002; PINTO et al.,

2002; SIMOES et al., 2004:;).

A terapia laser de baixa poténcia é amplamente empregada na medicina com vdrias
finalidades: na bioestimula¢do tecidual, promovendo a hemostasia e estimulacdo da
cicatrizagdo (PINHEIRO & FRAME, 1992); no alivio da dor; no controle do processo
inflamatério com reabsor¢do do edema e inativacdo de catabdlitos intermediarios
(GENOVESE, 2000); em patologias cutaneas estimulando a proliferacdo de fibroblastos,
diminuindo o edema local e favorecendo a neovascularizacio (BELKIN & SCHWARTZ,
1989); na regeneracdo dssea; na eliminacdo de células neopldsicas e na inativagdo de
microrganismos patogénicos (KESSEL & LUO, 2004; SAITO & SHIMIZU, 1997). A
terapia fotodindmica — PDT (do inglés Photodynamic Therapy) representa um sistema
terapéutico que envolve a administracdo de um agente fotossensibilizador, seguida pela
ativacdo do mesmo pela luz, resultando em uma seqii€éncia de processos fotoquimicos e
fotobioldgicos que geram produtos fototéxicos danosos a célula-alvo (BLISS et al., 2006;

DOUGHERTY et al., 1998). Sendo assim, a PDT baseia-se na administracdo tépica ou



sistémica de uma substincia ndo téxica sensivel a luz, seguida de irradiacdo em baixas
doses com luz visivel de comprimento de onda adequado (PERUSSI, 2007; FUCHS &
THIELE, 1998). Trata-se de uma nova alternativa no tratamento anti-cancer e também de
outras condi¢des ndo cancerosas, geralmente caracterizadas por um super crescimento de
células anormais ou indesejaveis (SOLBAN et al., 2006; DOUGHERTY et al., 2002;
DOUGHERTY et al., 1998; FUCHS & THIELE, 1998). Esta terapéutica requer a presenca
de trés fatores: um fotossensibilizador, uma fonte de luz e oxigénio (HUANG, 2005;
KENDALL & MORTON, 2003; FUCHS & THIELE, 1998). A PDT j4 foi aprovada como
esquema terapéutico para o tratamento de varios tipos de cancer como de bexiga, pulmao,
esoOfago, gastrico e cervical, além do tratamento de degeneracdo macular relacionada a
idade. Outras aplicacdes ndo oncoldgicas de PDT incluem tratamento de lesdes pré-

malignas, psoriase, artrite e aterosclerose (HAMBLIN & HASAN, 2004).

Fotossensibilizadores sdo agentes, geralmente exdgenos, que, sob ilumina¢do em
determinado comprimento de onda e na presenca de oxigénio encontrado nas células,
produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) como peréxidos, radicais hidroxilas, fons
superéxidos e oxigénio singlete, que interagem com os sistemas biologicos e sdo
citotoxicas para as células alvo contendo o agente fotoativo (ORTH er al., 2000;
ACKROYD et al., 2001; CASTANHO et al., 2004; NYMAN & HYNNINEN, 2004;
RIBEIRO & GROTH, 2005; PERUSSI, 2007). A absor¢do de luz ndo habilita um
componente a se comportar como um fotossensibilizador alguns requisitos sao necessarios
para que isso ocorra como: ndo ser toxico com as células do hospedeiro; permanecer em

estado excitado para interagir com as moléculas vizinhas e assim produzir espécies
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citotéxicas capazes de causar a morte da célula indesejavel (MACROBERT et al., 1989;

ACKROYD et al., 2001; GARCEZ et al., 2003).

Os fotossensibilizadores utilizados ou estudados para o tratamento do cancer e
outras doencas apresentam nucleos tetrapirrélicos incluindo porfirinas, clorinas,
bacterioclorinas e ftalocianinas, devido as suas baixas toxicidades na auséncia de luz em
células de mamiferos e por suas propriedades de afinidade (DETTY et al., 2004; PERUSSI,
2007). A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) em sua maioria, emprega
fotossensibilizadores derivados de corantes vitais, tais como os xantenos halogenados,
fenotiazidicos, acridinas e conjugados de clorina, que se caracterizam por nio serem
toxicos as células humanas em concentracdes superiores as requeridas para a inativacao

microbiana efetiva (WAINWRIGHT, 1998; PERUSSI, 2007).

Por fim, pode-se dizer que a busca de fotossensibilizadores em produtos naturais é
promissora em vista da inegdvel biodiversidade brasileira que apresenta grande importancia
no cendario mundial, dado o valor intrinseco de seus recursos naturais. Assim, a necessidade
de preservacdo e uso sustentdvel desta diversidade bioldgica € indispensdvel dado o

acelerado processo de devastacdo que acomete muitos biomas brasileiros.

Desse modo, neste estudo procedeu-se a prospec¢do quimico-farmacolégica de
fotossensibilizadores naturais para aplicacio em PDT antimicrobiana e de substancias
bioativas em Eugenia chlorophylla, que pertence a familia Myrtaceae, a qual apresenta

espécies com considerdvel diversidade quimica e com potencial para atividades bioldgicas.



1.1.Consideracoes quanto a familia Myrtaceae e espécie em estudo

A familia Myrtaceae compreende 130 géneros e cerca de 3.000 espécies, das quais
aproximadamente um ter¢o pertence ao género Eugenia, ocorrendo principalmente nas
regides tropicais e subtropicais das Américas, desde o México até a Argentina
(MCVAUGH, 1968; JOHNSON & BRIGGS, 1984; JUDD et al., 1999; PEIXOTO et al.,
2002). O perfil quimico da familia caracteriza-se, principalmente, pela presenca de taninos,

flavondides e terpendides (CRUZ & KAPLAN, 2004).

Em estudos com Eugenia brasiliensis foi verificado seu potencial farmacolédgico,
tendo sido encontrados relatos de atividade anti-reumdtica e diurética (PIO CORREA,
1984), antiinflamatéria (MENEZES-DE-LIMA JR. et al., 1997) e anti-Tripanosoma cruzi
(FERNANDEZ et al., 1997). Estudos com Eugenia dysenterica mostraram atividade
antioxidante de seus frutos pelo método baseado na captura do radical 2,2-difenil-1- picril-
hidrazil (DPPH) (ROESLER et al., 2007). Além disso, os 6leos essenciais de suas folhas
apresentaram considerdvel atividade antifingica, principalmente frente a Cryptococcus
neoformans e algumas espécies de Candida (COSTA et al., 2000). Os extratos aquosos e
hidroalcodlicos de suas folhas foram ativos contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis e em menor intensidade frente a Escherichia coli.

(JUNQUEIRA et al., 2007).

A espécie E. chlorophylla apresenta somente um estudo documentando a extragao
e caracterizacdo de Oleos essenciais de planta coletada no Parand no ano de 2005 que

apresentou moderada atividade antimicrobiana (STEFANELLO et al., 2008).
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1.2.Consideracoes gerais quanto a Laser, Terapia Fotodinamica (PDT) e

Fotossensibilizadores aplicados em PDT

Laser, abreviatura de “Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”
(Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacdo), € um aparelho que gera ou
amplifica radiacdo Optica coerente na regido do infravermelho, visivel ou ultravioleta do
espectro eletromagnético (BRUGNERA JUNIOR & PINHEIRO, 1998). O primeiro
aparelho de laser foi desenvolvido na década de 60 pelo cientista Theodore Mainan que
utilizou uma barra de rubi sintético como emissor. Em 1965, Sinclair e Knoll criaram o
primeiro laser terapéutico, sem efeito de corte, mas com ac¢do biomodulatéria. Em 1968,
Mester foi o primeiro a empregd-lo na quimica médica e defendia a teoria de que lasers de
rubi e argbnio, em baixa intensidade, aceleravam a cura de tlceras cronicas (REDDY,
2004). Desta forma o laser comegou a ser utilizado na drea da saide como coadjuvante no

tratamento de doencas de pele e pequenos tumores.

Atualmente o uso de radiacao laser pode ser observado em quase todas as dreas de
tratamento de saide com elevado indice de sucesso (MIDDA & RENTON-HARPER,
1991). O laser € aplicado na medicina com finalidades diversas como: bioestimulag¢do
tecidual; estimulagdo da cicatrizacdio (PINHEIRO & FRAME, 1992); acdo analgésica;
controle do processo inflamatorio; inativacdo de catabdlitos intermedidrios (GENOVESE,
2000); proliferacdo de fibroblastos (BELKIN & SCHWARTZ, 1989); favorecimento da
regeneracdo Ossea (SAITO & SHIMIZO, 1997). Pela acdo de mediadores quimicos, o
efeito do laser terapéutico pode alcancar sitios anatdomicos distantes. Desta forma seus

efeitos podem ndo se limitar ao local de aplicacao.
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A PDT ou, Terapia de Fotoradiacdo, envolve a administracdo de uma substincia
fotoativa (fotossensibilizador) que € ativada na presenca de luz em um determinado
comprimento de onda, por um determinado periodo de tempo e na presenga de oxigénio. A
transferéncia de energia do fotossensibilizador ativado ao oxigénio disponivel, resulta na
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), tal como o oxigénio singlete e radicais
livres (FUCHS & THIELE, 1998; CASTANHO et al., 2004; RIBEIRO & GROTH, 2005;
PERUSSI, 2007; KONAPKA & GOSLINSKI, 2007). Estas espécies quimicas, altamente
reativas, podem reagir danificando proteinas, lipidios, dcidos nucléicos e outros
componentes celulares, sendo assim citotdxicas e vasculotoxicas, causando, portanto, dano

tecidual (DOUGHERTY et al., 1998; ACKROYD et al., 2001; BLISS et al., 2006).

Aplicagdo racional e terapéutica da PDT demonstrou em diversos estudos grande
eficicia frente ao tratamento de diferentes quadros patoldgicos tais como: cancer de cabeca,
pescoco e pele (HOPPER, 1996, 2000; ALLISON et al., 2004, 2005, 2006), lesdes e
biofilmes orais (fibrose cistica e periodontitis) (BHATTI et al., 1998; WOOD et al., 1999;
SHARWANI et al., 2006); dermatoses (MAISH et al., 2004; SZEIMES et al., 1996). A
aPDT, quimioterapia fotodindmica antimicrobiana (do inglés PACT, photodynamic
antimicrobial chemoterapy) também tem sido eficaz contra um amplo espectro de infec¢des
bacterianas, fungicas, parasiticas e virais (WAINWRIGHT, 1998; WAINWRIGHT &
CROSSLEY, 2004; GAD et al.,, 2004; HAMBLIN & HASAN, 2004; MEISEL &
KOCHER, 2005; O’RIORDAN et al., 2005; SMITH, 2005; KOMERICK &

MACROBERT, 2006; WOOD et al., 2006; DONELLY et al., 2007).
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Descrevem-se como vantagens da aPDT: o baixo custo do agente
fotossensibilizador ja que sua aplicacdo constante, em altas concentracdes, na drea
infectada por tempo prolongado ndo se faz necessdria; a morte microbiana mais rdpida; a
capacidade de inativar cepas resistentes a antibidticos; a prevencdo ao aparecimento de
novas formas resistentes a antifiingicos e antimicrobianos (devido a multiplicidade de
moléculas alvos), a possibilidade de desenvolver formulagdes farmacoldgicas com acao
especifica na 4rea infectada e a inexisténcia de interagcdes medicamentosas indesejaveis.

(ZANIN et al., 2006; JORI et al., 2006).

Como antitumoral, a PDT é uma terapia ndo invasiva. Pode atingir com precisdo e
alta seletividade tumores diagnosticados precocemente, melhorar a qualidade e a
longevidade de pacientes em estado avancado da doenca, permitir a administracdo de doses
repetidas sem que haja uma dose total limitada e, apresentar efeitos colaterais moderados
(HOOPER, 1996, 2000; DOUGHERTY et al., 1998; BROWN et al., 2004; ALLISON et

al., 2006; NYST et al., 2009)

Dois tipos iniciais de processos podem ocorrer com os fotossensibilizadores
(MAISH et al., 2004; PERRUSI, 2007). A reacdo tipo I € iniciada pela interacdo do
fotossensibilizador com biomoléculas e resulta na formacdo de radicais livres (radicais
peroxido e vdrias outras espécies reativas de oxigénio) provenientes da transferéncia de

ions hidrogénio ou de elétrons que podem degradar as células (LIM et al., 2002).

A reacdo tipo II ocorre quando o fotossensibilizador, em seu estado triplete,

interage com oxigénio molecular e ar forma oxigénio singlete, que constitui o principal

13



agente téxico da PDT (FERGUSON, 2002; KONAN; et al 2002; ALLEMANN &
SCHNEIDER, 2002). Estas reacdes podem ocorrer simultaneamente e a proporcao entre
estes processos depende do fotossensibilizador usado, da sua concentracdo e da quantidade

de oxigénio presente no meio reacional (CASTANHO et al., 2004).

Em resumo, a atividade fotodindmica para indu¢do de dano e morte celular é
determinada por basicamente cinco propriedades fotofisicas e fotoquimicas: (1) a completa
ionizacdo dos fotossensibilizadores; (2) o coeficiente de extingdo molecular €; (3) a
formacao de campo quantico do estado triplete ¢T; (4) o potencial redox dos estados
excitados do fotossensibilizador, se a reagdo seguir o processo tipo I ou, (5) a formacdo de
campo quantico do oxigénio singlete, se a reacdo seguir o processo tipo II (AVELINE,

2001).

Entretanto, a habilidade de um componente em absorver uma luz incidente nao
significa necessariamente que ele possa atuar como um fotossensibilizador. Outros
requisitos importantes sdo: ndo ser toxico para as células sadias do hospedeiro, deve
permanecer em estado excitado por tempo suficiente para permitir a interagdo do
fotossensibilizador com o oxigénio presente nas células produzindo espécies tdxicas
capazes de causar a morte da célula indesejavel (MACROBERT et al., 1989; ACKROYD

et al., 2001).

Os fotossensibilizadores podem ser hidrofilicos, lipofilicos ou anfifilicos. Essa
caracteristica afeta os parametros fotofisicos e a eficdcia do fotossensibilizador, assim como

determina a via de administracdo in vivo: oral; endovenosa, intraperitoneal ou tdpica.
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Fotossensibilizadores hidrofébicos tém alta tendéncia a agregar-se em meio aquoso e
necessitam de outras moléculas, como por exemplo, lipossomos para manter-se dispersos
(NYMAN & HYNNINEN, 2004). Ja os hidrofilicos podem acumular-se rapidamente na
lesdo e ser excretados. Essa propriedade pode ser vantajosa para prevenir fotossensibilidade

cutanea ao corante (SEGUCHI et al., 2002).

Grande parte das moléculas que podem atuar biologicamente como
fotossensibilizadores tem em sua estrutura um anel heterociclico similar ao presente na
clorofila e hemoglobina (ACKROYD et al., 2001). A maioria dos fotossensibilizadores que
estdo sendo empregados ou investigados para o tratamento de cancer e outras doencas €
baseada em nucleos tetrapirdlicos incluindo porfirinas, clorinas, bacterioclorinas e
ftalocianinas, devido a sua baixa toxicidade na auséncia de luz em células de mamiferos e
por suas propriedades de acumulo por mais tempo nas células alvo (DETTY et al, 2004;

PERUSSI, 2007).

Visando o desenvolvimento de novos fotossensibilizadores, muitas substancias
estdo em fase de teste (TARDIVO et al., 2005), a fim de reduzir os efeitos colaterais dos
tratamentos e aumentar sua eficiéncia, como na cura do paciente com aplicagcdes menores
de droga. Dentre os fotossensibilizadores que podem ser tteis a PDT, hd relatos de estudos
com os corantes fenotiazinicos, que se caracterizam por ndo serem toxicos as células
humanas em concentracdes superiores as requeridas para a inativacdo microbiana efetiva

(WAINWRIGHT, 1998).
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Na PDT antimicrobiana emprega-se fotossensibilizadores derivados de corantes,
tais como os xantenos halogenados (Rosa de Bengala—RB), fenotiazidicos (Azul de
Toluidina—TBO, Azul de Metileno—AM), acrinas, tionina e conjugados de clorina (es)
(PERRUSSI, 2007; TADA, 2007). Essas substancias possuem baixo custo, forte absor¢ao
de luz na regido acima de 660nm (onde a luz apresenta maior penetracdo no tecido) alto

rendimento quantico de estado triplete e de geracdo de oxigénio singlete (TADA, 2007).

Quanto a substancias fotoativas naturais, derivadas de espécies vegetais, descreve-se
a classe das antocianinas (WONGCHAREE et al., 2007), betalainas, como a gomphrenina,
isolada de espécies de Amaranthaceae (QIN & CLARK, 2007; ZHANG et al., 2008),
antraderivados, como as antraquinonas (NUNEZ MONTOY A et al., 2003, 2005; WANG et
al., 2006; COMINI et al., 2007), curcumina, isolada da planta Curcuma longa (LEUNG &
KETE, 2009; PARK et al., 2007; KOON et al., 2006) e perilenequinona, como a hipericina,
um pigmento fotoativo natural produzido por plantas do género Hypericum da familia
Guttiferaceae (STUPAKOVA er al., 2009). Fotossensibilizadores naturais isolados de
microrganismos também foram descritos, como por exemplo, as perilenequinonas

Hipocrellina A e B isolada do fungo Hypocrella bambusae (LIU et al., 2009).

Recentemente foi desenvolvido um trabalho com o extrato alcodlico de Hyptis
martiusii (Lamiaceae) e Eugenia jambolana (Myrtaceae) em que foram analisados quanto a
atividade fotossensibilizadora frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, obtendo-
se resultados promissores em relacdo a inativacdo de bactérias (COUTINHO et al., 2009).

GASPARETTO et al. (2010) demonstraram que os extratos de Alternanthera maritima
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(Amaranthaceae) apresentavam potencial efeito como fotossensibilizadores naturais em

PDT antimicrobiana.

2.0bjetivos

Este trabalho teve como objetivo geral a bioprospeccdo de fotossensibilizadores
naturais e de outras substancias bioativas em E. chlorophylla.

Objetivos especificos:

Avaliar o comportamento do extrato etandlico das folhas de E. chlorophylla na
absorcdo de luz na regido espectral do visivel de interesse ttil para aplicacdo em aPDT
(600 a 800nm) e avaliar a sua eficiéncia fotoquimica;

e Adequar metodologia e avaliar a atividade antimicrobiana in vitro (frente a bactérias e
leveduras) do extrato etandlico, de suas fracdes, dos 6leos essenciais e das substancias
isoladas de E. chlorophylla e determinar sua concentrac¢ao inibitéria minima (CIM);

e Padronizar protocolo experimental in vitro de PDT antimicrobiana e avaliar o efeito do
extrato, fracdes e substancia isolada como fotossensibilizadores naturais em PDT;

e Realizar estudo fitoquimico de E. chlorophylla monitorado pela andlise de absor¢ao de

luz na regido do visivel de interesse em PDT, pela avaliacdo da eficiéncia fotoquimica

e/ pelos bioensaios.
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3.Material e métodos

3.1.Coleta, classificacao e obtencao do Material Vegetal

O material vegetal, folhas in natura, de Eugenia chlorophylla foi coletado em seu
habitat natural na cidade de Curitiba (PR) pela Prof®. Dra. Maria Elida Alves Stefanello do
departamento de quimica da Universidade Federal do Parand (DQ/UFPR), sendo a
identificacdo botanica efetuada pelo Prof. Dr. Armando Carlos Servi do departamento de
biologia da Universidade Federal do Parand (DB-UFPR). Amostras foram depositadas no
herbario do DB-UFPR (ntimero de registro UPCB 53304). Visando a correta identificacao
da espécie. Neste estudo, somente os individuos que apresentaram flores e/ou frutos foram

coletados para a preparacao dos extratos.

3.2.Preparo dos extratos brutos

As folhas coletadas foram secas em estufa de ar circulante a temperatura de 40 °C
(até textura fridvel) e em seguida pulverizadas em moinho de faca. O p6 obtido foi
submetido ao processo de maceracdo, primeiro com hexano (para baixa polaridade) e
depois com etanol (solvente mais polar), na propor¢do massa de pd/solvente de 1:20
(massa/volume) (Figura 1.). Foram utilizados 240 g de p6 das folhas de E. chlorophylla.
Das solucdes obtidas foram removidos os solventes em rota evaporador sob pressao
reduzida, obtendo-se assim diferentes extratos brutos. Apds completa secagem foram

calculados os rendimentos (Tabela 1).
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Material
Vegetal

1) Extracdo com Hexano (25 °C),
cinco vezes (Renovacdo do solvente em 48h)
2) Filtracdo e concentra¢io dos solventes

Extrato em Hexano

Eliminacdo do solvente sob
pressao reduzida

Extrato Bruto Hexanico (ECH)

Residuo sélido

1 )Extrag@o com etanol (25 °C)

cinco vezes (Renovacido do solvente em
48h)

2)Filtracdo e concentracdo do solvente

Extrato em Etanol Residuo solido

Eliminacédo do solvente
sob pressao reduzida

Extrato Bruto Etandlico (ECB)

Figura 1. Esquema de preparacdo do extrato bruto de Eugenia chlorophylla extraido em solventes organicos.

Tabela 1. Rendimento dos extratos organicos e cédigos das folhas de Eugenia chlorophylla.

Extratos Cédigo | Rendimento (g)
Hexanico ECH 3,67
Etandlico ECB 18,43
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3.3. Fracionamento dos extratos brutos

Buscando-se o isolamento dos constituintes ativos presentes na espécie em estudo, o
extrato etandlico foi submetido ao processo de fracionamento biomonitorado. O ECB foi
submetido a um processo de extracdo liquido-liquido, visando a eliminacdo de pigmentos
tais como clorofila e constituintes apolares de menor interesse. Esse extrato foi solubilizado
em 20 mL de uma solu¢do de metanol com 10% de dgua e submetido a trés extracdes
consecutivas com hexano, na propor¢ao de trés partes de hexano para uma parte de solugao
metanol/agua.

Separou-se a solugcdo hexanica da solucdo metanol/dgua em funil de separacdo. A
solucdo metanol/dgua foi submetida a trés novas extragcdes consecutivas com
diclorometano, utilizando a propor¢ao de trés partes de diclorometano para uma parte de
solu¢do metanol/agua, sob agitacdo manual em cada uma delas. Para que as fases fossem
visiveis acrescentou-se dgua até 40% do volume. A solugdo diclorometanica e a solugcao
metanol/dgua foram separadas em funil de separacdo. A solu¢do metanol/dgua foi
submetida a trés extragdes com n-butanol, utilizando a propor¢ao de 3 partes de n-butanol
para uma de solu¢do metanol/dgua, sob agitacio manual em cada extracdo. A solugdo n-
butandlica foi separada da solucdo remanescente (metanol/dgua). Todos os solventes foram
removidos em rota evaporador sob pressdo reduzida, obtendo-se assim diferentes fracoes

(Figura 2 e Tabela 2).
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Extrato bruto Etanoélico das
partes aéreas (ECB)

1) Dissolugdo em 20ml de Metanol:H,O (9:1)
2) Extracdo com Hexano (trés extragdes na
propor¢do 3:1 (v/v) hexano:soluc¢do obtida no item

1)

Fracao hexanica (ECHX)

Solu¢dao Metanol/H,O (9:1)

1) Adicao de 4dgua até 40% do volume
2) Extracdo com diclorometano (trés extracdes
com agitacio manual na propor¢cdo 3:1 (v/v)
diclorometano:solucao metanol/dgua)

Solucdo metanol/H>O (3:2)

Fracao diclometanica (ECD)

1) Extra¢do com n-butanol

2) Extracdo com n-butanol (trés extracdes com
agitacdo manual na proporcdo 3:1 (v/v) n-
butanol:solu¢do metanol/dgua)

Fracao remanescente (ECR)
(Solucao metanol/H,0)

Fracao n-butandélica (ECBT)

Figura 2. Fluxograma do fracionamento do extrato etanélico bioativo de Eugenia chlorophylla.

Tabela 2. Rendimentos obtidos a partir do fracionamento do extrato bruto etandlico (ECB) de Eugenia

chlorophylla .
Fracoes Codigos Rendimentos (g)
Hexanica ECHX 0,65
Diclorometanica ECD 8,06
Butanodlica ECBT 2,14
Remanescente ECR 4,16
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a) Purificacao da fraciao diclorometanica (ECD).

Em funcdo dos resultados positivos obtidos (Itens 4.6 e 4.7) nos ensaios
microbioldgicos antibacterianos e antiflingicos com aplicacdo do laser, assim como da
confirmacdo de producdo de oxigénio singlete pelo método DPBF (Item 3.7.2) de ECD,
continuou-se o processo de fracionamento para prosseguir na busca de fossensibilizadores e
substincias bioativas.

Assim, uma parte da fracdo diclorometanica (1,39 g), foi submetida ao
fracionamento através de cromatografia em coluna (altura x ¢ = 42,0 x 2,2 cm) contendo
sephadex LH-20 como fase estaciondria e eluida com metanol, obtendo-se 63 fracdes de 15
mL cada. As fracdes obtidas foram analisadas em cromatografia de camada delgada
analitica (CCD) e reunidas de acordo com as semelhancas entre os cromatogramas.

Também se empregou a técnica de cromatografia de camada delgada preparativa
(CCD) em que as placas cromatograficas foram preparadas pela aplicacao de suspensdo do
adsorvente (silica gel PFisai366 - Merk) em dgua destilada sobre placas de vidro com
espalhador de tipo Desaga, tendo a camada adsorvente a espessura de 1 mm.

Apbs a preparagdo, as placas foram deixadas em repouso (6 horas) a temperatura
ambiente e posteriormente ativadas a 150 °C. Posteriormente as amostras foram aplicadas
em linha, respeitando as margens correspondentes a altura do solvente na cuba. A mistura
de solventes utilizada na elui¢do foi acetato de etila/hexano (80:20) em cuba saturada.
Como reveladores para a CCD empregou-se a irradiagdo com UV em 254 e 366 nm. As
bandas foram raspadas, eluidas no mesmo solvente utilizado para o desenvolvimento da

cromatografia e filtradas.
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Em seguida, procedeu-se a andlise em CLAE-UV-DAD, com a finalidade de
verificar a pureza das amostras. Para as amostras ECD-26 e ECD 26b preparou-se ainda
duas colunas de Silicagel 60:PVPP a qual foi eluida com metanol e as fracdes resultantes
foram monitoradas por CCD para verificacdo de sua pureza e reunido das amostras com
perfis cromatogréficos semelhantes.

b) Isolamento dos constituintes quimicos.

Observou-se a formacdo de precipitado nas fragdes ECD-25 (Smg) e ECD-26
(10mg), que foram lavadas com acetona. Obteve-se dessa forma a fragdo ECD-26b que
juntamente com a ECD-25 foram analisadas por cromatografia liquida (CLAE) com
detectores ultra-violeta (UV) e arranjo diodo (DAD) nos comprimentos de onda de A-254
nm e A-660 nm. Utilizou-se uma coluna supelco RP-5 pul. 18 com injecdo de 20 pL de
amostra em fase mével correspondendo a seis partes de metanol para quatro partes de dgua
(6:4, v/v), com 0,1% de acido acético e vazao de 1mL/min em modo de eluicdo isocratico.

A fracdo ECD-26 foi recristalizada obtendo-se as fragdes ECD-26b(5mg)
(remanescente da lavagem) e ECD-26¢ (3mg) (contendo cristais) solubilizadas em metanol
deuterado para as quais foi obtido o espectro de RMN'H junto 2 central analitica do
instituto de quimica (IQ) da UNICAMP (Figura 3.)

Para a fracdo ECD-26c, observou-se o predominio de uma substincia fendlica
heterosidica para a qual tentou-se obter os demais dados espectrais (RMN 2D (HMBC e

HMQC) e ESI-MS), visando a identifica¢do do constituinte majoritdrio.
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Fracdo diclorometanica (ECD)

1) Solubilizagdo em MeOH a temperatura ambiente (25 °C)

2) Centrifugacdo a 3000 rpm (trés vezes)

3) Fracionamento (Sephadex-LH20) e reunifo das fracdes com
mesmo perfil por CCD — 63 frac¢des. Extracdo em HCl a 3% (v/v)

ECD-26 ECD-25

1) Lavagem com acetona
2) Recristalizacio

ECD-26b ECD-26¢

Figura 3.Etapas do isolamento dos constituintes quimicos da fragdo diclorometinica (ECD) de Eugenia
chlorophylla.

3.4.1dentificacao dos constituintes quimicos

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada utilizando-se métodos
espectroscopicos (UV, RMN (1D e 2D), espectrometria de massas) e através da
comparacdo com dados da literatura. A identificacdo utilizando-se métodos
cromatograficos e espectrometria de massas, com comparacdo com amostras-padrdo

auténticas também foi realizada.

3.5.Espectroscopia de absorc¢io na regido do visivel

O extrato bruto etandlico e suas fragdes foram analisados quanto a sua capacidade

de absorcdo de luz. Para isso foi feito uma andlise preliminar entre os comprimentos de
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onda de 400 a 830nm (varredura na regido do visivel) para determinar a regido de maior
absor¢do de luz de cada amostra em estudo, utilizando-se um leitor de microplaca (Biotek,
Sinergy 2).

O volume final de cada amostra no pogo foi de 100 pL e as concentragdes finais
das amostras no poco foram de 1,25 mg/mL em &4gua: propilenoglicol (95:5), para os
extratos brutos e fragdes.

Como branco (controle negativo), utilizou-se o diluente dgua: propilenoglicol (95:5)
e como controle positivo, o azul de metileno (0,1 mg/mL). As leituras foram realizadas em
triplicata.
3.6. Espectroscopia de fluorescéncia de emissao e excitacio em estado estacionario

O ECB e ECD foram avaliados quanto a suas caracteristicas fluorescentes em
estado estaciondrio no modo de emissdo e excitacdo na concentracdo de 0,1mg/mL. Estes
ensaios foram realizados junto ao Laboratério de Fotoquimica e Fotofisica Cldssica e com
Laser do IQ-UNICAMP em colaboracao com a professora Dra. Teresa Dib Zambon Atvars.
Portanto, para estas amostras, obtiveram-se novos espectros de absor¢do UV-visivel,
utilizando-se um espectrofotdmetro Hewlett Packard 8452 A. A partir dos picos obtidos no
espectro de absorcdo escolheu-se os comprimentos de onda adequados para excitagdo e
leitura de emissdo de fluorescéncia das amostras. Por fim, para definir o comprimento de
onda fixou-se os comprimentos de onda de emissdo segundo os resultados obtidos nos
ensaios de excitacdo. O equipamento utilizado para estas medi¢cdes foi um
espectrofluorimetro ISS-PC1, operando com uma lampada de xenonio. As solugdes de cada
amostra, a 0,1 mg/mL diluidas em 3,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) foram colocadas
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em uma cubeta de quartzo 1 cm de caminho dptico e com as quatro faces transparentes.
Dessa forma, a emissao de fluorescéncia foi captada a 90° em relacdo a fonte de excitagao.

As fendas de saida do laser utilizadas foram de 2,0 mm.

3.7. Avaliacao da eficiéncia fotoquimica dos extratos
3.7.1. Verificacdo do comprimento de onda e poténcia do LASER

Para ativacdo do fotossensibilizador utilizou-se um equipamento laser de baixa
poténcia do tipo InGaAIP (Fosfeto de Indio-Gélio- Aluminio) modelo PHOTON LASE nod.
III, DMN Equipamentos Ltda, com poténcia de 35mW e comprimento de onda de 660nm

(laser vermelho).

A fonte de laser iluminou uma area de 0,38 cm’ com tempo de irradiacdo de 5 min,
resultando em uma densidade de energia de 560 J/cm?” para cada amostra. Para verificacdo
do comprimento de onda e poténcia do aparelho, o feixe de luz emitido pelo laser foi
submetido a avaliagdo em espectrometro/monocromador modelo Princeton instruments
acton SP2300 e medidor de poténcia modelo fildmaster. Os dados obtidos a partir dessas
andlises foram processados no programa Win Spec/32 e o resultado expresso em forma de

gréfico (Figura 4.).
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Figura 4. Espectro de absor¢do da radiacdo laser durante 5 minutos de irradiacdo, avaliado por um
espectrometro/monocromador modelo Princeton instruments acton SP2300 e medidor de poténcia modelo

fildmaster.
3.7.2.Avaliacdo da formacao de Oxigénio Singlete (Ensaio DPBF)

Na avaliacdo da eficiéncia fotoquimica das amostras utilizou-se ensaio que monitora
a fotodecomposicao do 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF) como descrito por ALVES et
al. (2009) e ROBERTSON et al. (2009), com modificagdes, medindo a absorbancia (A=415
nm) com intervalo de irradiacdo de 1 min, sendo o decaimento da cinética de decomposicdo

proporcional a produc¢do de oxigénio singlete da amostra.

Este ensaio indica indiretamente a ocorréncia de reac¢do do tipo II, uma vez que o
DPBF ¢ um conhecido “seqiiestrador” de oxigénio singlete e através da sua queda de
fluorescéncia (avaliada espectroscopicamente), pode-se avaliar a eficiéncia da amostra para

gerar oxigénio singlete (ROBERTSON et al. 2009).

Solucdes estoque do extrato bruto etandlico, fracdes a 25 mg/mL em DMSO:H,O
(9:1) e uma solugdo estoque de DPBF a 100 pM em DMSO foram preparadas no mesmo

dia de realizagdo do ensaio. Para andlise, a mistura de reacdo constituia de 50 pL do
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estoque de DPBF (concentracdo final no poco de 50 uM) e 50 puL do estoque da amostra
analisada foram colocados no poco 1A de placas de 96 pocos. Para cada amostra duas
misturas de reagOes foram feitas, uma irradiada com laser e outra ndo irradiada e sequer
exposta a luz ambiente. A mistura irradiada foi submetida ao laser (660 nm, densidade de
energia de 28 J/cm” e drea irradiada de 0,38 cm®) por 1 min, apds o qual mediu-se a queda
da absorbancia do DPBF a 410 nm. A ndo irradiada, foi submetida 2 mesma leitura em
intervalos de 1 min. Os experimentos foram realizados em triplicata e como controle
negativo utilizou-se a amostra ndo submetida a irradiacdo laser mantendo as demais

condi¢cdes experimentais.

3.7.3.Determinacao da atividade fotodinamica pelos mecanismos fotoquimicos do tipo

I ou tipo IT em modelo biolégico in vitro

Procedeu-se a andlise para determinacdo da atividade fotodindmica, pelos
mecanismos fotoquimicos do tipo I ou tipo II, em modelo biolégico in vitro seguindo
procedimento experimental descrito por SU et al. (2011), com modifica¢des. Para tanto,
utilizou-se os seguintes inibidores com suas respectivas concentragdes: mecanismo do tipo
I- manitol (10 mM) e 4cido ascorbico (30 mM); mecanismo do tipo II- azida sédica (1 mM)
e histidina (10 mM); mecanismo do tipo I e II: triptofano (10 mM). O micro-organismo
utilizado nesse ensaio foi selecionado de acordo com os resultados obtidos no ensaio
biolégico (Item 4.7). Utilizou-se o Staphylococcus epidermidis — ATCC 12228 como
indicadora deste bioensaio, micro-oganismo este que se apresentou mais susceptivel a

fotoinativacdo pelas amostras-teste nos ensaios de PDT-antimicrobiana. As porcentagens de
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sobreviventes foram calculadas de acordo com a equacdo [(N1/NO)x100], em que NO
representa o nimero de UFC/mL de cada amostras antes da irradiagdo e N1 representa o
nimero de UFC/mL apds a exposi¢ao a luz. Este experimento foi realizado em duplicata
para cada inibidor (dois ensaios com irradiacdo ou nio e plaqueamento, n=4), sendo os
resultados expressos como as médias + desvio padrao das quatro repeticdes.
3.8.Efeito do oxigénio no processo de fotoinativacio

Para investigar a importancia do oxigénio no processo de inativagdo, os ensaios foram
desenvolvidos variando a presenca de oxigénio na solucdo da amostra com posterior
substituicdo por nitrogénio. Através deste teste foi possivel verificar se havia interacdo do
fotossensibilizador presente na amostra, com o oxigénio e nitrogénio presente na solucao.
3.9.Ensaios Biologicos in vitro

Os ensaios bioldgicos in vitro frente a bactérias e leveduras foram realizados no

Departamento de Biologia Vegetal, Laboratério de Farmacognosia, Tecnologia

Fitofarmacéutica e de Bioensaios, UNICAMP.

3.9.1 Determinacio da atividade antimicrobiana e da concentracio inibitéria minima
(CIM)

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em dgar, pela
técnica de poco em camada dupla e pelo método de microdiluicdo (GROVE & RANDALL,
1955; NCCLS, 1993 e 1998; ESPINHEL-INGROFF et al., 1995; OKEKE et al., 2001)

seguido de adequacdo de metodologia como descrito por SALVADOR er al., (2003 e

2004).
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Para realizacdo dos ensaios utilizaram se 15 cepas de bactérias cepas padrdo e cepas
de campo: Gram-negativas e Gram-positivas:
Escherichia coli - ATCC 10538;
Escherichia coli — ATCC 10799;
Proteus vulgaris — cepa de campo;
Salmonella typhimurium — cepa de campo;
Enterobacter aerogenes — cepa de campo;
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853;
Kocuria rhizophila - ATCC 9341,
Staphylococcus aureus - ATCC 6538;
Staphylococcus aureus - ATCC 14458;
Staphylococcus aureus cepa de campo 8 penicilinase negativo;
Staphylococcus aureus cepa de campo 7" penicilinase positivo;
Staphylococcus epidermidis — ATCC 12228;
Staphylococcus epidermidis — cepa de campo 6epi;
Bacillus subtilis — cepa de campo;
Enterococcus faecalis — ATCC 10100;
Cultivadas por 24h a 37 °C em Miiller Hinton (Difco)- MH (protocolo padrio para
bactérias) e oito leveduras:
Candida albicans — ATCC 1023;
Candida albicans - ATCC 10231;

Candida tropicalis — cepa de campo;
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Candida tropicalis — ATCC 157,
Candida glabrata - ATCC 30070;
Candida dubliniensis - ATCC 778157;
Candida dubliniensis - ATCC 777,
Candida parapsilosis - ATCC 22019;

Cultivadas por 48h a 30 'C em dgar Sabouraud dextrose (ASD) (protocolo padrdo
para leveduras). As cepas foram mantidas como culturas puras no Laboratério de Produtos
Naturais e de Bioensaios do IB/DBV/Area de Ciéncias Farmacéuticas/UNICAMP.

No plaqueamento, para as bactérias, a camada base foi obtida pela adi¢ao de 20 mL
de MH em placas de 20 x 150 mm. Apés a solidificacdo foram adicionados 20 mL de MH,
a cerca de 45 'C, inoculados com as cepas bacterianas (6.106 UFC/mL), obtendo-se, assim,
a camada seed. Ap6s solidificacdo confeccionou-se pocos com 5 mm de didmetro. No caso
das leveduras, a camada base foi obtida pela adicdo de 20 mL de ASD e posterior a
solidifica¢do foram adicionados 20 mL de ASD, a cerca de 45 °C, inoculados com cepas
padrdo (6.10° UFC/mL) para obter-se a camada seed e em seguida foram confeccionados
pocos com 5 mm de didmetro.

Em cada poco foram aplicados 20 pL das solucdes controle (positivo e negativo) e
drogas-teste. Os extratos foram preparados em propilenoglicol:agua (5:95) e aplicados nas
concentragdes de 25, 5 e 1 mg/mL. Como controle positivo foram utilizados bacitracina
(200 UI/mL), para o ensaio com bactérias e cetoconazol (100 pg/mL) para o ensaio com
leveduras e como controles negativos propilenoglicol:agua (5:95) e propilenoglicol

esterilizado. As placas-testes foram mantidas a temperatura ambiente por cerca de 2h e
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depois incubadas a 37 °C por cerca de 24h para as bactérias e por 30 °C por cerca de 48h
para as leveduras.

Decorrido o periodo de incubagdo, as zonas de inibicio do desenvolvimento
microbiano foram mensuradas, em milimetros, em termos de didmetro (halo) e do aro da
borda do poco a inicio do desenvolvimento (ug/mL). Os experimentos foram realizados
pelo menos em duplicata, para cada cepa indicadora utilizada.

Para as amostras-teste que se mostraram ativas na concentra¢do usada procedeu-se a
determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), pelo método de microdilui¢do em
placa com 96 pocos, de acordo com metodologia preconizada pela ANVISA (2008). Foi
considerada como CIM a menor concentracdo onde se observou a inibi¢do de 100% do
desenvolvimento microbiano (OKEKE et al., 2001; SALVADOR el al., 2002).

Em uma placa de microdiluicdo estéril com 96 pocos, em pogos individuais foram
aliquotados 50 pL dos caldos Trypticase Soy broth (TSB), para bactérias e ASD, para
leveduras, 50 puL das drogas teste em diferentes concentragdes e 5 ul. da suspensdo de
micro-organismos com turvagdo equivalente a 6.10° UFC/mL da escala de Mac Farland.

Como controles positivos foram utilizados a bacitracina (200 UI/mL) para o ensaio
com bactérias e o cetoconazol (100 pg/mL) para o ensaio com leveduras e como controles
negativos propilenoglicol:agua (5:95, v/v) e propilenoglicol esterilizado em autoclave, além
do controle do indculo e controle do meio de cultura.

Decorrido o periodo de incubagdo, procedeu-se a leitura visual da turvacdo nos
pocos e quando em duvida quanto a inibicao total, o material do pogo foi inoculado (estrias)
em placas contendo meio Trypticase Soy agar (TSA), para bactérias e meio ASD, para
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leveduras e ambas foram incubadas para verificar se o efeito era biocida ou ndo. Ou seja,
verificou-se se houve ou ndo crescimento dos micro-organismos nas placas. Os
experimentos foram realizados pelo menos em duplicata para cada cepa indicadora

utilizada.

3.9.2.Avaliacao do efeito de produtos naturais como fotossensibilizadores em PDT

Os ensaios foram realizados no laboratorio de Produtos Naturais e Bioensaios do
IB-UNICAMP. Quanto ao laser, foram estudadas as condi¢des de operacdo (tipo de laser,
comprimentos de onda, dentre outros parametros) e avaliou-se o efeito antimicrobiano da

associagdo laser/extrato e laser/fracao.

Equipamento Laser

Foi utilizado o equipamento laser diodo InGaAIP (meio ativo fosfeto de indio-galio-
aluminio) modelo Photon Lase III (DMC equipamentos), que opera com comprimento de
onda de emissdo de 660 nm, localizado na faixa de luz visivel, regidao do vermelho do

espectro eletromagnético.

Figura 5. Equipamento laser Photon Lase®.
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a)Avaliacao do efeito como fotossensibilizador em PDT antimicrobiana

Para este ensaio foram escolhidas as cepas de bactéria e leveduras que apresentaram
menor CIM na avalia¢do preliminar.
Cepas bacterianas:

Foram utilizadas bactérias Gram positivas e Gram negativas, cepas padrio,
cultivadas por 24h a 37 °C em Muller Hilton (Difco)- MHb.

Staphylococcus aureus — ATCC 14458
Staphylococcus aureus — ATCC 6538
Staphylococcus epidermidis — ATCC 12228
Staphylococcus epidermidis — cepa de campo 6epi
Escherichia coli — ATCC 10799

Proteus vulgaris — cepa de campo

Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853
Cepas de leveduras:
Foram empregadas leveduras, cepas padrdo, cultivadas por 48h a 30 °C em agar

Sabouraud Dextrose- ASD.

Candida albicans — ATCC 1023
Candida albicans — ATCC 10231
Candida dubliniensis — ATCC 778157
Candida parapsilosis - ATCC 22019
Candida tropicalis — ATCC 157

Procedeu-se a andlise seguindo procedimento experimental de GASPARETO et al.
(2010), GASPARETTO (2008), LAPINSKI (2008), com modificacdes. Em uma placa de

microdiluicdo estéril com 96 pocos, em pocos individuais foram adicionados 50 pL do
34



meio de cultura (TSB para bactérias e ASD broth para as leveduras), 50 pL das drogas-
testes (a concentracdo foi padronizada em metade da CIM) e 5 pL da suspensdo de
microrganismos (6.106 UFC/mL, segundo a escala de Mac Farland, sendo que foi realizada
a contagem do in6culo para cada cepa estudada). Como controle positivo foi utilizado o
fotossensibilizador azul de metileno (0,1 mg/mL), diluido em solucdo salina estéril e como
controle negativo foi usado o diluente (propilenoglicol/dgua) 5:95, além do controle do
inéculo e do controle do meio de cultura.

Este experimento foi realizado em duplicata para cada droga teste (irradiacdo e
plaqueamento resultando em um n=4). Foram realizados dois experimentos em dois dias
diferentes (Neotal por amostra=8) para confirmar a reprodutibilidade do ensaio. Em cada ensaio
uma das placas foi submetida a radiacdo e outra nido (placa controle a qual nao ficou
exposta sequer a luz ambiente). O periodo de interacdo do fotossensibilizador em contato
com os micro-organismos, antes da aplicacdo do laser foi de 5 minutos com base em
procedimento experimental de GASPARETTO (2008) e GASPARETO et al. (2010).

As placas foram irradiadas com laser operando em densidade de energia de 28)/cm?
por 5 minutos e drea irradiada de 0,38cm’ por amostra. Depois da irradiacdo as placas
foram incubadas como descrito anteriormente.

Ao término do periodo de incubagdo, procedeu-se a dilui¢do seriada (1()'1, 10"2, 107 )
em tubos de ensaio com 0,9 mL de solu¢do de NaCl a 0,9%, e, para cada uma das amostras,
aliquotas da dilui¢do a 10™ contendo 10 puL de bactérias e 50 pL de leveduras foram
plaqueadas em duplicatas no meio TSA para bactérias e ADS para leveduras. Decorrido o
periodo de incubacdo padrdo para cada micro-organismo, determinou-se o ndmero de
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unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL) através de contagem, estimando-se a
porcentagem de redu¢do de UFC/mL para cada micro-organismo.

3.10.0Obtencao e analise dos dleos essenciais
3.10.1.Isolamento do dleo essencial

O material vegetal (folhas, caule e flores) de E. chlorophylla foi coletado de um
mesmo individuo em seu hébitat natural, cujas amostras foram depositadas no herbario da
UFPR (ntimero de registro UPCB 53304) na cidade de Curitiba (PR) em 09/2005. Material
vegetal este que ja foi objeto de estudo anterior (STEFANELLO et al., 2008) e em 01/2011
foi novamente coletado para nova andlise. O material vegetal fresco foi submetido,
individualmente, ao processo de hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger por duas horas,
seguindo metodologia descrita por STEFANELLO er al. (2008). No final de cada
destilacdo, os 6leos obtidos foram recolhidos e secos com Na,SO, anidro, sua quantidade
foi determinada e as amostras foram transferidas para frascos de vidro ambar e mantidos a

temperatura de -18 °C.

Os oleos essenciais (caule, folhas e flores) obtidos em 2005 foram submetidos a
andlise de seus constituintes quimicos em dezembro de 2005 (STEFANELLO et al., 2008).
Desde entdo, foram mantidos em congelador (-4 °C) e em maio de 2011 foram reanalisados

por CG/EM juntamente com os Oleos obtidos a partir da coleta realizada em 01/2011.

b)Analise de volateis e perfil quimico por CG/EM

As analises por CG/EM (70 eV) foram realizadas em equipamento Shimadzu

CG/EM equipado com uma coluna capilar Durabond-DB5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) e
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operado de acordo com metodologia descrita por STEFANELLO et al. (2008): 60 °C por 3
min e, em seguida, foi programada uma rampa de 60-220 °C com aumento de 5 °C/min e
depois mantido em isoterma a 220 °C por 5 min. O gds de arraste foi o hélio (1 mL/min) e a
temperatura do injetor e do detector de 250 °C. As andlises foram realizadas no modo de
injecdo split 1:20. Os componentes dos 6leos essenciais foram identificados com base em
dois pardmetros: por comparacio de seus indices de retengiio, sendo calculado o Indice de
Kovats pela corrida nas mesmas condi¢des de padrao de n-alcanos (Sigma-Adrich) e pela
andlise dos espectros de massas por comparacdo com aqueles encontrados na literatura e

em banco de dados (NYST, 1998).
c)Avaliacio da atividade antimicrobiana e antioxidante dos dleos essenciais

A atividade antimicrobiana dos 6leos foi avaliada de acordo com STEFANELLO et
al. (2008). A atividade antioxidante destes Oleos essencias também foi avaliada pelo
método de cromatografia em camada delgada (CCD) com DPPH como revelador. A
amostra foi aplicada pulverizada sobre placa de CCD com uma solu¢do a 500 ug/mL de
DPPH em etanol. Apds a evaporagdo do solvente (cerca de 5 minutos), a atividade anti-
radical livre potencial foi verificada pelo aparecimento de manchas amarelas sobre fundo
violeta de acordo com o descrito por TAKAMATSU et al. (2003).
3.11.Estatistica

Para cada um dos experimentos foi utilizado o teste estatistico mais adequado

(ANOVA, Wilcoxon, teste de Tukey, teste ¢ de Student, dentre outros) com nivel de
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significancia de 0,05. Os resultados foram apresentados como médias e coeficiente de
variagdo (C.V).
4.Resultados
4.1.Preparacao dos extratos brutos e fracionamento biomonitorado

Inicialmente o pé das folhas de E. chlorophylla, foi extraido com hexano para que
as substancias mais apolares tais como pigmentos, clorofila, carotendides e substancias de
natureza graxa fossem extraidas e em seguida o material remanescente foi extraido com
etanol, originando, apds a eliminag¢do do solvente, o extrato etandlico bruto (ECB). Assim,
o extrato hexanico bruto (ECH) e a fracdo hexanica da particio do extrato etandlico

(ECHX) ndo foram avaliadas quanto a sua bioatividade por conterem substancias de pouco

interesse quanto aos objetivos deste trabalho.

O extrato etandlico (ECB) teve rendimento em massa de 18,43g a partir de 240 g
do p6 da planta. O estudo fitoquimico biomonitorado seguiu com o fracionamento do ECB,
o qual foi submetido a um processo de extracdo liquido-liquido (particio) com hexano,
diclorometano e n-butanol, dando origem a fragio ECHX (0,649g), ECD (8,057g), ECBT

(2,14g) e fracao ECR (4,162g).

O ECB e suas fracoes ECD (Anexo 1-2), ECBT e ECR foram submetidos a
estudos de desreplicacdo por CLAE-UV-DAD. As fracdes ECBT e ECR ndo se mostraram
promissoras na etapa de triagem e para tanto o estudo se concentrou no extrato ECB e

ECD, os quais foram submetidos a andlise por ESI-MS (Anexo 3-4).
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As andlises por ESI-MS e estudo de fragmentacdo por MS-MS (Anexo 5-8)
sugerem a presenca do acido quinico ([M-H] =191 m/z) e MS/MS ions m/z, 25 eV:
191—173, 127,111, 93, 85 no ECB e ECD , por comparagao com amostra padrao auténtica
(Anexo 7) e com dados da literatura (SALVADOR et al., 2011). De maneira geral,
verificou-se que o perfil quimico por CLAE-DAD e ESI-MS (Anexo 1 ao 8) do ECB e

ECD siao bastante similares.

A fragdo ECD foi submetida a fracionamento sendo obtidas as subfracdes ECD-
25, ECD-26b e ECD-26c¢. Pelas andlises iniciais dos cromatogramas (Anexo 10-12), e do
espectro de RMN'H (Anexo 13-14) e espectro de HMBC (Anexo 15) destas subfragcdes
verifica-se que em ECD26¢ ha o predominio de um constituinte fendlico heterosideo, que
ndo pode ser identificado devido a pequena quantidade em massa.
4.2.Varredura na regiao do visivel

A espectroscopia Optica revelou o perfil absortivo das amostras analisadas. Na
Figura 6A, podem-se observar os espectros do fotossensibilizador azul de metileno
(controle positivo), com pico de mdxima absorcio em 670nm, e do controle negativo, o
diluente propilenoglicol:dgua, (5:95). Os espectros de varredura na regido do visivel do
extrato ECB e a fracdo ECD, diluidos em DMSO/4gua (5:95) estdo apresentados na Figura
6B e 6C. Estas duas fracdes apresentaram absorcao entre os comprimentos de onda de 600
a 700nm, enquanto as outras fraces nio apresentaram absorc¢ao na regido de interesse para
PDT. Buscou-se obter os espectros em vdrias concentracdes, de maneira a minimizar a

saturacdo do detector (A=200 a 300nm).
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Figura 6. Espectro de absor¢do no visivel (A) do Azul de metileno e do diluente (Agua/Propilenoglicol 95:5),
(B), extrato bruto (ECB) e fracdo diclorometanica (ECD) de E. chlorophylla com o diluente
dgua/propilenoglicol (95:5) e (C) ECB e ECD com o diluente d4gua/DMSO (95:5). As amostras foram

avaliadas na concentragdo de 1,25mg/mL.

4.3. Espectroscopia de fluorescéncia de emissao e excitacio em estado estacionario

As andlises de fluorescéncia foram realizadas com o extrato bruto etandlico de E.
chlorophylla (ECB) e com a fracdo ECD da particio de ECB, pois essas amostras
demonstraram perfis de absor¢do, dentro da janela terapéutica, promissores para a busca de
fotossensibilizadores. Os espectros de absor¢do no UV-visivel de ECB e ECD apresentaram

picos de absor¢do maxima proéximos a A,,=270nm, e outros picos de menor intensidade nos
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comprimentos de onda A,p=300nm, A;p=415nm e Ayps=670nm (Figuras 7A e B). O 4cido
quinico identificado em ECB e ECD apresenta pico de absor¢io maxima préximo a

Aabs=350nm (Figura 7C).

Este resultado estd coerente com o obtido em microplaca e no Leitor Sinergy-2,
Biotek. No entanto, foi possivel obter sinal sem que houvesse saturacdo do detector devido
ao pico de absorcdo na faixa de 200-350nm. A partir deste resultado efetuou-se uma
varredura com excitagdo em Aex=350nm até 800nm, em que se obtiveram os espectros de
emissdo de fluorescéncia (Figura 8). A andlise dos resultados permitiu observar que a
maxima emissdo de fluorescéncia para ECB e ECD ocorre em Aen=670nm. Para ECD
houve maior intensidade de emissdo de fluorescéncia, sendo que as emissdes para oOS

demais comprimentos de onda de excitacdo tiveram intensidade reduzida.
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Figura 7. Espectro de absor¢do na regido do UV-visivel do (A), extrato bruto (ECB) e (B) fracdo
diclorometanica (ECD) de Eugenia chlorophylla e (C) 4cido quinico (concentra¢do de 0,1mg/mL, diluido em

DMSO).
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Figura 8. Espectros de emissdo de fluorescéncia do extrato bruto (ECB) da fra¢ao diclorometanica (ECD), de

Eugenia chlorophylla diluido em propilenoglicol na concentragcdo de 0,1mg/mL.

A partir dos resultados dos espectros de emissdo de fluorescéncia, fixou-se o
comprimento de onda de emissdo em dois comprimentos de onda, Aeni=630 nm e em
hemi=725 nm, para obtengdo dos espectros de fluorescéncia no modo de excitagdo (Figuras
9 e 10). No Aemi=430 nm observou-se uma banda bem definida em Aeq=415 nm. Em
Aemi=725 nm observou-se, também, uma banda em A.;=660 nm. As bandas obtidas sdo
coincidentes com as bandas do espectro de absor¢do. A fracdo diclorometanica, reproduziu
as mesmas bandas observadas para o extrato bruto, apresentando uma maior intensidade no

sinal.
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Figura 10. Espectros de excitagdo do ECD diluido em DMSO na concentracdo de 0,1mg/mL, A.,=630nm

(A), demi=725nm (B).

As amostras analisadas apresentaram emissdo de fluorescéncia, portanto ha

coeréncia entre os resultados encontrados nos experimentos fotoquimicos e fotofisicos

realizados e os resultados biologicos de PDT. Logo tanto o extrato bruto etandlico das

folhas de E. chlorophylla, quanto a sua fracdo diclorometinica da particio atuam como

fotossensibilizadores quando expostos a excitagdo a 660 nm.
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Assim, estes experimentos fotoquimicos e fotofisicos sdo importantes e podem ser
uteis no processo de busca de substancias fotoativas. No entanto, em estudos de
bioprospeccdo, como extratos brutos e fragdes tratam-se de misturas complexas, as suas
propriedades fotofisicas podem se mostrar distintas as das substancias deles isoladas.
4.4.Efeito do oxigénio no processo de fotoinativacio

A fim de investigar a importancia no oxigénio no processo de inativacdo, estudos
foram desenvolvidos para substituir o oxigénio presente nos tubos por nitrogénio por 20
minutos antes da obtencdo do espectro de fluorescéncia no modo de emissdo em Aexi=
420nm até 800nm. Observaram-se picos de emissdao maxima de fluorescéncia em Aemi=680
nm em que ECD diluida em DMSO apresentou maior intensidade, seguida de ECD e
DMSO oxigenado por 20 min, e com uma intensidade bem menor ECD e DMSO
nitrogenado (Figura 11A). Para o 4cido quinico identificado nas amostras de E.

clhorophylla nenhum pico maximo de fluorescéncia foi observado (Figura 11B).

4.5.Avaliacao da eficiéncia fotoquimica dos extratos - Avaliacao da formacao de
Oxigénio Singlete (Ensaio DPBF)

A capacidade do extrato bruto e fracdes em gerar oxigénio singlete
(fotossensibilizadores com reacdo tipo II) foi avaliada através do acompanhamento da
fotodecomposicdo de DBPF, na concentragdo de 1,25 mg/mL para o extrato ECB e para a
fracdio ECD e de 5 mg/mL para as fracobes ECBT, ECHX e ECR da particdo, todos
solubilizados em DMSO/H,0 (9:1). As fragdoes ECBT, ECHX e ECR ndo apresentaram
decaimento. As Figuras 12 A, B e C mostram o decaimento da absorcio de DPBF sob

condi¢Oes de escuro e de irradiacdo com laser a 660 nm, na presenga das amostras. Houve
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diminui¢do na absorcao de DPBF apds 30 segundos de irradiacdo para o ECB (56,74 % de
reducdo da absorcdo), para ECD (64,39% de reducdo da absor¢do) e para o 4cido quinico.

Nas amostras ndo irradiadas ndo foi observada nenhuma variacdo na absorc¢do do 1,3-

DPBF.
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Figura 11. Espectros de fluorescéncia modo de emissdo do ECD (A) e do 4cido quinico (B) em

propilenoglicol na concetracdo de 0,1mg/mL.
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4.6. Ensaios Biologicos in vitro
4.6.1. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato ECB e de suas fracdes foi determinada
inicialmente pelo método de difusdo em &4gar, pela técnica de poco em camada dupla
utilizando 15 cepas de bactérias e oito de leveduras, como indicadoras de atividade. Para as
amostras bioativas, determinou-se a concentragdo inibitoria minima (CIM) pelo método de
microdiluicdo em placa de 96 pocos. Para Proteus vulgaris- campo e Escherichia coli
ATCC 10538 a CIM foi maior que 0,25 mg/mL, enquanto que para Salmonela
Typhimurium campo, Pseudomonas aeruginosa ATCC 2553 e Enterobacter aerogenes-
campo a CIM foi de 0,5 mg/mL. Para todas as bactérias Gram positivas estudadas a CIM
foi maior que 0,5 mg/mL. Resultados similares foram obtidos para as fases butandlica e
hidroalcodlica. A CIM para as leveduras estudadas foi maior ou igual a 1 mg/mL. A partir
da CIM estabeleceu-se um protocolo de estudos utilizando concentragdes iguais a CIM ou
inferiores (sub-inibitéria) para avaliagao do efeito das amostras como fotossensibilizadores

em PDT.

4.6.2. Avaliacao do potencial do extrato etandlico bruto das folhas de Eugenia
chlorophylla e de suas fracoes como fotossensibilizadores em PDT antimibrobiana.

Apés a adequacdo da metodologia, os ensaios de PDT antimicrobiana foram
realizados frente a bactérias (Gram positivas e Gram negativas) e leveduras, os resultados
estdo apresentados nas Tabelas 3-6 e Figuras 13-14. Somente a exposi¢do ao laser nao foi
capaz de interferir com o desenvolvimento microbiano de nenhuma das cepas estudadas

(controle do indculo). O solvente e diluente (propilenoglicol:dgua, 5:95 v/v), empregado
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como controle negativo, ndo interferiu com o desenvolvimento dos micro-organismos
quando irradiados e ndo iluminados com o laser, enquanto que os antimicrobianos padrao
utilizados como controles positivos (cetoconazol e bacitracina) foram ativos, tanto nas
condicdes de irradiagdo, como na auséncia de exposicao a luz. O controle positivo da PDT,
azul de metileno (0,1 mg/mL), mostrou-se efetivo com irradiacdo a laser inativando as
cepas estudadas. Os resultados dos ensaios de PDT mostraram que para determinadas
cepas, os extratos e a fracdo diclorometanica apresentaram percentagem de reducdo das
UFC/mL de 100%, apds a irradiacdo com laser. De modo geral na PDT antimicrobiana
frente a bactérias (Tabelas 3 e 4, Figura 13) € possivel observar que no grupo irradiado
(L+), o ECB e ECD, na concentracdo 0,5 mg/mL, mostraram-se ativos principalmente para
as Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e 6epi-cepa de campo. Na auséncia de
irradiacdo laser o extrato ECB e fragdio ECD na mesma concentracao (0,5 mg/mL) nao
interferiram com o desenvolvimento microbiano (Tabelas 3 e 4, Figura 13 grupo nido

irradiado).
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Tabela 3. Resultado da atividade antibacteriana das amostras e controles em placas ndo-irradiadas, expresso
como média do nimero de UFC/mL.

Grupo nao irradiado (L-)

Micro- Média do nimero de UFC/mL* (%CV)
organismos
ECB ECB ECD ECD Controle Controle %onitéole Controle Tiimanlho
0,5mg/mL  0,05mg/mL 0,5mg/mL 0,05mg/mL inéculo negativo-  or ™% positivo pocu’o
PDT inicial
Staphylococcus 20100 222.10°  2.36.10° ‘ ¢ 2.61.10° 5.54.10°
aureus 0 > 10 > 10 0
ATCC 14458 (7,0) (3,57) (9,65) (11,44) (6,73)
Smphyf?c”cc”s 140.10°  196.10°  1,80.10°  2,12.10°  3,7.10° 5 L1810’ 0 2,7.10
ATCO €533 (209 (6,22) (3,45) 579 (291 (4,93) (3,70)
Staphylococcus 4 7
epidermidis > 107 > 107 > 107 > 107 >10 >107 %% 0 >0
ATCC 12228 (2.33) (13,35)
Staphylococcus X ;
epidermidis 6,8.10 8 4,9.10 8 3 3 8
6cpi cepa de 0 (8.82) > 10 (31.08) > 10 > 10 > 10 0 > 10
campo
Escherichia | 45 106 114.10°  2610°  24.10° , . 35.10° 8.2.10°
coli ATCC il o iy > > 10 > 10 ey 0 o
10799 (16,84) (19,75) (9,21) (4,95) (8,50) (7,87)
Proteus 6 6 5 5 7
: 2,41.10 7 1,85.10 6,6.10 7 7 1,5.10 2,24.10
Cepvaucllgeaféilpo (2.64) 710 a073) @2e 7 210 ahn 0 a3
Pseudomonas
aeroginosa > 10® > 10® > 10° > 10° > 10° > 10 > 10 0 > 10°
ATCC 27853

*: dados expressos como média das UFC/mL, n=6 (Coeficiente de variacdo CV (%) = (desvio padrao/média)
x 100); Controle positivo: Bacitracina (200 UI/mL); Controle positivo PDT: Azul de Metileno (0,1mg/mL);
Controle negativo: diluente- propilenoglicol/dgua (5:95); Inéculo inicial= nimero de UFC/mL do ind6culo.
ECB-Extrato etandlico bruto das folhas de E. chlorophylla; ECD-fragdo diclorometanica da particio do

extrato etandlico bruto de E. chlorophylla.
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Tabela 4. Resultado da atividade antibacteriana das amostras controles, placa irradiada, expresso como média

do ndmero de UFC/mL.
Micro- Grupo irradiado (L+)
0Organismos Média do nimero de UFC/mL* (%CV)
ECE ECE ECD ECD Controle Controle %g:ittri(\)}(‘:’ Controle 1;3%?&20
0,5mg/mL  0,05mg/mL 0,5mg/mL 0,05mg/mL.  Inéculo Negativo Positivo e
PDT inicial
Staphylococcus
aureus 0 1,76.10°  1,8.10°  2.49.10°  3,7.10" s 0 0 5,54.10°
(8,09) (6,23) (8,30) (2,7 (6,73)
ATCC 14458
Staphylococcus
aureus
1,69.10°  227.10°  1,94.10°  1,76.10°  9,58.10° 8 0 0 2,7.107
ATCC 6538 (16,90) (2,97) (12,91) (13,58) (2,79) (3,70)
Staphylococcus
epidermidis 1,55.10° 1,97.10° 1,78.10° 2,7.10’
,J3. 8 ,97. ,18. 3 3 7.1
ATCC 12228  (22.94) >10 (12.76) (4.02) >10 >10 0 0 (13.35)
Staphylococcus
gp idermidés 51.10° 1,32.10°
ep1 cepa de ,1.10° ,32. 8 8 8
campo 0 (8.45) 0 (3.78) > 10 > 10 0 0 >10
Escherichia 7 2,4.10° 32.10° s 6,04.10° 7 8,2.10°
coli ATCC >10 195 (12.94) >10 092 10 0 0 (7.87)
10799
lProt_eus
VUISATLS €epa g g 1) 8 9,3.10° 7,2.10° 8 g 2,24.10
decampo G315 2100 EEn o @gey 100 >100 0 O 339
Pseudomonas
aeroginosa 9.0.10° 1.78.10°
,0. 8 ,18. 3 3 8 8
ATCC 27853 (30.56) >10 (1,11) >10 > 10 > 10 0 0 >10

*: dados expressos como média das UFC/mL, n=6 (Coeficiente de variagdo, CV (%) = (desvio padrao/média)
x 100); Controle positivo: Bacitracina (200 UI/mL); Controle positivo PDT: Azul de Metileno (0,1mg/mL);
Controle negativo: diluente- propilenoglicol/dgua (5:95); Inéculo inicial= nimero de UFC/mL do ind6culo.
ECB-Extrato etandlico bruto das folhas de E. chlorophylla; ECD-fragdo diclorometanica da particio do

extrato etandlico bruto de E. chlorophylla.
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Figura 13. Nimero de unidades formadoras de colonia por mililitros (UFC/mL) da cepa de Staphylococcus
epidermidis 6epi-cepa de campo (A), Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 (B), Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 (C) e Staphylococcus aureus ATCC 14458 (D), tratadas com ECB de Eugenia chlorophylla e
sua fase ECD na auséncia e na presenca de irradiacdo com laser diodo InGaAIP (A=660nm) por Smin.
Extratos avaliados na concentracdo sub-inibitéria minima (CIM/2). Simbolos diferentes indicam diferenca

estatistic a entre sem luz X com luz, P<0,05 (ANOVA seguido do Teste de Tukey).

Na PDT frente as leveduras, o extrato ECB e a fracdo ECD nas concentracdes de
1,0mg/mL e 0,5mg/mL, apresentaram resultados efetivos quando irradiados com laser,
interferindo com o crescimento de Candida albicans ATCC 10231 e Candida parapsilosis
ATCC 22019 (Tabelas 5 e 6, Figura 14). Na auséncia de luz, estas mesmas amostras € na

mesma concentracdo foram inativas (Tabelas 5 e 6, Figura 14).
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Tabela 5. Resultado da atividade antifingica das amostras ECB, ECD e controles, placa ndo irradiada,

expresso como média do nimero de UFC/mL

Micro- Grupo nao irradiado (L-)
organismos
Média do nimero de UFC/mL* (%CV)
ECB ECB ECD ECD Controle Controle Controle Controle Tamanho
1,0mg/mL 0,5mg/mL 1,0mg/mL 0,5mg/mL Inéculo Negativo Positivo Positivo  Indculo
PDT inicial
Candida 9.4.10° 5,7.10° 5,2.10° 3,7.100 5,7.10° > 10° >10°  5,0.10* 5,7.10°
albicans (18,58) (1,87) (5,70) (5,77) (4,28) (3,84)  (29,38)
ATCC
1023
Candida 0,3.10° > 10° 0,23.10°  0,25.10° > 10° > 10° > 10° 0 8,2.10°
albicans (19,74) (4,60) (10,82) (7,87)
ATCC10231
0,07.10°  0,05.10°  0,06.10°  0,04.10° 0,04.10° >10° > 108 0 2,7.10’
Candida (23,54) (12,46) (12,02) (1,41) (1,62) (3,70)
tropicalis
ATCC 157
Candida 0,005.10° 0,02.10°  0,02.10° 0,02.10°  >10° >10® > 108 0 >108
dubliniensis (28,02) (14,4) (11,3) (5,05)
ATCC
778157
Candida 0,001.10° 0,012.10° 0 0,008.10° 0,07.10° >10° > 108 0 >108
parapsilosis 0) (23,57) 0) (4,78)
ATCC
22019

*: dados expressos como média das UFC/mL, n=3 (Coeficiente de variagdo CV (%) = (desvio padrio/média)

x 100); Controle positivo: Cetoconazol (100 pg/mL); Controle positivo PDT: Azul de Metileno (0,1mg/mL);

Controle negativo: diluente- propilenoglicol/dgua (5:95); Inéculo inicial= nimero de UFC/mL do indculo.

ECB-Extrato etandlico bruto das folhas de E. chlorophylla; ECD-fragdo diclorometanica da particdo do

extrato etandlico bruto de E. chlorophylla.
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Tabela 6. Resultado da atividade antifiingica das amostras ECB, ECD e controles, placa irradiada, expresso

como média do nimero de UFC/mL

Micro-
organismos

Candida
albicans
ATCC
1023

Candida
albicans

ATCC10231

Candida
tropicalis

ATCC 157

Candida
dubliniensis

ATCC
778157

Candida
parapsilosis

ATCC
22019

Média do nimero de UFC/mL* (%CV)

Grupo irradiado (L+)

ECB ECB ECD ECD Controle Controle gggittri(\)/f Controle 1;1?:;20
1,0mg/mL  0,5mg/mL 1,0mg/mL 0,5mg/mL inéculo Negativo PDT positivo inicial
5,5.10° 4.4.10° 6,3.10° 3,8.10° 6,0.10° - 10° 2,61.10° 0 5,7.10°
(4,09) (14,58) (10,26) (2,91) (0,79) (11,44) (29,38)
6
2010°  3010°  50.00°  1810°  8010° o 3510° 0 8,2.10
(6,48) (0,81) (0) (0,38) (17,86) (8,50) (7.87)
,
60.10'  50.10°  60.10°  2010° 5010° o LI8.10° 0 2,7.10
(1,14) (2,61) (11,04) (10,87)  (17,09) (4,93) (3.70)
5,0.10° 1,0.10* 2,0.10* 2,0.10*  5,0.10° g g X
) @04 (1087 (642 @ 10 >0 0 >10
7,0.10* g g 8
0 0 0 0 4.78) >10 >10 0 >10

*: dados expressos como média das UFC/mL, n=3 (Coeficiente de variagdo, CV (%) = (desvio padrao/média)
x 100); Controle positivo: Cetoconazol (100 pg/mL); Controle positivo PDT: Azul de Metileno (0,1mg/mL);
Controle negativo: diluente- propilenoglicol/dgua (5:95); Inéculo inicial= nimero de UFC/mL do indculo.

ECB-Extrato etandlico bruto das folhas de E. chlorophylla; ECD-fragdo diclorometanica da particdo do

extrato etandlico bruto de E. chlorophylla.
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Figura 14. Ndmero de unidades formadoras de coldnia por mililitros (UFC/mL) da cepa de Candida
parapsilosis ATCC 22019 de Candida albicans ATCC 10231, tratadas com ECB de Eugenia chlorophylla e
sua fase ECD na auséncia e na presenca de irradiacdo com laser diodo InGaAIP (A=660nm) por Smin.
Extratos avaliados na concentracdo sub-inibitéria minima (CIM/2). Simbolos diferentes indicam diferenca

estatistica entre sem luz X com luz, P<0,05 (ANOVA seguido do Teste de Tukey).

4.6.3. Determinacio da atividade fotodinamica pelos mecanismos fotoquimicos do tipo

I ou tipo II em modelo bioldgico in vitro

Estudos de fotoinativagdo microbiolégica foram desenvolvidos nas condi¢cdes de
deplecdo de oxigénio e em presenca de sequestradores de EROs, a fim de determinar o
mecanismo envolvido na fototoxicidade do extrato ECB e fracdo ECD de E. chlorophylla.
Na Figura 15A, podemos observar que o &cido ascérbico ndo impediu a agdo do
fotossensibilizador. Esse fato indica que possivelmente o mecanismo fotoquimico
predominante € o do tipo II para ECD. O acido quinico, substincia que foi identificada no
extrato ECB e na fracdo ECD, ndo se mostrou ativo como fotossensibilizador em PDT
antimicrobiana (Figura 15B). A cepa indicadora utilizada neste bioensaio foi a S.

epidermidis — ATCC 12228.
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Figura 15. Porcentagem de sobrevivéncia da cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 tratada com a
fase em diclorometano (ECD) de Eugenia chlorophylla (A) e com dcido quinico (AQ) (B) na concentracdo de
0,5 mg/mL, na auséncia de inibidor: amostra e micro-organismo (ECD ou AQ + MIC) e na presenca dos
inibidores: dos mecanismos de PDT tipo I (manitol- MANI e 4cido ascérbico-AA) e dos mecanismos de PDT
tipo II (Azida sédica — AS e histidina — HIST) e tipo I e II (Triptofano — TRIP), na auséncia e na presenca de
irradiacdo com laser diodo InGaAIP (A = 660nm) por 5 min. Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica

entre pares, P<0,05 (ANOVA seguido do Teste de Tukey).
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4.7. Obtencao, caracterizacdo quimica por CG-EM e avaliacio da atividade
antioxidante e antimicrobiana dos oleos essenciais de Eugenia chlorophylla

a) Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais por CG-EM

A composi¢do quimica foi determinada por CG-EM (Anexo 16-25). Os componentes
majoritarios detectados nos dleos essenciais analisados estdo apresentados na Tabela 7. Os
6leos essenciais de E. clhorophylla, obtidos das folhas, caule e flores de E. chlorophylla
apresentaram rendimento de 0,01 a 0,1%. Setenta e cinco componentes foram identificados,
representando mais de 85% do total do 6leo. Os principais componentes foram E-
cariofileno (flores), 6xido de cariofileno (caule, flores e folhas), globulol (caules e folhas) e
T-muurolol, 1-epi-cubenol e a-cadinol (caule, flores e folhas), verificando-se que
constituintes mais voldteis e susceptiveis de oxida¢do, como os sesquiterpenos nao
oxigenados, praticamente desapareceram com o armazenamento dos 6leos de 2005. O pico
em 20.350 corresponde ao E-cariofileno e o pico mais intenso em 24.461 ao globulol
(Anexo 19). O pico em 14,8 min no 6leo das flores (Anexo 16) corresponde ao salicilato de
metila (IR calc. 1195, lit. 1191). Nos 6leos da coleta de 2011 foram detectados
monoterpenos oxigenados e grande quantidade de componentes alifiticos que nao

apareciam nos 6leos de 2005.
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Talela 7: Substancias encontradas em 6leos essenciais de Eugenia chlorophylla obtidos em diferentes periodos

Pico | Componente IR IR %
lit. | calc.
ENC 2005 ECC ENF 2005 ECF Myrt 2005
2011 2011
Analise | Analise 2011 Analise | Analise 2011 Andlise | Analise 2011
2005 |(armazenado) 2005 |(armazenado) 2005 |(armazenado)
1 Hexenal 801 | 800 - - 0,8 + - - - - -
0,0
2 NI (alifatico)* 804 Nq - 85.4+| Nq - 26,4 + - -
0,2 0,7
3 3-Z-hexanol 850 | 848 - - 0,4 - - 1,0 - -
4 n-hexanol 870 | 861 - - 0,2 - - T - -
5 Benzaldeido 952 | 963 - - - - - T
6 acetato de  3-Z-| 1004 | 1010 - - - - - T - -
hexenil
7 alcool benzilico 1032 | 1037 - - - - - - 6,6 3,1+0,1
8 benzenoacetaldeido 1042 | 1044 - - 1,3+ - - T - -
0,0
9 oxido de cis-linalool| 1074 | 1066 - - 0,4 - - 0,1 - -
(furanoide)
10 |o-guaiacol 1086 | 1087 - - - - - - 3,1 1,4 +0,0
11 |Oxido de trans-| 1088 | 1086 - - 0,4 - - 0,1 - -
linalool (furanoide)
12 | Linalool 1095 | 1106 - - - - - 0,5 - -
13 | Fenil etil dlcool 1110 | 1113 - - - - - - 1,5 0,5
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14 | Veratrole 1147 | 1147 - - - - - 0,3

15 | Benzylacetato 1157 | 1163 - - - - - 0,4

16 |Oxidon de trans-| 1173|1174 - - - 0,3 - -
linalool (piranoide)

17 |Butacato de 3Z-|1184 | 1187 - - - 0,5 - -
hexenil

18 |2-allilfenol 1189 | 1191 - - - - - -

19 | Salicilato de metila 1191 | 1195 - - - 0,3 Nq 19,3 +0,3

20 | y-terpineol 1199 | 1199 - - - T - -

21 | Trans-carveol 1215 | 1223 - - - - - -

22 | 3-metilbutanoato de| 1232 | 1233 - - - 0,1 - -
3Z-hexenila

23 | Butirofenona 1251 | 1255 - - - - - 0,3

24 | Salicilato de etila 1267 | 1267 - - - - - t

25 | &-elemeno 1338 | 1331 - - - T - -

26 |4’-metoxiacetofenona | 1348 | 1337 - - - - 0,4 0,3

27 | Eugenol 1356 | 1353 - - - - 5,2 2,7+0,2

28 | Ciclosativeno 1368 | 1364 - - - T - t

29 |Isoledeno 1373 | 1373 - - - - - 1,2+ 0,0

30 | B-bourboneno 1384 | 1377 - - - _ _ t

31 |oa-copaeno 1376 | 1384 - 0,8+0,0 - 0,6 1,8 -

32 |Salicilato de  p- 1395 - - - - 1,7 -
hidroxi metila

33 | Metil eugenol 1403 | 1403 - - - - - 0,5

34 |1,3,5- 1410 - - - - 0,7 -
trimetoxibenzeno

35 | E-cariofilleno 1418 | 1413 0,1 - 5,3 T 12,8 9,1+£0,1
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36 | B-copaeno 1430 | 1423 - - - - - 0,1 - _

37 | Aromadendreno 1439 | 1430 - - - - - T - 1,0+ 0,0

38 | o-guaieno 1439 | 1435 | 0,1 - - 1,1 - 1,9+ 1,2 0,2
0,0

39 | E-B-farneseno 1458 | 1448 | 0,1 - - 1,0 - - _ _

40 |Cis-muurola-4(14)-5- | 1460 | 1450 - 0,8 +£0,0 - - - - 0,7 -

dieno

41 | Alloaromadendreno 1461 | 1454 - - - - - 0,2 1,7 0,4

42 | y-muuroleno 1477 | 1470 | 0,2 - - 1,7 - 1,6 + 3,2 2.4+0.2
0,0

43 | a-amorfeno 1483 | 1476 - - - - - 0,2 _ 1.0+0.1

44 | Cis-B-guaieno 1490 | 1483 - - - - - 0,2 _ 15400

45 | Viridifloreno 1493 | 1488 0,1 - - 0,1 - - 1,4 t

46 |Epi-cubebol 1493 | 1491 - - - - - - R t

47 | a-muuroleno 1499 | 1496 - - - - - 0,4 0.7 0.6

48 | Trans-f3-guaieno 1500 | 1497 - - - - - R - 0.3

49 | y-cadineno 1513 1507 | 0,2 - t 1,7 - 1.1+ 2.5 1,5+0,0
0,1

50 | Cubebol 1513 | 1513 - 0,8 +£0,0 - - 0,6 - - 4,7+0,0

51 | Trans-calameneno 1521 | 1516 - - - - - 0,3 - -

52 | d-cadineno 1524 | 1526 | 0.4 T - 1,4 - - 2,0 0,3

53 | Cis-calameneno 1528 | 1518 - - - - - 0,3 - -

54 | a-cadineno 1538 | 1532 - - - - _ _ _ 52+00

55 | a-calacoreno 1545 | 1538 - - - - - 0,1 _ _

56 | Elimicina 1554 | 1550 - 0,4 - - 0,5 - 0,6 0,5

57 |Ledol 1565 | 1555 1,0 1,1 £0,0 0,1 1,8 2,0+0,0 1.3+ 1,5 0,6
0,0

58 | lo-100-epoxi- 1570 | 1567 - - - - - T - -




amorfo-4-eno

59 | Alcool de| 1568 | 1563 - t - - 1,1 +0,1 1,2 + - 0,1
Cariofilleno 0,0
60 | Germacreno-D-4-ol 1574 | 1579 0,8 - - 0,9 - - - -
61 | Spathulenol 1576 | 1569 | 5,1 4.4+ 0,1 - 6,3 7,0+0,0 5,9+ - 0,6
0,1
62 |Oxido de cariofilleno | 1581 | 1573 | 17,2 4,1+ 0,2 0,3 6,4 3,1£00 |11,6+| 89 0,2
0,1
63 | Globulol 1583 | 1577 | 16,5 14,1 £ 0,3 0,8 22,5 239+0,5 |112+| 29 6,6 +0,1
1,0
64 | Guaiol 1595 | 1586 | 3.8 40+0,1 0,1 4,7 5,3+0,0 1,6t 1,2 1,2+0,0
0,1
65 |trans-B-elemenono 1602 | 1588 - 2,0+0,1 t - 2,6 +0,0 1,6+ - 1,2+0,0
0,1
66 | Humuleno epoxido II | 1606 | 1600 - 2,0+ 0,1 - - 1,2+0,0 1,4 + - 1,0£0,0
0,1
67 |1,10-di-epi-cubenol | 1614 | 1609 1,6 0,3 - 9,8 0,6 0,4 - 0,4
68 | I-epi-cubenol 1627 | 1622 | 10,9 12,8 £ 0,2 - 4,5 10,7+ 0,6 30+ 6,1 8,1+0,1
0,2
69 |epi-a-cadinol (T-| 1640 | 1636 1,0 3,7+0,2 - 1,0 3,3+0,1 1,9 + - 3,3+0,1
cadinol) 0,0
70 | Epi-a-muurolol  (T-| 1641 | 1638 | 16,8 7.4 +0,3 t 8,1 6,6 £ 0,1 2,2+ 8,5 3,3+0,1
muurolol) 0,0
71 | Cubenol 1642 0,2 t - 1,1 - - 2,9 -
72 | a-muurolol 1645|1642 | 1,0 5,3+0,1 t 1,0 33+ 0,2 1,1+ 1,2 1,6 £0,0
0,2
73 | a-cadinol 1653 | 1650 | 12,1 11,9+0,2 t 5,7 8,6+0,0 4,5+ 10,1 8,3+0,2
0,1
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74 | Khusinol 1,2 - - 1,0 - 0,1 - -
75 | Acido hexadecanoico | 1960 | 1964 nq 104+0,5 |23+ Nq 6,5+0,5 0,3 - -
0,1
Total identificado 85,4 85,2 92,6 | 87,1 86,8 86,8 96,3 90,2
Monoterpenos - - 0,8 - - 1,0 - -
oxigenados
Sesquiterpenos CH 1,2 1,6 - 12,3 - 7,0 33,2 19,4
Sesquiterpenos 84,2 72,5 1,4 74,8 79,8 50,2 43,3 41,3
oxigenados
Compostos - 0,4 1,3 - 0,5 0,3 19,8 29,3
aromaticos
Compostos alifaticos - 10,4 89,1 - 6.5 28.3 - 0,2

- ndo detectado.

Nq — ndo quantificado.

t- detectado a nivel de traco

% - média de duas determinagdes.

NI: constituinte nao identificado

ENC - 6leo do caule obtido em set/2005 — analisado em 2005 e 2011 (armazenado em congelador (-4 °) e reanalisados em maio/2011);
ECC — 6leo do caule coletado em jan/2011 no mesmo exemplar da planta e habitat natural.

ENF — 6leo das folhas obtido em set/2005 — analisado em 2005 e 2011(armazenado em congelador (-4 °) e reanalisados em
maio/2011);

ECF — 6leo das folhas coletadas em jan/2011 no mesmo exemplar da planta e habitat natural.

Myrt — 6leo das flores coletadas em dez/2004 — analisadas em 2005 e 2011.
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b) Avaliacio da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Para as bactérias E. faecalis, K. rhizophila e S. epidermidis-campo a CIM, com acdo
bactericida de 100%, dos 6leos provenientes das flores e folhas foi de 1,0 mg/mL. A
maioria das amostras de Oleos essenciais mostraram leve a moderada atividade
antimicrobiana (Tabela 8) associada principalmente com bactérias Gram positivas e a C.
albicans com resultados similares ao observado na literatura para esta espécie vegetal
(STEFANELLO et al., 2008). O 6leo do caule coletado em 2011 ndo se mostrou ativo nas
condicdes experimentais utilizadas e € composto, predominantemente (85,4%), por um
constituinte alifatico ndo identificado por CG-EM. Ainda, observou-se variacao nos valores

de concentragdo inibitéria minima frente as cepas bioativas demonstrando diferencas entre

os resultados obtidos por STEFANELLO et al., (2008).
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Tabela 8: Atividade antimicrobiana (CIM em mg/mL) dos dleos essenciais de Eugenia chlorophylla obtidos

em diferentes periodos

ENC ENF
2005 2005
ENC e ECC ENF - (TRREC ECE - MYRT

Micro-organismos 2005 em2011 2011 2005 em2011 2011 2005
Kocuria rhizophila ATCC 9341 0.5 - - 0.5 1.0 1.0 1.0
Staphylococcus aureus ATCC 6538 0.5 - - 0.5 - - 0.5
Staphylococcus epidermides (6ep) - - - - 1.0 1.0 -
Enterococcus faecalis - - - - 1.0 1.0 1.0
Escherichia coli ATCC 10538 - - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - - - - - -
Candida albicans ATCC 1023 - 1.0 - 0.5 1.0 1.0 0.5
Candida albicans ATCC 10231 N.F 1.0 - N.F - - N.F
Candida tropicalis (campo) 0.5 - - 0.5 - - -

- ndo apresentou inibi¢do no desenvolvimento microbiano . NF — ndo avaliado.

ENC - 6leo do caule obtido em set/2005 — analisado em 2005 e 2011 (armazenado em congelador (-4 °) e

reanalisados em maio/2011);

ECC — dleo do caule coletado em jan/2011 na mesma planta em habitat natural.

ENF — dleo das folhas obtido em set/2005 — analisado em 2005 e 201 1(armazenado em congelador (-4 °) e

reanalisados em maio/2011);

ECF - dleo das folhas coletadas em jan/2011 na mesma planta em habitat natural.

Myrt — 6leo das flores coletadas em dez/2005 — analisadas em 2005 e 2011

¢) Avaliacao da atividade antioxidante dos d6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram submetidos a avaliacdo da atividade antioxidante pelo

método de DPPH em CCD, como descrito na literatura (TAKAMATSU, et al, 2003). Os

resultados mostraram que as amostras de todos os 6leos essenciais (folhas, caule e flores)

de E. clhorophylla (coletas de 2005 e 2011) apresentaram manchas amarelas, demonstrando

efeito positivo quanto a atividade antioxidante quando reveladas com solu¢do do reagente

DPPH.



5. Discussao

A PDT € uma opcdo terap€utica em pleno desenvolvimento, e tem se mostrado
efetiva, in vitro, contra bactérias, fungos, virus e parasitas (WAINWRIGHT, 1998). Na
PDT, hd uma zona do espectro eletromagnético que € conhecida como janela terap€utica
que compreende os comprimentos de onda entre 600 e 800nm. Devido as absor¢des
enddgenas e dispersdo da luz, faz-se necessdrio a administracdo de comprimentos de onda
longos para que haja penetracdo no tecido. Iluminacdo superficial com vermelho e
infravermelho-préximo pode atingir a profundidade de 5 a 10mm dependendo do tipo de

tecido e aplicagdo da luz que estdo envolvidos (WAINWRIGHT, 2009).

Todas as substancias que absorvem nesta faixa configuram-se como potenciais
agentes fotossensibilizadores. Um exemplo disto € o azul de metileno, que apresenta pico
de absor¢ao em 760nm (USACHEVA, 2006). Ainda, as substancias que absorvem luz nesta
faixa espectral precisam, por exemplo, quando excitadas com laser a 660nm, sairem do
estado fundamental (singlete) e irem para um estado singlete energicamente excitado ('F¥)
e assim serem capazes de atuarem como fotossensibilizados para possivel aplicagdo em
PDT. Este estado singlete energicamente excitado ('F*) pode ser desativado pela emissio
de fluorescéncia ou através do cruzamento entre sistemas levando a um estado triplete
(’FS*). O estado singlete excitado e o triplete podem reagir diretamente com moléculas do
substrato bioldgico, transferindo hidrogénio e elétrons, formando radicais livres, os quais
poderdo interagir com o oxigénio para gerar espécies reativas de oxigénio, principalmente
superoxido e seus derivados, mecanismo este conhecido reagdo fotoquimica do tipo I. O

estado triplete pode transferir energia diretamente para o oxigénio singlete ('0,) e assim
66



serem capazes de atuar como fotossensibilizados para possivel aplicagdo em PDT, processo
chamado de mecanismo do tipo II. Para se entender como age determinada amostra como
fotossensibilizador em PDT, sdo necessdrios experimentos para a caracterizacao
fotoquimica e fotofisica desta amostra como, por exemplo: obtencdo dos espectros de
fluorescéncia em estado estaciondrio, espectro de emissdo da fluorescéncia resolvido no
tempo, de maneira que os parametros espectrais possam permitir o estabelecimento de

conclusdes acerca dos mecanismos de luminescéncia presentes nas amostras.

Verificou-se pelos resultados obtidos com o extrato etandlico e fracdo
diclorometanica de E. chlorophylla que, apesar da excitacdo utilizada nos ensaios de PDT
com laser em A=660 nm ndo apresentar rendimento quantico maximo de emissdo de
fluorescéncia, ainda assim as amostras analisadas apresentaram emissdo de fluorescéncia.
Portanto, ha coeréncia entre os resultados encontrados nos experimentos fotoquimicos e
fotofisicos realizados e os resultados biol6gicos de PDT. Logo, tanto o extrato bruto
etandlico das folhas de E. chlorophylla, quanto a sua fracdo diclorometanica da particao
atuam como fotossensibilizadores, quando expostos a excitagdo a 660 nm com resultados

efetivos na PDT antimicrobiana.

Os extratos vegetais e fracdoes foram analisados quanto a sua eficiéncia fotoquimica
avaliando-se a formacgdo de oxigénio singlete (reacdo tipo II) na PDT. Assim, os resultados
do ensaio DPBF ajudaram a triar as amostras quanto ao seu potencial pré-oxidativo através
da avaliacdo de sua capacidade em gerar oxigénio singlete quando submetidas a luz laser.

Através deste monitoramento fotoquimico das amostras em estudo, determinaram-se
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aquelas com maior potencial para presenca de fotossensibilizadores. Os resultados obtidos
sdo sugestivos de que os extratos ECB e ECD produzem oxigénio singlete quando
irradiados nas condi¢des de PDT. Também foram utilizados seqiiestradores de espécies
reativas de oxigénio visando-se avaliar por qual mecanismo (tipo I ou II) as amostras
estudadas estavam agindo na PDT antimicrobiana. De acordo com os resultados obtidos
pode-se concluir que o mecanismo Il era o que predominava. Entretanto, em menor

intensidade o mecanismo tipo I também pode estar ocorrendo.

Neste estudo, o extrato bruto e a sua fracdo diclorometanica demonstraram
promissora atividade em PDT antimicrobiana frente a algumas cepas de bactérias como S.
epidermidis ATCC 12228 e 6epi-cepa de campo e frente as leveduras C. albicans ATCC
10231 e C. parapsilosis ATCC 22019. Esse fato € provavelmente decorrente da presenca de
substancias bioativas presentes nestas matrizes. Durante o fracionamento com o objetivo de
concentrar e/ou isolar os constituintes bioativos, buscou-se minimizar a presenca de
pigmentos como clorofila e carotendides nas fracdes. No entanto, € importante se
considerar que esta atividade pode ndo ser atributo de uma tnica substancia, e sim de um
conjunto de substincias com efeito sinérgico. Além disso, muitas vezes as substancias
ativas podem ser minoritdrias e/ou quimicamente instdveis quando isoladas, dificultando
sua caracterizacdo quimica (YUNES, 2001). Por outro lado, um extrato ou fracdo que
possui efeito biocida satisfatério, poderia ser utilizado como um fitocomplexo ou um
fitoterapico, desde que garantidas a seguranca, eficacia e a qualidade do produto. Entretanto
estes estudos sdo preliminares, necessitando de um maior aprofundamento tanto na

avaliacdo da atividade como fotossensibilizadores para aplicacdo em PDT, quanto na
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caracterizacdo fitoquimica e de fotoquimica, fotofisica e fotobiologia das amostras mais

promissoras.

As bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia Micrococcaceae,
possuem células esféricas (0,5 — 1,5 um), sd@o anaerdbias facultativas, quimiorganotréficas
com metabolismo fermentativo e respiratério. Estdo associadas a pele e membranas
mucosas de animais vertebrados de sangue quente, podendo ser eventualmente isolados de
produtos alimentares, poeira e dgua. Muitas espécies sao patogénicas para o homem e

animais (HOLT et al., 1994).

Staphylococcus aureus é a espécie de maior importancia, denominado como
coagulase positiva e o segundo em importancia € Staphylococcus epidermidis
reconhecidamente como coagulase negativa (SCN) mais isolado em amostras clinicas
(BANNERMAN, 2003). As infec¢des causadas por este microrganismo sao bastante
variadas e incluem bacteremias, infec¢do de valvulas cardiacas, infeccdo de préteses de
valvulas cardiacas, osteomielites, pioartrites, peritonites durante processos de hemodidlises
ambulatoriais, mediastinites, prostatites, infec¢do de marcapassos permanentes, cateteres
intravasculares, liquido cefalorraquidiano, uma grande variedade de aparelhos ortopédicos
e infecgdes do trato urinério entre outras (KLOOS e BANNERMAN, 1994; KONEMAN et

al., 1997, BANNERMAN, 2003).

O género Candida esta presente na microbiota humana. C. albicans, podem ser
isoladas das superficies mucosas sadias da cavidade bucal, vagina, trato gastrintestinal e

regido retal, cerca de 80% dos individuos podem exibir colonizacdo desses locais na
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auséncia de doenca. Quando se tornam patogénicos sdo usualmente denominados fungos
oportunistas (BASSETTI et al., 2006; CAPOOR et al, 2005; LAUPLAND et al., 2005). C.
albicans é considerada a espécie do género Candida mais freqiientemente isolada e que
apresenta mais fatores de viruléncia (GRIMOUD et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2001;
JORGE et al., 1997; ZOLLNER et al., 2003). Diante dos fatos apresentados, ressalta-se a
importancia do controle desses micro-organismos para manutencao do bem estar e saide da
populacdo e reforca a necessidade da busca por substancias antimicrobianas capazes de

vencer a resisténcia desses patogenos.

A adequacdo dos procedimentos analiticos dos bioensaios de PDT foi promissora.
Como alguns estudos sugerem que certos micro-organimos podem apresentar croméforos,
intrinsecos, e desta forma, poderiam absorver a luz da radiagc@o laser na PDT e a atividade
observada ser devida a este fato (WILSON, et al.,, 1994, ALMEIDA et al. 2006), os
indculos de todas as bactérias e leveduras estudados foram analisados na presenca e
auséncia de radiacdo sem adicionar nenhuma substancia além do caldo nutritivo (grupo
controle do inéculo). O grupo controle do indculo apresentou-se inalterado quando
irradiado, o que sugere que as cepas analisadas ndo foram sensibilizadas por substincias
cromoéforas intrinsecas, visto que ndo houve reducdo do nimero de micro-organismos
frente a irradiacdo laser. Como controle positivo empregou-se farmacos antimicrobianos
convencionalmente utilizados na terapéutica como a bacitracina para bactérias e
cetoconazol para os fungos (RANG et al., 2003, LEVISNON et al., 2005). Como controle
positivo da aPDT, utilizou-se o azul de metileno, um composto fenotiazinico cujo tamanho

e forma permitem que ele se intercale no dcido nucléico. Quando ativado pela luz, ele age
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seletivamente sobre os residuos de guanosina conduzindo a formacdo de 8-
hidroxiguanosina (SCHNEIDER et al., 1990) que levam a desestabilizacdo da molécula de
DNA, comprometendo a suas fun¢des e conseqiientemente a viabilidade celular (ZEINA,

2001; USACHEVA, 2006; MUNIN, 2007; GIROLDO, 2009).

Quanto a andlise dos Gleos essenciais bioativos de E. clhorophylla, setenta e cinco
componentes foram identificados, verificando-se que constituintes mais volateis e
susceptiveis de oxidacdo, como o0s sesquiterpenos ndo oxigenados, praticamente
desapareceram com o armazenamento dos 6leos de 2005. Nos 6leos da coleta de 2011
foram detectados monoterpenos oxigenados e grande quantidade de componentes alifaticos
que nao apareciam nos 6leos de 2005. Todos os 6leos mostraram leve a moderada atividade
antimicrobiana associada principalmente as bactérias Gram positivas e a C. albicans com
resultados similares aos observados na literatura (STEFANELLO et al., 2008) para esta
espécie vegetal. O 6leo do caule coletado em 2011, ndo se mostrou ativo nas condicdes
experimentais utilizadas e € composto, predominantemente (85,4%), por constituinte
alifatico nao identificado por CG-MS. O pico intenso em 2,8 minutos (Anexo 20) foi
observado na primeira andlise (2005), representando 0,7% do 6leo das folhas e 5% do 6leo
do caule. Em nova andlise em 2011, esse componente é quase o Unico presente no 6leo do
caule e o principal no das folhas. A atividade antimicrobiana dos Oleos parece estar
relacionada a presenca de sesquiterpenos oxigenados nos 6leos bioativos. Ainda, observou-
se variacdo nos valores de concentracdo inibitoria minima frente as cepas bioativas com o

ano de coleta e armazenagem dos 6leos coletados em 2005. Todos os dleos estudados
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apresentam atividade antioxidante no ensaio com DPPH em CCD em andlise no ano de

2011.

Portanto, considerando-se os resultados obtidos neste estudo, sugere-se que o
extrato bruto e a fracdo diclorometanica de E. chlorophylla possuem potencial para
aplicagdo como agentes fotossensibilizadores em PDT antimicrobiana. Além disso, esta
espécie vegetal acumula também outras substancias com atividades bioldgicas como 6leos
essenciais e que apresentam atividade antimicrobiana e antioxidante. O estudo fitoquimico
monitorado pela atividade biolégica e PDT antimicrobiana desta espécie vegetal devera ser
aprofundado, visando identificar outros constituintes acumulados nos extratos bioativos

desta matriz vegetal.

Assim, a partir dos resultados obtidos nesse trabalho propdem-se algumas

perspectivas para trabalhos futuros:

e A obtencdo de maior quantidade de massa das fracdes mais promissoras para que seja
possivel realizar mais estudos fitoquimicos, visando identificar quais constituintes

presentes nos extratos bioativos estariam atuando como fotossensibilizadores;

e Avaliacdo dos efeitos de sazonalidade e de influencia de fatores edaficos como
temperatura, luminosidade, umidade, pH do solo que podem alterar a reprodutibilidade

da atividade biologica do extrato.

e Detalhamento e pormenorizacdo dos mecanismos de ag¢do envolvidos na atividade

biolégica das amostras bioativas e sua toxicidade;
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e Avaliacdo das atividades destes fotossensibilizadores em PDT antimicrobiana in vivo;

e Avaliacbes mais aprofundadas dos fendmenos fotoquimicos, fotofisicos e
fotobioldgicos destes fotossensibilizadores naturais, determinando uma curva dose
resposta dos extratos bioativos frente ao laser, variando os tipos de laser, o tempo de

irradiacdo e o comprimento de onda, bem como estudos com outros micro-organismos.

6.Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que:

e O extrato etandlico bruto e a sua fracdo da particdo em diclorometano apresentaram
banda de absor¢do entre 600 e 700 nm e mostraram capacidade de formar oxigénio singlete

no ensaio DPBF quando submetidos a irradia¢ao laser diodo InGaAlIP, a A=660 nm;

e Os valores de CIM para os extratos observados foram maiores ou iguais a 0,5 mg/mL

para as bactérias e maior ou igual a 1 mg/mL para os fungos estudados;

e Oleos essenciais de E. chlorophylla apresentaram atividade antioxidante e antimicrobiana
in vitro na auséncia de irradiacdo laser, e setenta e cinco componentes volateis (mais de
85% do total de constituintes do 6leo) foram identificados por CG/EM, verificando-se a

presenca de sesquiterpenos oxigenados como constituintes majoritdrios dos dleos bioativos;

e Os resultados permitiram selecionar as amostras mais promissoras no processo de
fracionamento e andlises por ESI-MS/MS possibilitando identificar a presenca do 4cido

quinico no ECB e ECD.
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e Os experimentos fotoquimicos e fotofisicos mostraram que, apesar da excitacdo utilizada
nos ensaios de PDT com laser em A=660 nm nao apresentar rendimento quantico maximo
de emissdo de fluorescéncia, ainda assim as amostras analisadas (extrato etandlico bruto
das folhas de E. chlorophylla e sua fracdo de particdo em diclorometano) apresentaram
emissdo de fluorescéncia e demonstram coeréncia entre os resultados encontrados nos
experimentos fotoquimicos e fotofisicos realizados e os dados dos ensaios biolégicos de
PDT. Logo, no conjunto, os resultados sugerem que tanto o ECB como a fracdo da particao
ECD atuam como fotossensibilizadores com resultados efetivos na inativa¢do em irradiados
quando irradiados em sessdo Unica por 5 min com laser diodo InGaAlP, A=660nm. Os
diferentes procedimentos analiticos utilizados neste estudo multidisciplinar sejam eles
quimicos, biolégicos, fotoquimicos ou fotofisicos mostraram-se importantes no processo de

procura de fitoderivados bioativos na presenga ou auséncia de irradiagao laser.
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8. Anexos

8.1.Cromatogramas obtidos por CLAE-UV/DAD do extrato bruto das folhas de E.
chlorophylla e de suas fases da particao

Condi¢des de andlise para as cromatografias liquidas de alta eficiéncia no estudo
quanto ao perfil quimico dos extratos vegetais: coluna supelco RP-18, Sum. detector
UV/DAD, A- 254 nm e 660nm. fase mével MeOH:4gua com 0,1% de 4cido acético-eluicao

isocrética (6:4, v/v) , com vazdo de 1 ml/min.. 20,0 pl injetado.
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Anexo 1. Perfil cromatografico em CLAE-UV/DAD do extrato bruto etandlico das folhas (ECB)
de Eugenia chlorophylla, analisado em dois comprimentos de onda 254nm (A) e 660nm (B)
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Anexo2. Perfil cromatografico em CLAE-UV/DAD da fracdo diclorometanica (ECD) de Eugenia
chlorophylla, analisado em dois comprimentos de onda 254nm (A) e 660nm (B)
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Anexo3. Fingerprint ESI-MS em modo negativo do extrato bruto etanélico (ECB) de Eugenia
chlorophylla
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Anexo4. Fingerprint ESI-MS em modo negativo da fracao diclorometinica (ECD) de Eugenia

chlorophylla
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Anexo5. Espectro de MS-MS, energia de colisao 25 V, da ameostra padrao de acido quinico

(Sigma-Aldrich).

93



[MOE 06k DBk

jsal
|
411
BI6E |oggs
el
[
¥ 061
iy
FOLLE L'LBL

e L LI g - J—

0Lk osl

TLEL

[ 174 ] att

(]

EOLLBBIL

B e ——y L —

ool 0f 08 0L 00 05
L4 i [
)

]
L'E8

0'el

QoL

94

Anexo 6. Espectro de MS-MS, energia de colisdo 25 V, do pico 191 m/z do extrato bruto etanélico

(ECB) de Eugenia chlorophylla



I U T

2 2008
2632
miz
J00

2012

2682

L

2032
2413

2012
1962

190 200 210 220 230 240 250 280 270 280 200

1771
1631 M2
1858
1640
1680 170 180

120 |m" |'m 15[:|-

110

100

B2B
62
B0 @D

100

|
Anexo 7. Espectro de ESI-MS/MS, energia de colisdo 25 V, do pico 293 m/z do extrato bruto
etandlico (ECB) de Eugenia chlorophylla
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Anexo 8. Espectro de ESI-MS/MS, energia de colisdo 25 V, do pico 587 m/z do extrato bruto etandlico

(ECB) de Eugenia chlorophylla
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8.2.Cromatogramas obtidos por CLAE-UV/DAD das subfracoes da fracao
diclorometanicado extrato bruto etandlico das folhas de E. chlorophylla

Condi¢des de andlise para as cromatografias liquidas de alta eficiéncia no estudo
quanto ao perfil quimico dos extratos vegetais: coluna supelco RP-18, Sum. detector
UV/DAD, A- 254 nm e 660nm. fase mével MeOH:4gua com 0,1% de 4cido acético-eluicio

isocrética (6:4, v/v), com vazdo de 1 ml/min. 20,0 pl injetado.
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Anexo 9. Cromatograma CLAE-UV/DAD da subfracio ECD 25A do fracionamento da fracao
diclorometéanica analisado em dois comprimentos de onda 254nm (A) e 660nm (B)
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Anexo 10. Cromatograma CLAE-UV/DAD da subfracio ECD 25B do fracionamento da fracio
diclorometéanica analisado em dois comprimentos de onda 254nm (A) e 660nm (B)
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Anexo 11. Cromatograma CLAE-UV/DAD da sub-fracio ECD 26¢ do fracionamento da fracdo
diclorometinica analisado em dois comprimentos de onda 254nm (A) e 660nm

B)
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Anexo 12. Cromatograma CLAE-UV/DAD da subfracao ECD 26b do fracionamento da fracio
diclorometéinica em dois comprimentos de onda 254nm (A) e 660nm (B)
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Anexo 13. Espectro de RMN 1H da Subfracdo ECD 26b do fracionamento da fracdo diclorometanica,

MeOD, 500 MHz
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Anexo 14. Espectro de RMN 1H da Subfracdo ECD 26¢ do fracionamento da fracdo diclorometanica,

MeOD, 500 MHz
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Anexo 15. Espectro do experimento HMBC da Subfracao ECD 26¢ do fracionamento da fracao
diclorometanica, MeOD, 500 MHz
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Anexo 16. Cromatogramas CG/EM obtidos em 2011 das amostras dos éleos do caule (ENC),
folhas (ENF) e flores (MYRT) coletadas em 2005.
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Anexo 17. Expansao entre 20 e 30 minutos.
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Anexo 18. Expansao entre 30 e 35 minutos

Anexo 19. Cromatograma CG-EM do dleo essencial das folhas obtido em 2005, mostrando os .
picos de compostos mais volateis (entre 20 e 23 minutos) que nao foram detectados em 2011.
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Anexo 20. Cromatograma CG-EM dos dleos essenciais obtidos em 2011: caule (ECC) e folhas (ECF)
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Anexo 21. Comparagdo entre os 6leos com intensificagiao dos sinais do 6leo do caule (ECC).
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Anexo 22. Ampliacdo da regido de 2 a 20 minutos
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Anexo 23. Ampliacdo da regido de 20 a 30 minutos
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Anexo 24. Ampliacdo da regido entre 30 e 40 minutos
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Anexo 25. Ampliacdo da regido entre 40 e 50 minutos.
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