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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA
DAS FOLHAS DE Ficus benjamina L. e
Ficus luschnathiana (MIQ.) MIQ.

AUTOR: RITIEL CORREA DA CRUZ
ORIENTADORA: MARGARETH LINDE ATHAYDE
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 15 de abril de 2011.

A seguinte dissertacdo apresenta uma avaliacdo da atividade
antimicobacteriana (frente a Mycobacterium smegmatis) de extratos, fracdes e
substancias fenolicas presentes nas folhas de Ficus benjamina L. e Ficus
luschnathiana (Miq.) Mig., juntamente com uma estimativa do teor de polifendis
totais e a quantificacdo de alguns destes compostos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (CLAE). O doseamento de polifendis (método de Folin-Ciocalteu)
revelou que os extratos brutos e as fragcbes mais polares destes extratos (acetato de
etila e n-butanol) sdo bastante providos de substancias fendlicas, ainda que este
teor ndo esteja diretamente relacionado a atividade antimicobacteriana. A avaliagdo
desta atividade biologica foi realizada por método de microdiluicdo em caldo, que
fornece a concentracdo inibitoria minima (CIM) dos extratos, fracfes e substancias
testadas. Uma boa atividade inibitoria foi constatada para a fracdo butandlica de F.
luschnathiana (MIC = 156,25 pg/mL) e para a fragdo acetato de etila de F. benjamina
(MIC = 312,50 pg/mL). Entretanto, ndo foi possivel correlacionar estes bons
resultados a compostos em especifico, visto que por dificuldades técnicas nao foi
realizado o isolamento de substancias destas fragcfes; e dos polifendis pesquisados,
somente a quercetina foi encontrada na fracdo butandlica. Esta por sua vez
apresentou fraca atividade inibitoria sobre M. smegmatis (MIC = 625,00 pg/mL),
inferior a propria fracdo. Outros padrdes investigados e que foram encontrados nos
extratos e fragbes (&cidos cafeico e clorogénico, rutina e canferol), também
apresentaram fraca atividade antimicobacteriana. Desta forma, a boa atividade
inibitéria das fracdes citadas acima possivelmente ndo se deve a estes polifendis,
ainda que possa estar relacionada a substancias de natureza semelhante. Diversos
polifendis, como os flavondides, tém sido reportados como inibidores do crescimento
de micobactérias, de forma que também se pode concluir que as caracteristicas
estruturais da quercetina, rutina e canferol ndo favorecam esta atividade biolégica
agui apresentada.

Palavras-chave: Ficus benjamina; Ficus luschnathiana; Mycobacterium smegmatis;
polifendis; flavonoides; CLAE



ABSTRACT

Mastery Degree Dissertation
Pharmaceutical Sciences Post-Graduation Program
Federal University of Santa Maria

PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIMYCOBACTERIAL ACTIVITY
FROM THE LEAVES OF Ficus benjaminal. e
Ficus luschnathiana (MIQ.) MIQ.

AUTHOR: RITIEL CORREA DA CRUZ
ADVISER: MARGARETH LINDE ATHAYDE
Place and Date of Defense: Santa Maria, 15 de abril de 2011.

The following work presents an evaluation of the antimycobacterial activity
(against Mycobacterium smegmatis) of the extracts, fractions and some phenolic
compounds present in the leaves of Ficus benjamina L. and Ficus luschnathiana
(Mig.) Mig., along with an estimation of the total phenolic content and the
quantification of some of these compounds by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The phenolic estimation (Folin-Ciocalteu method) revealed
that the crude extracts and the high polarity fractions from these extracts (ethyl
acetate and n-butanol) are rich in polyphenols, although, its amount are not directly
related to the antimycobacterial activity. The evaluation of this biological activity was
performed by broth microdilution method, furnishing the minimum inhibitory
concentration (MIC) of the extracts, fractions and tested compounds. The better
biological activity was verified with butanolic fraction from F. luschnathiana (MIC =
156,25 pg/mL) and ethyl acetate fraction from F. benjamina (MIC = 312,50 pg/mL).
However, the correlation of these good results with specific compounds was not
possible, since technical difficulties prevented the isolation of substances from these
fractions; and concerning the screened polyphenols only quercetin was encountered
in butanolic fraction. In addition, quercetin exerted weak antimycobacterial activity
against M. smegmatis (MIC = 625,00 pg/mL), much weaker than that observed for
the fraction. The other investigated standards that were encountered in the extracts
and fractions (caffeic and chlorogenic acids, rutin and kaempferol), also exhibited
weak inhibitory effect. Thus, the good antimycobacterial activity observed for the
fractions above mentioned are probably not related to these phenolics, still it may be
related to compounds of the same nature. Many polyphenols, such as flavonoids,
have been reported as mycobacterial growth inhibitors, thus it is also possible to
conclude that the structural characteristics of quercetin, rutin and kaempferol do not
support the biological activity studied.

Keywords: Ficus benjamina; Ficus luschnathiana; Mycobacterium smegmatis;
polyphenols; flavonoids; HPLC
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB), doencga infecciosa ha muito conhecida e cujo principal
agente etiologico é o microrganismo Mycobacterium tuberculosis, é hoje um grave
problema de saude publica, especialmente em paises em desenvolvimento. Em
dados de 2007, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima em 1,3 milhdes as
mortes causadas por TB no mundo em pacientes HIV (virus da imunodeficiéncia
humana)-negativo. Apesar do crescimento em termos absoluto de novos casos de
TB, as taxas de incidéncia per capita ja estdo em lento decréscimo, ainda que
dificultado por fatores como o crescimento populacional acelerado (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Nas ultimas décadas a propagacao da doenca teve grande impulso junto ao
crescimento no namero de individuos de alguma forma imunodeficientes. O principal
grupo destes tem sido os doentes da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
(HANEKOM et al., 2010). A OMS estima que em 2007, 14,8% dos novos casos de
TB no mundo estavam associados a portadores do virus HIV, e resultaram em
aproximadamente 23% das mortes atribuidas a AIDS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009).

Os medicamentos atualmente utilizados para o tratamento da enfermidade ja
estdo no mercado ha décadas e se mostraram bastante eficientes. Entretanto cada
vez mais 0s microrganismos estdo se adaptando e desenvolvendo mecanismos de
resisténcia de forma que novas alternativas terapéuticas se fazem necessario
(PAULI et al., 2005). Uma das linhas de pesquisas nesta busca €, a que investiga as
plantas e seus metabdlitos secundarios. Apesar de poucos antibidticos serem de
origem vegetal, as plantas sao reservatorio natural de grande parte das substancias
atualmente comercializadas como medicamentos para as mais diversas finalidades,
e tém demonstrado ser uma fonte em potencial para a obtencdo de novos farmacos
com atividade sobre micobactérias (COPP, 2003; NEGI et al., 2010).

A pesquisa in vitro de atividade antimicobacteriana de extratos vegetais ou
substéancias isoladas pode ser considerada a primeira etapa no desenvolvimento de
novos medicamentos, seja na forma de fitoterdpico ou um principio ativo Unico.

Diversos meétodos tém sido utilizados nas avaliagdes in vitro, destacando-se 0s
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métodos de microdiluicdo em caldo, pela facilidade e confiabilidade (MCGAW et al.,
2008).

Diferentes microrganismos podem ser utilizados para se avaliar a capacidade
antimicobacteriana de extratos e isolados vegetais. O mais apropriado € certamente
o M. tuberculosis, porém, este é de dificil manejo e de crescimento lento, desta
forma para fins de triagem pode ser mais comodo utilizar microrganismos de
crescimento rapido e de menor periculosidade. Dentre estes se destaca o
Mycobacterium smegmatis, que tem sido largamente utilizado, devido as
caracteristicas de crescimento rapido e de menor infectividade, bem como por
apresentar similaridade genética e um perfil de sensibilidade semelhante ao M.
tuberculosis, dessa forma sendo adequado a testes prospectivos de atividade
(MITSCHER; BAKER, 1998; MCGAW et al., 2008).

Além disso, algumas micobactérias ndo-tuberculosas utilizadas em testes
preditivos fazem parte do chamado grupo de microrganismos “oportunistas”,
podendo causar infec¢des graves em individuos imunocomprometidos, e que muitas
vezes possuem uma resisténcia intrinseca maior aos antibidticos classicos
(FONSECA et al., 2008). Tal situacédo ainda € recorrente em varias partes do mundo
onde os servicos médico-hospitalares sdo precarios (COOK, 2010). Desta forma
todo conhecimento e novas possibilidades terapéuticas para combater tais
microrganismos sdo validos, visto que estes também podem rapidamente
desenvolver mecanismos de resisténcia quando submetidos a antibioticoterapia
tradicional.

Nos ultimos anos diversos estudos tém demonstrado extratos e substancias
isoladas de espécies do género Ficus com atividade inibitéria sobre micobactérias
(ANTOUN et al., 2001; ELDEEN; STADEN, 2007; KUETE et al., 2008; RAMOS et al.,
2008). Estes resultados promissores estimularam o estudo apresentado nesta
dissertacédo, com as figueiras Ficus benjamina L. e Ficus luschnathiana (Miq.) Miq.

A presente dissertacdo apresenta seus resultados na forma de artigo
cientifico, sendo este formatado de acordo com o periddico ao qual foi submetido.
Também é apresentado um item de discussdo geral com alguns resultados né&o

publicados e consideragdes.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um estudo quimico das folhas das espécies Ficus benjamina L. e
Ficus luschnathiana (Mig.) Miqg., a fim de se conhecer parte de seus metabdlitos

secundarios e avaliar a atividade antimicobacteriana destas plantas.

2.2 Objetivos especificos:

a) Fracionar os extratos brutos através de métodos de extracdo organica e
cromatografia em coluna a fim de se testar a atividade das fra¢cdes obtidas;

b) estimar o total de compostos fendlicos nos extratos e fragdes;

c) avaliar a presenca de compostos fendlicos nos extratos e fracdes por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE), e quantifica-los se
presentes;

d) avaliar a atividade antimicobacteriana frente a Mycobacterium smegmatis, no
intuito de direcionar o estudo quimico as fracdes mais ativas;

e) avaliar a atividade antimicobacteriana dos padrées das substancias fendlicas

pesquisadas por CLAE.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ficus benjamina

7

Ficus benjamina L. (Figura 1), é uma espécie exdtica, natural da Asia e
Oceania, amplamente utilizada para ornamentacdo de ambientes urbanos, é
conhecida popularmente por figueira ou fico-chordo. Planta da familia Moraceae,
apresenta o latex caracteristico, nas folhas e caules. Como caracteristica deste
género, desenvolve-se bem em regides de clima tropical e subtropical (CARAUTA;
DIAZ, 2002; JOLY, 2005).

Figura 1 — Ficus benjamina L. — Aspecto geral.

Caracteriza-se por possuir uma copa de grande porte, porém seus ramos Sao

péndulos e podem vir a tocar o solo. E uma arvore de crescimento moderado e em
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condi¢gbes naturais, pode chegar a 30 metros de altura. O caule € acinzentado e
possui uma casca aspera e ferruginea. Suas folhas (Figura 2) sdo perenes,
pequenas e de coloracdo verde. Suas raizes agressivas e superficiais chamam a
atencao, e podem rachar pavimentos. (CARAUTA,; DIAZ, 2002).

Figura 2 — Ramo e folhas de Ficus benjamina L.
Reproduzido de Plant This (2010)

Em suas regides de origem o F. benjamina é utilizado tradicionalmente como
estomaquico, hipotensor e antidiarreico, também ha relatos de uso para problemas
respiratorios e afeccdes de pele (MOUSA et al.,, 1994; ALMAHY et al., 2003).
Alguns estudos ja foram conduzidos no intuito de se avaliar atividades biolégicas e
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identificar metabdlitos secundarios ativos na planta, e serdo comentados a seguir,
entretanto, até o momento ndo h& relato de avaliacdo de sua atividade
antimicobacteriana.

Mousa e colaboradores (1994) pesquisaram diferentes atividades bioldgicas
para o extrato bruto dos frutos de F. benjamina. Este apresentou atividade
antimicrobiana consideravel frente a bactérias patogénicas como Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis e Escherichia coli, porém o extrato ndo se mostrou
ativo contra fungos e nem contra o Mycobacterium fortuitum, utilizados no ensaio de
disco-difusdo. No mesmo estudo, o extrato bruto dos frutos n&o demonstrou
toxicidade no teste preliminar realizado com o crustaceo Artemia salina, mas
apresentou atividade antitumoral, inibindo os tumores induzidos por Agrobacterium
tumefaciens no ensaio de disco de batata. Também foi avaliada a capacidade do
extrato de antagonizar o célcio, em modelo experimental, onde ndo se verificou
inibicdo da captura de calcio por células GH,C; expostas ao extrato.

Almahy e colaboradores (2003) relatam a presenca de diferentes metabdlitos
secundarios nas folhas, cascas e frutos de F. benjamina. Do extrato cloroférmico
das folhas foi isolado o acido cinamico, ja da do extrato metandlico os autores
isolaram os flavonoides naringenina e quercetina bem como o &cido cafeico. O
fitoesterdide estigmasterol foi também isolado, a partir do extrato cloroférmico das
cascas. A naringenina e a quercetina apresentaram consideravel atividade
antibacteriana, frente a Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa, ja o acido
cafeico foi o Unico isolado a se destacar pela atividade citotoxica determinada com
linfécitos T linfoblasticos (leucemia) (Clsp = 25 mg/mL, concentragdo necessaria
para inibir 50 % do crescimento dos linfocitos T).

A atividade antimicrobiana de F. benjamina também foi estudada, com
relacdo as folhas, por Reschke e colaboradores (2007). A técnica de macrodiluigcdo
em caldo revelou os melhores resultados para o extrato etandlico das folhas adultas
da planta frente as bactérias patogénicas P. aeruginosa e Streptococcus pyogenes
(concentragdes inibitérias minimas — CIM = 256 ug/mL), e S. aureus (CIM = 512
Mg/mL).

Mais recentemente, novas estruturas foram isoladas e elucidadas a partir de
extratos de baixa polaridade de F. benjamina. Parveen e colaboradores (2009a)
isolaram e caracterizaram um novo triterpeno (Figura 3), denominado como serrat-

3-one, a partir do extrato cloroféormico das folhas. Também é relatado o isolamento
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dos compostos decanoato de pentacontanila (Figura 4), friedelina e 3-sitosterol. No

mesmo estudo foi avaliada a atividade antinociceptiva do extrato alcodlico das

folhas, com

(pentazocina).
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Figura 3 — Compostos novos isolados de F. benjamina.
A: Serrat-3-one; B: Decanoato de pentacontanila.
Reproduzido de Parveen e colaboradores (2009a).
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resultados semelhantes aos obtidos com o farmaco padréao

O mesmo grupo do trabalho anterior também descreve o isolamento de um

triterpeno ja conhecido, a B-amirina, bem como de um novo um novo acido
triterpénico ((9,11), (18,19)-disecoolean-12-en-28-oic acid, Figura 4). Este ultimo

apresentou atividade antimicrobiana contra Salmonella thyphimurium, Candida
albicans, S. aureus e E. coli (PARVEEN et al., 2009b).
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Figura 4 — Isolados de F. bejnamina.
A: B-amirina; B: (9,11), (18,19)-disecoolean-12-en-28-oic acid.
Reproduzido de Parveen e colaboradores (2009b).

3.2 Ficus luschnathiana

Ficus luschnathiana (Miq). Mig. (Figura 5) €& uma espécie da familia
Moraceae, nativa do Uruguai, Argentina, Paraguai e sul do Brasil (do Rio Grande do
Sul ao Rio de Janeiro), conhecida por figueira-do-mato ou figueira-mata-pau, dentre
uma rica sinonimia popular (MARCHIORI, 1997). Como sendo parte da flora nativa
do estado, a espécie é protegida de corte, de acordo com o artigo 33 do capitulo lll,
do Caddigo Florestal do Estado do Rio Grande do Sul (RIO GRANDE DO SUL, 1992)

Caracteriza-se por ser uma arvore de grande porte (até 30 m), latescente,
com tronco de casca lisa e copa que se estende horizontalmente, a semelhanca de
uma grande sombrinha. Desenvolve-se com frequéncia sobre o tronco de outras
arvores, acabando por estrangula-las (constrictora) (MARCHIORI, 1997).

Até o presente momento ndo ha registro, ou casos de possivel uso medicinal.

Na literatura cientifica ndo ha relatos envolvendo possiveis atividades biologicas de
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extratos e preparados de F. luschnathiana. Também néo foi encontrada nenhuma
referéncia ou publicacdo relatando estudos fitoquimicos com a planta, mesmo para

testes mais preliminares para metabdlitos secundarios mais comuns.

Figura 5 — Ficus luschnathiana (Miq.) Miq.
Reproduzido de Uruguay's wildlife & Natural sanctuaries (2006)

3.3 Atividades bioldgicas e atividade antimicrobian a em plantas do género

Ficus

Carauta e Diaz (2002) comentam que ha séculos diversas figueiras tém sido
utilizadas com fins medicinais e que o volume de referéncias a elas na literatura é
bastante extenso. O potencial farmacoldgico de espécies de figueiras pode ser
visualizado pelo nome de um dos subgéneros de Ficus, o Pharmacosycea. No
Brasil, o latex de figueiras deste subgénero tem sido utilizado principalmente como

vermifugo pelos indigenas pré-colombianos e mais tarde por brasileiros em geral. O
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Ficus adhatodifolia Schott exemplifica esta situacdo, sendo seu nome vulgar
figueira-vermifuga.

Diversas atividades bioldgicas tém sido estudadas e relatadas com relacdo a
diferentes espécies de figueiras, Lansky e colaboradores (2008) elaboraram uma
extensa revisdo demonstrando o0 potencial destas plantas como agentes
antitumorais e antiinflamatérios. Também ha estudos relativos as atividades
antiulcerogénica (RAO et al., 2008), antifungica (MAVLONOV et al., 2008; KUETE
et al., 2009), antiviral (MAREGESI et al., 2008), antioxidante e de neutralizacdo de
radicais livres (SHUKLA et al., 2004; AO et al.,, 2008; ABDEL-HAMEED, 2009;
PANDE; AKOH, 2010; OLIVEIRA et al., 2010) de figueiras de diferentes regides do
mundo.

Ja um pouco mais relacionado com a atividade biologica apresentada nesta
dissertagcao esta a atividade antibacteriana, frente a microrganismos gram-positivos
e gram-negativos em geral. E neste caso também ha espécies de Ficus
apresentando bons resultados, como demonstram os estudos comentados a seguir.

Koné e colaboradores (2004) apresentaram os resultados de um estudo de
atividade antibacteriana, em larga escala, com 50 espécies de plantas medicinais
tradicionalmente utilizadas pela populacdo da Costa do Marfim. Neste estudo 10
extratos de diferentes plantas se destacaram pela capacidade inibitoria sobre
diversas bactérias patogénicas, entre elas o Ficus thonningii. O extrato etandlico
das folhas desta figueira demonstrou atividade inibitéria sobre as bactérias testadas,
tanto as cepas padrédo quanto isolados clinicos resistentes a antibidticos.

Em estudo de triagem com 30 espécies de plantas medicinais da flora do
[émen, Al Fatimi e colaboradores (2007) demonstraram ser o Ficus vasta uma das
espécies mais promissoras em relacdo a sua atividade antibacteriana. Em teste de
disco-difusédo, discos impregnados com o extrato metandlico dos frutos da planta na
concentracdo de 2 mg/mL apresentaram grandes halos de inibicdo sobre o
crescimento das bactérias S. aureus e P. aeruginosa. De forma oposta, 0 extrato
diclorometano ndo se mostrou ativo, evidenciando que compostos de carater mais
polar estéo relacionados aos melhores resultados obtidos.

Ao e colaboradores (2008) avaliaram atividade antioxidante e antibacteriana
de Ficus microcarpa. O extrato bruto (metandlico) das cascas se mostrou bastante
ativo frente a E. coli e algumas bactérias gram-positivas. Os extratos dos frutos e
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folhas também apresentaram atividade, mas em intensidade bem menor. O teste foi
realizado por método de disco-difusdo, com os discos contendo 400 ug de extrato.

Mais recentemente Kuete e colaboradores (2009) obtiveram bons resultados
de atividade antibacteriana com a espécie Ficus ovata. O extrato metandlico das
cascas se mostrou ativo contra todas as bactérias testadas, especialmente
Enterococcus faecalis (CIM = 156 pg/mL). O fracionamento deste extrato por
cromatografia em coluna com silica-gel forneceu seis fracoes, e destas, a fracdo
obtida com uma mistura de 25% de hexano e 75% de acetato de etila reteve a
atividade antimicrobiana frente a todos os microrganismos, e apresentando grande
atividade inibitéria contra S. aureus (CIM = 39 pg/mL). A mesma técnica
cromatografica propiciou o isolamento de diferentes substancias (triterpenos e
compostos fendlicos), estes isolados também foram testados e a isoflavona
hidroxiisoprunetina foi 0 composto mais ativo.

Como se pode perceber, uma breve pesquisa na literatura cientifica revela
que a maior parte das publicacdes relatando diferentes propriedades biologicas e
estudos de composicéo quimica de figueiras se referem a espécies nativas da Asia
e Africa. Isto ocorre por diferentes motivos, esses continentes sio, respectivamente,
0S que mais possuem espécies nativas de Ficus, além disso, € grande a utilizacao
destas plantas por suas popula¢ges autéctones, o que facilita na orientacdo dos
estudos etnofarmacoldgicos, com bons resultados, corroborando o uso popular.
Estes fatos estimulam o desenvolvimento de pesquisas com espécies nativas da
rica flora brasileira, visando ndo somente o latex das figueiras, mas também outras

de suas partes, como as folhas de F. luschnathiana, parte desta dissertacao.

3.4 Atividade antimicobacteriana em plantas do géne  ro Ficus

A atividade antimicobacteriana tem sido avaliada em extratos, fracdes e
isolados de diferentes partes de diversas figueiras, em varios casos com resultados
bastante promissores, corroborando o uso popular para afec¢ées respiratérias como
também indicando uma fonte para futuras pesquisas visando o desenvolvimento de
novos agentes contra micobactérias. Estes testes podem ser realizados com o

préprio M. tuberculosis, bem como com outras espécies de micobactérias, como o
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M. smegmatis, por diferentes métodos in vitro bem estabelecidos e descritos. Nos
paragrafos posteriores seguem alguns exemplos.

Em um estudo de triagem de atividade antimicobacteriana da flora porto-
riguenha, Antoun e colaboradores (2001) constataram que das 50 espécies de
plantas investigadas somente duas exibiram atividade inibitoria sobre o M.
tuberculosis. Para serem considerados ativos, 0s extratos etandlicos — na
concentracdo de 100 pg/mL — deveriam apresentar no minimo 85% de inibicdo do
crescimento microbiano, no método automatizado de radioespirometria (BACTEC
460). Dentre as espécies ativas esta o Ficus citrifolia, cujo extrato das folhas
exerceu 91% de inibigdo do crescimento microbiano.

Eldeen e Staden (2007) testaram a atividade antimicobacteriana de diversas
espécies nativas da Africa do Sul as quais ha relatos de uso popular, entre elas o
Ficus sur. O método utilizado foi a microdiluicdo em caldo, permitindo assim o
calculo da CIM e o teste foi realizado com o Mycobacterium aurum A+. Nessas
condi¢cdes o melhor valor de CIM obtido para o F. sur foi com o extrato acetato de
etila das raizes da planta (78 pg/ml) seguido do extrato acetato de etila das folhas
(195 pg/ml). Os extratos etandlicos das folhas, cascas e raizes apresentaram baixa
atividade (inibicdo do crescimento somente com altas concentracfes) e 0s extratos
diclorometano nao foram ativos na maior concentracdo testada.

De forma semelhante ao relatado no artigo anterior, Ao e colaboradores
(2008) obtiveram atividade inibitéria sobre o Mycobacterium avium somente com a
fracdo acetato de etila, obtida por particao liquido-liquido do extrato metandlico das
cascas de Ficus microcarpa. O extrato metandlico e as fracdes hexano e agua nao
exibiram atividade. Contudo este € um resultado bastante preliminar, visto que o
teste foi realizado por método de disco-difusdo e o halo de inibicdo obtido com a
fracdo foi bem menor do que o halo do antibiético padréo (ampicilina). Ainda assim,
o estudo contribuiu com uma caracterizacado quimica da fragdo, quantificando o total
de polifendis (436,21 mg de acido galico por g de fracdo seca) e identificando tais
compostos, como sendo a vanilina, o vinilguaiacol, o catecol entre diversos outros
fendis. Desta forma é possivel que essas substancias isoladamente e/ou em maior
concentracdo do que contido na fragcdo possam proporcionar melhor atividade
antimicobacteriana do que a fracdo em si.

A investigacdo do potencial antimicobacteriana de extratos e compostos de

figueiras nativas do Brasil também vem sendo realizada. Ramos e colaboradores
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(2008) testaram a atividade de 36 extratos etandlicos de plantas da Mata Atlantica
brasileira. O ensaio foi realizado com o M. tuberculosis e com o Mycobacterium
kansasii, uma micobactéria n&o-tuberculosa, porém patogénica, que causa
infeccbes em individuos imunologicamente debilitados. Dentre as 36 espécies
vegetais avaliadas encontra-se o Ficus gomelleria, o extrato desta figueira foi ativo
contra M. kansasii, apresentando uma CIM de 50 ug/mL, entretanto ndo exerceu
atividade sobre M. tuberculosis na maior concentracéo testada (100 pg/mL).

O F. gomelleria também foi avaliado frente a outras duas micobactérias nédo
tuberculosas por Fonseca e colaboradores (2008). O extrato bruto da planta ndo
exerceu atividade contra M. fortuitum, porém se mostrou ativo contra o
Mycobacterium malmoense, com CIM determinado como sendo 100 pg/mL.

Kuete e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana dos
extratos metanolicos e de substancias isoladas de Ficus chlamydocarpa e de Ficus
cordata, duas figueiras de uso medicinal na Africa. A andlise microbiologica foi
realizada com M. tuberculosis e M. smegmatis, e este Ultimo se mostrou levemente
mais suscetivel aos produtos naturais do que o agente da tuberculose, mas ainda
assim com um perfil de resisténcia bastante semelhante. Quanto aos resultados, o
extrato mais ativo foi o de F. cordata, CIM = 39,06 ug/mL para as duas
micobactérias, mas de forma oposta, os flavondides isolados de F. chlamydocarpa
exibiram melhor atividade. As isoflavonas alpinum-isoflavona, genisteina e
laburnetina exibiram CIMs variando entre 0,61 a 19,53 ug/mL frente a M. smegmatis
e de 4,88 a 19,53 pg/mL frente a M. tuberculosis, seguidas da flavona luteolina
(78,12 yg/mL para as duas micobactérias).

Mais recentemente Chen e colaboradores (2010) demonstraram o potencial
antimicobacteriano de substancias isoladas de Ficus nervosa, partindo de um
estudo prévio, em gue o extrato das raizes da planta ja havia apresentado atividade.
O extrato metandlico, apds ser concentrado, foi particionado com agua e acetato de
etila, e desta ultima porcdo, através de técnicas cromatograficas realizou-se o
isolamento de diversas substancias. Estes isolados foram submetidos a avaliacao
de atividade frente a M. tuberculosis, e das 24 diferentes substancias testadas, os
melhores resultados, em geral, foram obtidos com flavondides. A flavanona
naringenina apresentou maior atividade (CIM < 2,8 ug/mL), seguida das isoflavonas

prunetina (CIM = 30 pg/mL) e genisteina (CIM = 35 pg/mL). A excecdo aos
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flavondides foi o piranocumarina 3-hydroxyxanthyletin, pela primeira vez isolada e
caracterizada, este composto exibiu concentracdo inibitéria minima de 16 pg/mL.

A exemplo de outras atividades biolégicas ja relatadas, os estudos
envolvendo atividade antimicobacteriana ainda, em sua maior parte tém sido
realizados com figueiras africanas e asiaticas. Muitas espécies destas regides sao
utilizadas popularmente para afeccdes respiratérias e permitem um estudo mais
direcionado a isolamento e elucidacdo de estruturas responsaveis pelas
propriedades, como no estudo de Kuete e colaboradores (2008). Outra abordagem
utilizada em pesquisas fitoquimicas e de atividade bioldgica sdo os estudos de
triagem com diversas espécies de plantas, escolhidas por algum critério, como no
caso de Ramos e colaboradores (2008), onde a investigacdo de plantas da Mata
Atlantica levou a um dos primeiros registros de atividade antimicobacteriana para

uma figueira do Brasil.



4 MANUSCRITO

Esta secdo compreende o manuscrito redigido com os principais resultados
obtidos no trabalho, bem como acompanhado de sua introducdo, materiais e
meétodos, discussdo, conclusdo e referéncias. O manuscrito é apresentado e
formatado na forma requerida pelo periédico ao qual foi submetido, o Natural
Product Research. O Anexo A desta dissertacdo apresenta a carta de submisséo do

manuscrito.
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I n vitro antimycobacterial activity and HPLC-DAD screeningof phenolics

from Ficusbenjamina L. and Ficusluschnathiana (Mig.) Mig. leaves

Total phenolic content (Folin-Ciocalteu) of thevea ofFicusbenjaminaandFicus luschnathiana

was evaluated and screened by HPLC-DRDuschnathianarude extract (CE) presented a phenolic
content higher than that Bf benjamina(149.92+3.65 vs. 122.63+2.79 mg of GAE). Kaempfero
(1.63+0.16 mg/g dryveight of CE) and chlorogenic acid (17.77+0.57 maf/putanolic fraction) were
identified and quantified if. benjaminawhereas rutin (1.39+0.20 mg/qg), caffeic (1.14+tnfAy)

and chlorogenic (3.73+0.29 mg/g) acids were quiadtiih the CE of. luschnathianaAdditionaly,

rutin (15.55+1.92 mg/g) and quercetin (3.53+0.12gpgvere quantified in ethyl acetate and butanolic
fractions, respectively. Antimycobacterial activityroth microdilution method) of CEs and fractions
was evaluated againstycobacterium smegmatigthyl acetate fraction fromf. benjaminaandn-

butanol fraction fronF. luschnathianalisplayed the highest inhibitory activity (MIC 43.50 pg/mL
and 156.25 pg/mL; respectively). Further studiesraquired to identify the compounds directly

related to the antimycobacterial activity.

Keywords: Ficus luschnathiana Ficus benjamina;Mycobacterium smegmatigphenolic
compounds; HPLC-DAD.

1. Introduction

Global number of mycobacterial infections increaaenually and 8 millions of new
cases of tuberculosis infection occur each yeatdmade resulting in 1.8 million deaths
(Dye, 2006). Antimycobacterial drugs presently &alde produce strong side effects and
multidrug resistant is another problem that makessearch for new therapeutic alternatives
an urgent necessity (Lechner, Gibbons, & Bucar826@uli et al., 2005).

Extracts from somEicus species have already been shown to possess tingres
inhibitory activity against differerilycobacteriunspecies (Kuete et al., 2008). Phenolics and
flavonoids were identified as responsible for #sivity (Chokchaisiri et al., 2009;
Koysomboon, van Altena, Kato, & Chantrapromma, 2@éksamrarn et al., 2004). To the
best of our knowledge no studies concerning thengbbacterial activity oF.
luschnathianaandF. benjaminahave been reported, so far. Furthermore, the dami
composition of. luschnathiandas never been studidél. benjaminaalready possess some

reports concerning its chemical constitution araddgical activities (Parveen, Ghalib, Mehdi,
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Mattu, & Ali, 2009; Parveen, Ghalib, Mehdi, Rehm&nAli, 2009). Therefore, we decided to
evaluate the antimycobacterial activity of these species, both common in the South of
Brazil, and to identify the phytochemicals relatedhis activity based on the approach
“follow up of antimicrobial activity reports” (Cod/lietinck, Berghe, & Maes, 2006). In this
paper we report the antimycobacterial activitfrobenjaminaandF. luschnathiana
phenolic-rich extracts and fractions agaidsicobacterium smegmatis

2. Results and Discussion

Ficus luschnathian@Miq.) Miq. (Moraceae family) is a native South &nican
species. It is a large tree, known in South Bragitfigueira-do-mato”, and there is no
important record of its medicinal udéicus benjamind.. (Moraceae family) is a well-
known ornamental plant widespread throughout thedatbese days and known in
Brazil as “fico-chorao”. In some parts of the woitislleaves are used for the treatment of
skin and respiratory disorders (Mousa et al., 1994 crude hydroalcoholic extract of
each plant presented a high phenolic content of0P43.65 and 122.63+2.79 mg GAE/g
for F. benjaminaandF. luschnathianarespectively (Table 1). Because the Folin-
Ciocalteu assay is known to lead sometimes to fsegnit underestimation of total
phenolic, values are given as an indication andhate precise quantitative
determination (Martin, Krueger, Rodriguez, Drel&Reed, 2009). Such values are in
the same range than those reported for the ledv@sus microcarpa128.00+£1.2 mg
GAE/g) (Ao, Li, Elzaawely, Xuan, & Tawata, 2008)daalso ofCamellia sinensiggreen
tea) andlex paraguariensigmaté) (148.77+6.11 and 94.91+4.18 mg GAE/q;
respectively) (Chandra & Mejia, 2004), two well-kwmo sources of polyphenols. Ethyl
acetate fractionsf the crude extract df. benjaminaandF. luschnathianacontained the
largest amount of phenolics (148.92 mg GAE/g ardl A8 mg GAE/Q; respectively)
while then-butanol fractions presented a phenolic contedi087 mg GAE/g, and
133.57 mg GAE/qg; respectively. Those values aréaimalues to those reported for
egyptianFicusby Abdel-Hameed (2009).

Table 1 Here

Antimycobacterial activity was determined as miniminhibitory concentration

(MIC). Results are given in Table 2. Comparisothef phenolic content values (Table 1) and
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the MIC (Table 2) did not reveal any relationsiyhereas the ethyl acetate fractiorfof
benjaminadisplayed a MIC of 312.50 pg/ml, thatlefluschnathiangresented a very weak
activity (MIC = 2500.0Qug/ml) even though its phenolic content was lafdes clearly
showed that the nature of the polyphenols is esddat the activity and that the presence of
phenolics does not guarantee a good inhibitoryiagti

The high antimycobacterial activity displayed bg thutanolic fraction of.
luschnathiangMIC= 156.25 pg/ml, Table 2) encouraged us totfonate it by silica gel
column chromatography, and to submit the eachifnastto the bio-guided assay. Only the

less polar fraction (sub-fraction A) retained timimycobacterial activity (Table 2).

Table 2 Here

The phenolic HPLC-DAD analys{&ig. 1 and 2 and Table 3) revealed differences in
the composition of the extracts and fractions. iRat well as caffeic and chlorogenic acids
were identified in the crude extractiefluschnathiangFig. 1a and 1b). Rutin was also
identified in the ethyl acetate fraction of thengléFig. 1c). Quercetin was identified in sub
fraction A (Fig. 1d). Concerning. benjaminaonly kaempferol was identified in the crude

extract (Fig. 2a), chlorogenic acid was identifiedhen-butanol fraction (Fig. 2b).

Figure 1 Here

Figure 2 Here

Table 3 Here

The assay of the antimycobacterial activity ofocbgienic and caffeic acids, rutin, and
kaempferol (Table 2) demonstrated that chlorogantt caffeic acids do not possess any
antimycobacterial activity against. smegmatigMICs > 2500.00 pg/mL) even though
Tasdemir, Brun, Franzblau, Sezgin, & Calis (20@ported a marginal activity for
chlorogenic acid againM. tuberculosisOur microbiological data are consistent with the
weak activity observed fdt. luschnathianarude extract (MIC = 1250.00 pg/mL) (Fig. 1a)
andF. benjaminan-butanol fraction (MIC = 2500.00 ug/mL) (Fig. 2lgt are rich in these
two acids. Calculated rutin MIC (625.00 pg/mL)nsaigreement with literature data (Lechner
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et al. 2008) and consistent with the activity (MI€500.00 pg/mL) observed for the ethyl
acetate fraction fror. luschnathianavherein rutin is the major compound (Fig 1c).

The good antimycobacterial activity obtained witHuschnathianar-butanol fraction
and sub-fraction A, anll. benjaminaethyl acetate extract cannot be attributed nettinentin
nor to caffeic and chlorogenic acids. The bestditbry effect was observed fér.
luschnathianan-butanol fraction and its sub-fraction A, whereyoguercetin was identified
by the chromatographic conditions used in thisyaésay. 1d and Table 3). Quercetin
possesses antimicrobial properties against grarativegand -positive bacteria (Rauha et al.,
2000). It also shows variable inhibitory activityaanst mycobacteria (Lechner et al. 2008). In
line with these findings, the inhibitory activity standard quercetin was tested and the
resulting MIC was stated at 625 pg/ml. Therefdres, unlikely that quercetin is the only

molecule responsible for the antimycobacteriaiv@gtiobserved in our study.

3. Conclusion

These study highlighted, for the first time, thegence of some important phenolic’s
constituents in both species (quercetin, rutiffeeaand chlorogenic acids i
luschnathiang and kampferol and chlorogenic acid Forbenjaming, which are not totally
correlated with the activity observed. Therefohe good microbiological activity observed
for F. luschnathiandutanolic extract and sub fraction A, probably rhaydue to so far
unidentified compounds, or is the consequence érgystic effects between several
metabolites. More studies are required to identifycompound(s) responsible of the
antimycobacterial activity.
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Table 1. Total phenolic content of crude extracid fractions.

Polyphenols (mg GAE/g of dry extract or fraction) 2
Extract/Fraction

F. benjamina F. luschnathiana
Crude extract 122.63+2.79 149.92+3.65
Chloroform fraction 119.22+2.37 76.86+5.63
Ethyl acetate fraction 148.92+2.62 186.76+2.13
n-Butanol fraction 108.70+2.50 133.57+2.77

Note 1. Values are expressed as mean (n = 3) slatdudeviation.
Note 2. Numbers followed by different letters ircle@olumn are significantly different and

differ by Tukey test at p < 0.05.
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Table 2. MIC of the extracts and fractiongofbenjaminaandF. luschnathianagainsi\.

smegmatis
MIC (ug/ml)?!
Extract/Fraction
F. benjamina F. luschnathiana
Crude extract 2500.00 1250.00
Chloroform fraction 625.00 1250.00
Ethyl acetate fraction 312.50 2500.00
n-Butanol fraction 2500.00 156.25
Sub-fraction A - 156.25
Sub-fraction B - > 2500.00
Sub-fraction C - > 2500.00
Caffeic acid > 2500.00
Chlorogenic acid > 2500.00
Quercetin 625.00
Rutin 625.00

Note 1. Standard drugs isoniazid and rifampicirspnéed MICs of 0.78 and 19.53 pg/mL,

respectively.
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Table 3. HPLC-DAD phenolics screening and its gifiaation, in crude extracts and
fractions ofF. benjaminaandF. luschnathiana.

. ' Amount’
Plant Extract/Fraction Phenolic .
(mg/g dry weight)
o Crude extract Kaempferol 1.63+0.16
F. benjamina ) ) )
n-Butanol fraction Chlorogenic acid 17.77+£0.57
Caffeic acid 1.14+0.13
Crude extract Chlorogenic acid 3.73+£0.29
F. luschnathiana Rutin 1.39+0.20
Ethyl acetate fraction Rutin 15.55+£1.92
n-Butanol fraction Quercetin 3.53+0.12

Note 1. Results are expressed as mean (n = 3pdasthdeviation.

Note 2. Identified and quantified in sub-fraction A
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Figure 1: HPLC profile oF. luschnathianaCrude extract at 327 nm (a) and 365 nm (b),
ethyl acetate fraction at 365 nm (c), sub-fracoat 365nm (d). Chlorogenic acid (1);
Caffeic acid (2); unknown flavonoid ( 3, based ov-DAD spectra); Rutin (4); unknown

flavonoid (5, based on UV-DAD spectra); Querce@h (
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Figure 2:HPLC profile ofF. benjaminaCrude extract at 365 nm (a}butanol fraction at
327 nm (b). Kaempferol (1), Chlorogenic acid (2)
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O item "Experimental”, contendo as técnicas e respectivas referéncias foi
submetido em um arquivo a parte, como material suplementar, de acordo com a

opcéao oferecida do periodico. Desta forma fica apresentado apds o manuscrito.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

In vitro antimycobacterial activity and HPLC-DAD screeningof phenolics

from Ficus benjamina L. and Ficus luschnathiana (Mig.) Miq. leaves

Ritiel Corréa da Cruz Vanessa Agefit Aline Augusti Boligon, Vanessa
Janovik, Marli Matiko Anraku de CampésDominique Guillaumgand
Margareth Linde Athayde

!Department of Industrial Pharmacy, Federal Univeysif Santa Maria, Santa Maria, RS,
Brazil; 2 Department of Clinical and Toxicological Analysi®deral University of Santa
Maria, Santa Maria, RS, BrazifMedicinal Chemistry Department, Université de Reims
Champagne Ardenne, Reims, France.

Total phenolic content (Folin-Ciocalteu) of theuvea ofFicusbenjaminaandFicus luschnathiana

was evaluated and screened by HPLC-DRDuschnathianarude extract (CE) presented a phenolic
content higher than that 6f benjaming(149.92+3.65 vs. 122.63+2.79 mg of GAE). Kaemgfero
(1.63+0.16 mg/g dryveight of CE) and chlorogenic acid (17.77+0.57 mgf/putanolic fraction) were
identified and quantified iff. benjaminawhereas rutin (1.39+£0.20 mg/qg), caffeic (1.14+@nfR))

and chlorogenic (3.73+0.29 mg/qg) acids were quiaatih the CE of. luschnathianaAdditionaly,

rutin (15.55+1.92 mg/g) and quercetin (3.53+0.1Z2gpgvere quantified in ethyl acetate and butanolic
fractions, respectively. Antimycobacterial activityroth microdilution method) of CEs and fractions
was evaluated againstycobacterium smegmatigthyl acetate fraction froms. benjaminaandn-

butanol fraction front. luschnathianalisplayed the highest inhibitory activity (MIC 4350 pg/mL
and 156.25 pug/mL; respectively). Further studiesraquired to identify the compounds directly

related to the antimycobacterial activity.

Keywords: Ficus luschnathiana Ficus benjamina;Mycobacterium smegmatigphenolic
compounds; HPLC-DAD.
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Experimental

Chemicals and general procedures

All chemicals were of analytical grade. Silica @230 mesh, silica gel 6Q4z
coated plates, and solvents for extractions oryéinal procedures were purchased from
Merck (Darmstadt, Germany). Folin-Ciocalteu phamalgent, (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium) bromide dye (MTT), quenaerutin, kaempferol, gallic,
chlorogenic and caffeic acid standards were acquien Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). Lowenstein-Jensen medium, middlebrook Bi&th and oleic acid-albumin-
dextrose-catalase (OADC) were purchased from Difdaoratories (Detroit, MI, USA).

Plant material and extraction methods

Leaves of. benjaminaandF. luschnathianavere collected in the city of Santa Maria
(State of Rio Grande do Sul, Brazil) in March 20D%@ed voucher specimens are preserved
in the herbarium of the Department of Forest Sasrat the Federal University of Santa
Maria under the register codes HDCF-5945 and HDCB36respectively.

Leaves of. benjaminawvere dried at room temperature, while leaves.of
luschnathianavere kept fresh until the moment of the extractaure their high water
content. The driedq benjamina666.95 g) and fresh leavds (uschnathiana453.92 q)
were submitted to size reduction and then separataterated for a week at room
temperature with 7 and 5 liters of 60% ethanol aiex; respectively. Each resulting crude
extract was filtered and the alcoholic solution waaporated under reduced pressure,
affording aqueous extracts. These latter were ssoedy partitioned with chloroform, ethyl
acetate, then-butanol until depletion of the color visible cormamts. Each organic extract
was subsequently dried under reduced pressurdtingsn chloroform (4.85 and 3.25 g),
ethyl acetate (0.99 and 0.43 g), ambutanol (4.27 and 3.90 g) extracts Forbenjaminaand

F. luschnathianarespectively.

Column chromatography of the n-butanol fraction from F. luschnathiana

About 1.45 g of the dried-butanol fraction fronF. luschnathianavas
chromatographed on a silica gel column eluted wittcessive gradients of CHG@cetone
(800 mL, initial 8:2 and final 2:8pcetone:EtOH (1600 mL initial 9:1 and final ethBpand
MeOH (1200 mL, initial 9:1 and final methanol) résg in 180 fractions of 20 mL that were



40

pooled according to their TLC profile. Combinedctians 1-40, 41-120, and 121-180,

afforded sub-fractions A, B, and C; respectively.

Determination of the total phenolic content

The total phenolic content was determined by thienFCiocalteu method with minor
modifications (Boligon et al., 2009). Briefly, OmdL of 2N Folin-Ciocalteu reagent was
added to 1 mL of each sample solution (0.15 mg/mhg mixture was allowed to stand for 5
min before addition of 2 mL of a 20% aqueous®a; solution. The resulting solution was
then allowed to stand for 10 min before absorbaeading at 730 nm on a Shimadzu-UV-
1201 (Shimadzu, Kyoto, Japan) spectrophotometealysas were carried out in triplicate.
The total phenolic content was expressed in mahgigallic acid equivalent (GAE) per gram

of dry extract/fraction.

HPLC-DAD qualitative and quantitative analysis

High performance liquid chromatography (HPLC-DARgs performed with
Prominence Auto-Sampler (SIL-20A) equipped withrdwizu LC-20AT (Shimadzu, Kyoto,
Japan) reciprocating pumps connected to a DGU-2efasser and a CBM-20A integrator.
UV-VIS detector DAD SPD-M20A and software LC Sotutil.22 SP1 were used. Reverse
phase chromatography analyses were carried outanienomenex C-18 column (4.6 mm x
250 mm) packed with 5 pum diameter particles. Impecvolume was 40 ul and the gradient
elution was conducted according to the slightly fed Evaristo and Leitdo method (2001).
UV absorption spectra were recorded in the 200Gange.

Each crude hydroalcoholic extract, organic extract the sub-fractions frof
luschnathianawere individually screened for the presence offtiilewing polyphenolic
compounds: gallic, chlorogenic, and caffeic actgercetin, rutin, and kaempferol.
Identification of the compounds was performed byparing their HPLC retention time and
UV absorption spectrum with those of the commersiahdards. Stock methanolic solutions
of standards were prepared in the range of 0.002850mg/mL. Quantification was carried
out by integrating the peaks using external stahdsthod at 327 nm wavelength for
chlorogenic and caffeic acids and 365 nm for querceutin and kaempferol.

Chromatographic operations were carried out at amlemperature and in triplicate.
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Determination of the antimycobacterial activity

Antimycobacterial activity was tested agailvktsmegmatisnc® 155
(ATTC700084). Mycobacterias were plated onto LovieinsJensen medium and
incubated for 3-5 days, at 35° C. From this culaupertion was placed into Middlebrook
7H9 broth, supplemented with 10% OADC and 0.2% glgt(MD7H9), and then
homogenized by sonication for one minute. The beEct®ncentration was adjusted to 0.5
McFarland scale, and then diluted with MD7H9 ud® CFU/mL. Plant extracts and
fractions were dissolved in DMSO, at a concentratib50 mg/mL and then diluted in

MD7H9 until the desired concentration; initial centration was 2500 pg/ml.

The activity test was performed using the brothroddution method (National
Committee for Clinical Laboratory Standards [NCCL3&)03), which presents the results as a
minimum inhibitory concentration (MIC) for each cpound. Mycobacterial inoculum (100
uL) was placed in each well of a microtitre plate weell as the extracts and fractions at
corresponding concentrations. Analyses were caaigdh triplicate. Plates were incubated
for 48 hours at 37°C. The MTT dye was used to chielgrowth of microorganisms (Sankar,
Gopinath, Singla, & Singh, 2008). MTT solution & @ng/mL were prepared by dilution
with absolute ethanol up to 1 mg/mL, and then lytidin half to half with a solution of 10%
Tween 80 in ethanol. The final solution (25 pl) vealsled to each plate well, and the first well
concentration where the drug prevented the colangé from yellow to purple (visual

reading) was considered the MIC.

Statistical analysis
The results from the determination of the totamdlic content were submitted to
variance analysis (ANOVA) and the means were cosatphy Tukey test at p < 0.05. These

statistical analysis were performed with the suppbthe software SAS, version 8.0.



5 DISCUSSAO
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A idéia central da discussdo apresentada no manuscrito é a de que 0s
melhores resultados de atividade antimicobacteriana obtidos — com a fracao
butandlica de F. luschnathiana e com a fracdo acetato de etila de F. benjamina —
nado se devem as substancias fendlicas padroes analisadas, visto que além de
apresentaram fraca atividade, algumas né&o foram encontradas nestes extratos.
Também fica claro na discussdo do manuscrito que o teor total de polifendis néao
esta intrinsecamente relacionado com a atividade antimicobacteriana, sendo a
natureza de compostos fendlicos em especifico mais relevante do que a
quantidade. Partindo destas proposicdes, este item de discusséo geral ira tratar de
alguns aspectos nao discutidos e mencionados no artigo, ainda que relevantes.

O estudo aqui apresentado foi delineado de forma a ser um estudo bio-
guiado (do inglés bio-guided assay), de forma que extratos, fracoes e sub-fracdes
gue apresentassem melhor desempenho no teste de atividade biolégica seriam
investigados mais a fundo (CECHINEL; YUNES, 1997). Desta forma F.
luschnathiana e consequentemente a fracdo butandlica (CIM = 156,25 pug/mL) de
seu extrato bruto foram a escolha inicial para a busca de substancias isoladas. A
cromatografia em coluna de vidro empacotada com silica-gel realizada uma vez
com esta fracdo, ndo resultou em nenhuma substancia isolada. Entretanto, como
consta no artigo, em uma de suas sub-fracdes iniciais foi possivel identificar o
flavonol quercetina. Por motivos técnicos, novas tentativas de isolamento pela
técnica de cromatografia em coluna ndo foram realizadas com esta fracdo. E
patente a dificuldade em se trabalhar amostras de polaridade mais elevada
utilizando silica-gel como fase estacionaria, devido a forte afinidade dos
componentes destas fracbes pela silica, resultando em alta retencdo destes
compostos na coluna (STAHL et al., 1965), além disso, apesar de a fracdo
butandlica ter apresentado um bom rendimento, a maior parte de sua composigéo é
de polissacarideos (dados ndo apresentados). Os metabdlitos secundarios com
atividade antimicobacteriana possivelmente estdo em baixa concentracéo na fracao,

0 que dificultaria ainda mais a tarefa de isolamento. Isto fica evidente pela
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quantificacdo da quercetina na sub-fracdo, 0,35 % da massa da sub-fracdo, valor
que se extrapolado para a massa total da fracdo butandlica ficaria ainda menor.

De acordo com a premissa de um estudo bio-guiado, a fracdo acetato de etila
de F. benjamina seria a préxima escolha para isolamento de substancias ativas,
pois: apresentou consideravel atividade biolégica (CIM de 312,50 pug/mL, sendo esta
a fracdo mais ativa da planta), possui a maior quantidade de compostos fendlicos e
possivelmente seus componentes permitiriam o trabalho de isolamento utilizando
silica-gel como fase estacionaria sem maiores transtornos. Entretanto o rendimento
na obtencdo desta fragdo foi bastante pequeno, e com um total de 666,95 g de
folhas secas da planta somente 0,99 g de massa de fracdo seca foi obtido através
das extracOes organicas. Esta pequena quantidade permitiu somente a realizacao
do teste de atividade biolégica, bem como a determinacdo do teor de polifendis,
flavonoides e a investigacao por CLAE.

A fracdo cloroférmica de F. benjamina foi avaliada como a terceira fracédo
mais ativa investigada no estudo, apresentando uma CIM de 625,00 pug/mL. Este
valor, quando comparado a dados da literatura cientifica, ja ndo caracteriza uma
boa atividade antimicobacteriana. Contudo, por motivos de rendimento e técnicas
laboratoriais, e a fim de se aumentar o conhecimento a respeito da fitoquimica da
espécie, bem como delinear outras possiveis investigacées em um futuro préximo, o
trabalho de fracionamento por cromatografia em coluna foi realizado com esta
fracdo. Analises preliminares por cromatografia em camada delgada (CCD) das
sub-fracdes eluidas da coluna revelaram a presenca de triterpenos como lupeol,
acetato de lupeol e estigmasterol (dados ndo apresentados), e que ja foram
submetidos a analise por cromatografia gasosa com deteccao por espectrémetro de
massa (CG-EM), no intuito de confirmar a identidade dos compostos. De acordo
com Copp (2003) e Okunade e colaboradores (2004), triterpenos tais como 0s
identificados podem apresentar consideravel atividade antimicobacteriana. Desta
forma é possivel que parte da atividade biolégica observada para esta fracdo seja
proveniente destas substancias, ou € possivel que tais compostos quando em maior
concentracdo possam exercer uma atividade melhor do que a observada para a
fracdo cloroférmica.

Como parte de uma avaliagdo mais geral das plantas, e ndo estritamente
ligado a atividade antimicobacteriana, realizou-se a estimativa do teor de polifendis,

apresentado e discutido no manuscrito, que também foi acompanhado de uma
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avaliacdo do contetdo de flavonodides por método de cloreto de aluminio (AICI5).
Estes dados (Tabela 1) ndo foram incluidos no artigo devido a menor especificidade
e relevancia do método, todavia algumas consideracbes a respeito podem ser
feitas. O maior teor de flavonoides foi obtido para as fracbes cloroférmicas de
ambas as plantas, valores que n&o condizem com a técnica de polifendis, em cujos
resultados as fracBes cloroférmicas se mostraram pouco proeminentes. Tal
incoeréncia é decorrente da grande quantidade de clorofilas presente nas folhas
das plantas, substancias de baixa polaridade extraidas pelo cloroférmio, o solvente
mais apolar utilizado no fracionamento. Segundo Costa (2002), as clorofilas
interferem na reacdo do AICl; podendo superestimar o teor de flavondides. Desta
forma os altos teores obtidos para as fracdes cloroformicas superestimam o valor
real, ou mesmo podem caracterizar um resultado "falso-positivo". Corrobora este
fato os resultados das analises por CLAE, em que nem o glicosidio (rutina) e nem
mesmo as agliconas (quercetina e canferol), de carater mais apolar, foram

encontrados nas fracdes cloroférmicas.

Tabela 1 — Teor de flavonoéides totais*

Teor (mg/g de massa seca)

Extrato/Fracao
F. benjamina F. luschnathiana
Extrato Bruto 21,85+1,24 31,06+1,13
Fragéo Cloroférmio 212,59+4,64 261,66+3,56
Fracdo Acetato de Etila 13,51+0,61 124,62+1,61
Fragcéo n-Butanol 5,18+0,20 6,11+0,27

* Analise realizada pelo método de Woisky e Salatino (1998)

Outro aspecto n&o detalhado no manuscrito foi o da atividade
antimicobacteriana dos padrdes de flavondides testados e suas relagdes estruturais.
Como ficou evidente, os padrbes avaliados (quercetina, rutina e canferol) ndo
possuem atividade relevante e ndo estdo relacionados com a atividade bioldgica
observada para as fracbes que se mostraram mais ativas. Porém, a literatura

cientifica tem relatado diversos flavondides (Figura 6) com atividade
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antimicobacteriana, de forma que o estudo apresentado contribuiu para ampliar a

compreensao desta classe de compostos vegetais.

Figura 6 — Estrutura geral dos flavonaoides.

Os padrdoes avaliados e aqui apresentados foram: quercetina, rutina e
canferol (Figura 7). Quimicamente, estes compostos pertencem ao subgrupo dos
flavondis (Figura 8) e caracterizam-se pela hidroxila na posicdo 3. Nado possuem
grupamentos substituintes grandes e complexos, sendo 0s seus grupamentos
menores e de carater mais polar (hidroxilas), como também o dissacarideo
substituinte na rutina (posicdo 3), que a caracteriza como um heterosideo
(ZUANAZZI, 2002).

Outros flavonois também ja tiveram sua atividade antimicobacteriana
avaliada. Os resultados de Lechner e colaboradores (2008) demonstraram baixa
atividade para a isoramnetina e a taxifolina (este um flavanonol — Figura 8) frente a
diferentes cepas de M. smegmatis. Somente a miricetina apresentou boa atividade,
porém nao foram propostas explicacées para tal, visto que o objetivo do estudo era
avaliar o sinergismo entre os flavonoides e antibiéticos comumente utilizados para

tratamento de tuberculose.
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Figura 8 - Estrutura geral de flavonadis (A) e flavanondis ou di-hidroflavonais (B).

As flavonas sdo um subgrupo de flavondides, bastante difundido e
semelhante aos flavondis. Diferenciam-se destes pela auséncia de hidroxila na
posicdo 3, restando somente o atomo de hidrogénio (Figura 9). Apesar da pequena
diferenca estrutural entre os grupos, diversas flavonas tém sido apresentadas com
forte atividade antimicobacteriana. O trabalho de Lechner e colaboradores, acima
citado, avaliou a flavona luteolina, que apresentou uma CIM entre 128,00 e 256,00

ug/mL frente & mesma cepa de M. smegmatis utilizada em nosso estudo. Esta

mesma flavona também foi isolada de F. chlamydocarpa por Kuete e colaboradores
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(2008) e teve atividade testada em relagdo a mesma micobactéria apresentando
CIM de 78,00 pg/mL. A discrepancia nos valores se deve possivelmente a
diferencas nos métodos microbiolégicos, o que demonstra a dificuldade de realizar
comparacoes diretas entre resultados, bem como a falta de uma padronizacao
maior para os testes preditivos de atividade antimicobacteriana. Ainda assim os
valores concordam ao indicar que a flavona apresenta consideravel atividade

antimicobacteriana.

>
oy}

Figura 9 - Estrutura geral de flavonas (A), flavanonas (B) e isoflavonas (C).

Suksamrarn e colaboradores (2004) também avaliaram a atividade
antimicobacteriana de flavonas, isoladas de Chromolaena odorata. Acacetina e
luteolina, esta comum a diversas plantas, estdo entre os isolados submetidos a
avaliacdo com M. tuberculosis. Ambas as flavonas se mostraram ativas, no caso da
luteolina, como esperado, em menor grau do que o observado nos trabalhos citados
acima, que utilizaram M. smegmatis, um microrganismo um pouco mais sensivel.
Também foram isoladas flavanonas ativas da planta, de forma que isto permitiu aos
autores do artigo propor que a dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 do anel C,
presente nos flavonadis e flavonas e ausente nas flavanonas e flavanondis (Figuras 8

e 9), ndo é essencial a ocorréncia da atividade biol6gica estudada.
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Isoflavonas também vem exibido forte atividade inibitoria sobre micobactérias
em diferentes estudos. No caso de Kuete e colaboradores (2008), ja mencionado
pela atividade inibitoria observada para a luteolina, os melhores resultados foram de
fato, obtidos com isoflavonas alpinum-isoflavona, genisteina e laburnetina. Esta
altima apresentou uma CIM de 0,61 pg/mL frente a M. smegmatis, uma inibicdo da
mesma ordem do que a observada para os antibiéticos utilizados como referéncia.
Outras isoflavonas isoladas e avaliadas também tém corroborado esta constatacdo
(KOYSOMBOON et al., 2006; CHOKCHAISIRI et al., 2009).

Chokchaisiri e colaboradores (2009) também demonstraram que chalconas
(Figura 10) podem ter consideravel atividade antimicobacteriana. Dos compostos
isolados de Butea monosperma, a buteina foi a substancia mais ativa, com CIM de
12,50 pg/mL. Outras chalconas, como a isoliquiritigenina também se mostraram
ativas, com CIM observado de 25,00 pg/mL, valor igual ao da isoflavona

afrormosina e superior a formonetina.

Figura 10 — Estrutura geral das chalconas.

Os resultados acima expostos expandem a questdo, ja apresentada por
Brown e colaboradores (2007), que testaram a atividade antimicobacteriana de 4
flavondides contra o Mycobacterium bovis BCG. Capacidade inibitoria mais
pronunciada foi observada justamente com as chalconas buteina e isoliquiritigenina,
e a mais fraca foi a apresentada pelo flavonol fisetina. Porém, este era um estudo
mais amplo, e através de técnica bioquimica apropriada, foi possivel observar que
estes flavondides inibem a atividade, in vitro, da enzima acido graxo sintase Il obtida
de M. smegmatis. Desta forma foi possivel propor que um dos mecanismos de acao

destes flavondides sobre o M. bovis e micobactérias em geral é a inibicdo desta
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enzima, envolvida na formacdo dos &cidos micdlicos, componentes especificos e
essenciais da parede celular de micobactérias.

Uma breve pesquisa na literatura cientifica permite averiguar os dados acima
expostos, que levam ao entendimento de que flavondis em geral, possivelmente
possuem menor atividade antimicobacteriana do que outros subgrupos de
flavonoides, ainda que ndo haja motivos claros e correlagdes com sua natureza
qguimica. Contudo, tais idéias ndo sao fatos absolutos e ja estabelecidos, havendo
resultados divergentes.

Evidentemente, flavonbis mais simples tais como a quercetina, rutina,
canferol, fisetina e outros, apresentam uma fraca atividade antimicobacteriana, o
que pode estar relacionado ao mecanismo de acdo proposto por Brown e
colaboradores (2007), porém o trabalho de Koysomboon e colaboradores (2006)
deixa claro a influéncia dos grupamentos substituintes e da natureza em especifico
de cada molécula, e ndo sé as questdes estruturais referentes a cada sub-classe. A
avaliacdo apresentada por estes autores e ja citada por motivo de suas isoflavonas
ativas, também possui flavondis ativos, e de fato estes compdem os melhores
resultados em termos de CIM. E valido ressaltar que estes flavonois exibem
diferentes padrbes de substituicdo, mas todos sao metoxilados na posicao 3, desta
forma, pode-se sugerir que um substituinte de carater mais apolar nesta posi¢céo
possa favorecer a atividade antimicobacteriana. Isto € o que ocorre com flavonas e
chalconas (somente o atomo de hidrogénio na posicao 3), com as isoflavonas (anel
ligado em 3) e no caso dos flavondis acima mencionados, uma metila ligada ao

atomo de oxigénio.



6 CONCLUSAO

Os extratos brutos das duas espécies nao apresentaram atividade
antimicobacteriana, entretanto seu fracionamento com diferentes solventes
organicos forneceu, para cada planta, uma fracao ativa. Os compostos mais polares
de F. luschnathiana, extraidos pelo butanol exerceram boa atividade inibitéria sobre
M. smegmatis, juntamente com uma de suas fracdes obtida por cromatografia em
coluna constituem os melhores resultados antimicobacterianos obtidos. Na
sequéncia, por parte de F. benjamina, os compostos extraidos com acetato de etila
também exerceram boa atividade bioldgica.

A atividade exercida por estas fracdes claramente ndo esta relacionada aos
compostos fendlicos que foram identificados, visto que os padrdes dos acidos
hidroxicinamicos e dos flavonoides encontrados nao exerceram atividade
consideravel. Tampouco se pode fazer uma correlacéo direta entre o teor de fendis
totais e a atividade biolégica, de forma que aspectos estruturais especificos de
certos polifendis parecem ser mais relevantes biologicamente do que a quantidade.

Se pelo lado biologico os padrdes de fendis avaliados ndo se mostraram
promissores, seus resultados do ponto de vista fitoquimico sdo bastante relevantes.
Até onde se sabe, a avaliacdo realizada para F. luschnathiana é a primeira do
género, evidenciando que as folhas da planta possuem alto teor de compostos
fendlicos, bem como ficou demonstrado a presenca de quatro destas substancias:
guercetina, rutina e os acidos cafeico e clorogénico. Ja para F. benjamina, os dados
gerados agregam ao que ja se conhece da planta, e pela primeira vez é relatada a
presenca de canferol e de &cido clorogénico como metabdlitos secundarios da
espécie.

Os resultados obtidos demonstram que ambas as espécies de figueiras
possuem substancias com atividade antimicobacteriana, e séo fontes em potencial
para futuras pesquisas a fim de se identificar tais compostos ativos, sejam eles
fendlicos ou ndo. Futuras investigacfes também devem ser realizadas no sentido
de se averiguar se estas substancias sdo mais ativas isoladas ou no conjunto das
fracGes, bem como se deve aumentar o espectro de micobactérias avaliadas. Além

disso, a quantidade a diversidade de polifendis presentes nas folhas das duas
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espécies indicam o potencial destas em relagdo a atividades e propriedades
biolégicas mais relacionadas a tais compostos.
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