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Sumario: O Ulomoides dermestoides (besouro do amendoim) é frequentemente
considerado uma praga de produtos armazenados, apesar de ser amplamente utilizado pela
medicina popular para o tratamento de inflamagdes, cancer, tuberculose, asma, HIV,
diabetes e impoténcia sexual, além de outras patologias. A acdo anti-inflamatéria e
imunomoduladora ja foram relatadas, bem como sua agdo anti-irritante, e efeitos
citotoxicos e genotdxicos. Ainda assim, informacBes sobre a estrutura quimica dessas
substancias bioativas ainda sdo escassas, sendo necessaria sua elucidacdo quimica. Neste
estudo, o extrato hidroalcoolico de U. dermestoides foi testado para confirmar sua
atividade frente a Staphylococcus aureus. Posteriormente este extrato bruto foi submetido a
fracionamento por coluna cromatografica de topo sélido com solventes de polaridade
decrescente. As fracOes obtidas foram submetidas a revelacdo microbioldgica em meio
inoculado com S. aureus. Em seguida com a fracédo ativa foram realizados testes de analise
espectroscopica na regido do UV-VIS, infravermelho com transformada de Fourier e
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN-'H). O extrato apresentou atividade
antimicrobiana. A partir do fracionamento cromatografico foram identificadas trés fracdes
com ac¢do antimicrobiana, estas por sua vez foram submetidas a um segundo fracionamento
por cromatografia flash (lsolera One) e analisadas por RMN-'H. As anélises
espectroscopicas na regido do UV-VIS, infravermelho e RMN-'H indicaram a presenca de
polienos carboxilados.

Palavras—chave: atividade antimicrobiana; metabolitos secundarios; polienos;
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INTRODUCAO
Os insetos sdo 0 maior grupo de animais e o mais diversificado existente na Terra, com
cerca de 750 mil espécies vivas descritas (mas existem suposicGes que existam até 30
milhdes de espécies), constituindo 75% da vida animal na Terra (WILSON, 1997). Com
uma imensa variedade de cores, formas, tamanhos e modos de vida, eles desempenham um
papel significativo para a manutencdo da estrutura de diversos ecossistemas terrestres
(reciclagem de nutrientes, polinizacdo, dispersdao de sementes, manuten¢do do solo,
controle de populagdes de organismos, entre outros). O Ulomoides dermestoides
(FAIRMAIRE, 1893), popularmente conhecido como besouro do amendoim, é utilizado
pela medicina popular no tratamento de doencas inflamatdrias, cancer, tuberculose,
leucemia, asma, HIV, diabetes, entre outros, além de sua utilizagdo como afrodisiaco e
energético (CRESPO et al.,, 2011; SANTOS et al., 2009, 2010; COSTA NETO &
RESENDE, 2010; VILLAVERDE et al.,, 2009; SPILMAN, 1960; COSTA NETO &
RAMOS-ELORDUY, 2006; MENDOZA & SAAVEDRA, 2013). Sua acdo anti-
inflamatdria e imunomodulatéria ja foram observadas em experimentos in vivo, assim
como seu efeito linfoproliferativo in vitro (SANTOS et al., 2010), anti-irritante
(MENDOZA & SAAVADERA, 2013). Nascimento et. al (2102) descrevem a atividade
antimicrobiana do extrato de U. dermestoides contra linhagens multirresistentes de
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Staphylococcus aureus. Este trabalho justifica-se pelo numero atual de micro-organismos
multirresistentes e o vasto campo de metabdlitos secundérios ainda inexplorado, presentes
nos insetos. Ademais, de acordo com a referéncia bibliogréafica utilizada, este foi a primeira
indicacéo dos bioativos extraidos de U. dermestoides.

MATERIAIS E METODOS
Insetos: U. dermestoides foram adquiridas de criatorios e a confirmacdo taxonémica foi
realizada pela Professora Dra. Luciana lannuzzi do Departamento de Zoologia - CCB.

Multiplicacdo das Amostras: Os insetos foram multiplicados em recipientes plasticos
cobertos com telas vazadas contendo grdos de amendoim e farelo de trigo no Laboratério
de Engenharia Biomédica, em temperatura e umidade ambiente. Uma vez por semana
foram adicionadas as culturas, fatias de batata inglesa sem casca, as quais foram removidas
no dia seguinte para evitar a contaminagdo por microrganismos.

Extracdo: Extratos hidroalcodlicos (Etanol a 70%) de besouros adultos coletados vivos
foram obtidos por maceracao até esgotamento (3 ou 4 extracdes sucessivas com intervalos
de 48 horas) em temperatura ambiente, seguido de destilagdo a vacuo e o extrato foi
colocado em dessecador para eliminacao da umidade residual.

Determinacgdo do pH: A amostra foi diluida em solucdo de metanol em &gua destilada
(1:10) e analisada em pHmetro eletrénico (827 pH lab - Metrohm).

Triagem de metabolitos secundarios: Para este ensaio, 0,49 do extrato foi diluido em 50
mL de etanol, distribuidos em 5 tubos de ensaio. Foram realizados ensaios para verificacdo
da presenca de saponinas, antocianinas, antocianidinas, flavonondis e alcal6ides segundo
metodologia preconizada por GAZONI (2009).

Avaliacdo Antimicrobiana: Apos a obtencdo dos extratos, a atividade antimicrobiana foi
confirmada para S. aureus pelo método de difusdo em disco de papel (BAUER et al, 1966).
Os microrganismos foram obtidos da Colecdo do Departamento de Antibiéticos da UFPE.

Isolamento e purificacdo: O extrato foi fracionado de acordo com sua polaridade por
cromatografia em coluna utilizando um gradiente de polaridade (tolueno, acetato de etila e
metanol) com polaridade crescente. Observaram-se bandas que foram visualizadas em
comprimentos de onda na regido do UV (254 nm e 366 nm).

Revelacdo antimicrobiana: A bioautografia foi realizada em duplicata, onde placa
cromatografica foi coberta com Agar Mueller Hinton contendo um indculo de S. aureus na
concentragdo de 10° UFC/mlI (pela escala de MacFarland) e utilizando uma solucéo aquosa
de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazéleo (TTC). Apds incubagdo do micro-organismo por 24 h
zonas de inibicdo indicaram os compostos bioativos.

Analise espectroscopica: Os compostos bioativos foram analisados por: Ultravioleta-vis,
Infravermelho com transformada de Fourier e por Ressonancia Magnética Nuclear. Apos
todas essas andlises, as trés fracOes bioativas foram submetidas a um segundo
fracionamento por cromatografia flash e analisadas por RMN-'H.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Obtencgdo dos extratos: O extrato etanolico de U. dermestoides foi obtido utilizando-se
20,92 g de besouros coletados vivos, de onde foram obtidas 2,32 g de extrato seco apos
concentragéo, o que corresponde a um rendimento de 11,08.
Analise de pH: O extrato apresentou um valor de 5,56, evidenciando que a substancia em
estudo tem carater &cido.
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Triagem de metabolitos secundarios: Foi detectada a presenca de saponinas devido a
formagdo de espuma persistente e abundante. Quanto aos demais metabdlitos o extrato
apresentou resultado negativo para alcaloides e uma discreta quantidade de flavononois.
Isolamento e purificagdo: Foram realizadas quatro purificagbes cromatograficas até o
isolamento de 10 fragdes. Como fases mdveis, foi novamente utilizado um gradiente de
polaridade utilizando-se misturas de tolueno-acetato (9:1, 8:2, 7:3, 6,5:3,5 e 1:1); tolueno-
acetona (1:1); CH.Cls; hexano-acetato (7:3) e tolueno-metanol (8:2 e 9:1). Uma banda
vermelha foi verificada apenas em uma fracdo, com rapida mudanca de cor. Uma hipotese
para o que foi observado é a de que esta substancia vermelha (visualizada a 365nm)
possivelmente tenha sofrido degradagéo, para a perda da coloragéo.

Revelacdo microbiologica: A revelacdo microbioldgica em extratos etandlicos frente ao S.
aureus foi utilizada, em placas cromatograficas, em triplicata. Os demais ensaios foram
realizados com as fracOes isoladas e reveladas com MTT. Ap6s 7 meses do isolamento das
fragdes, o teste de revelagdo, no segundo ensaio apresentaram halo de inibigdo, em sua
maioria no ponto de aplicacdo. No terceiro ensaio foram identificadas trés fracdes (a, b e c)
com atividade antimicrobiana. Para a anélise espectroscopica apenas com as fracGes que
apresentaram halo de inibicdo mais significativo (a, b e c), porque se apresentaram
purificadas na anélise cromatografica.

Anélise espectroscopica:
Ultravioleta visivel (UV-vis)

As analises na Regido do UV-vis foram realizadas em espectrofotdmetro UV-1800,
Shimadzu, registrados a 25°C com o caminho 6ptico de 1 cm em solucdo (188mg da fracdo
a, 121mg da fracdo b e 6mg da fracdo c), diluidos em diclorometano e analisados na faixa
espectral de 200 a 400nm. Os maximos a 230nm foram observados para as fracdes a, b e c,
caracteristicos de alcenos.

Infravermelho com transformada de Fourier (I1V-TF)
As frages a, b e ¢, foram avaliadas na Regido do Infravermelho na faixa de 1000cm"
! 24.000cm™ e a anélise dos resultados foi baseada em SILVERSTEIN (2004) (Tabela 1).

Tabela 1: Andlise dos principais maximos de absorcao do espectro de infravermelho
Maximos (cm™) | POSSIVEL GRUPO FUNCIONAL

~1200 - 1300 (1) Deformacdo de alquino
~1400 (I1) Deformacéo de aldeido alquil
~1700 (111) Deformacdo de cetonas

~2800 - 2950 (1V) | Deformacéao de dimeros de COOH

Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN-'H)

No que diz respeito a analise das fracdes a, b e ¢ ap6s um segundo fracionamento, foram
obtidos espectros de RMN (1H, 13C, DEPT, HSQC e HMBC). Os espectros de RMN de
1H, mostraram um conjunto de sinais, na regido alifatica (6 3.0-0.5 ppm), que é comum as
amostras analisadas e que integra o principal componente presente nas amostras. Apenas a
amostra a apresenta sinais entre 6 8.0 e 7.2 ppm, que podem ser associados a grupos
aromaticos. Considerando as areas de integracdo sob os sinais, pode-se inferir que ha pelo
menos trés compostos principais, destacando-se o grupamento alquilico. O conjunto de
sinais atribuido aos carbinolicos e os sinais atribuidos a grupos aromaticos. Entretanto €
necessaria uma maior quantidade de compostos com maior grau de pureza para conclusdo
sobre o esqueleto estrutural das substancias bioativas.
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CONCLUSOES

A pesquisa de metabolitos secundarios demonstrou a presenca de saponinas e

flavononoides no extrato hidroalcoolico bruto.

e Nos testes antimicrobianos foi confirmada a acdo do extrato contra Staphylococcus
aureus.

e As fragOes com atividade antimicrobiana isoladas a partir do sistema de cromatografia
flash apresentaram baixo rendimento, com aspecto amarelado e denso. A analise
espectroscopica mostra que a substancia provavelmente é um polieno.

¢ O fracionamento permitiu a detecgdo de trés substancias majoritarias, com
caracteristicas poliénicas contendo grupamentos carboxilados que foram comprovados
pelo pH &cido preservado do extrato.
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