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RESUMO

Dissertagao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Naturais e Exatas
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

ESTUDO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE Condalia buxifolia E Scutia buxifolia
E SUAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS

Autora: Graciela Maldaner
Orientador: Prof. Dr. Ademir Farias Morel
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 30 de novembro de 2005.

O presente trabalho descreve o estudo dos metabolitos secundarios de duas espécies
pertencentes a familia Rhamnaceae: Condalia buxifolia e Scutia buxifolia, e ainda um estudo da
relacdo estrutura/atividade de sete alcaldides ciclopeptidicos e um ciclopeptideo neutro:
scutianina-B (24), scutianina-C (14), scutianina-D (15), scutianina-E (16), scutianina-F (18),
scutianina-M (37), condalina-A (22) e scutianeno-D (38).

Da casca do caule de Condalia buxifolia foram isolados trés metabolitos: lupeol (34),
taraxerol (35) e [-sitosterol (33). Da casca da raiz foi isolado o alcaldide ciclopeptidico
condalina-A (22).

Da casca da raiz de Scutia buxifolia foram isolados os metabdlitos acido ursélico (36) e -
sitosterol (33), enquanto que os ciclopeptidicos scutianina-B (24), scutianina-C (14) e scutianina-
D (15) foram apenas identificados nesta parte da planta através de comparagdo com amostras
auténticas.

Adicionalmente, foram analisadas atividades antimicrobianas das fracdes e dos
metabolitos isolados de Condalia buxifolia e Scutia buxifolia, através da técnica de bioautografia
utilizando-se diferentes microrganismos: duas bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus
(Sa) e Staphylococcus epidermidis (Se)), trés bactérias Gram negativas (Klebsiella pneumonia
(Kp), Salmonella setubal (Ss) e Escherichia coli (Ec)) e dois fungos (Saccharomyces cerevisiae
(Sc) e Candida albicans (Ca)). Observou-se, nesta analise, que tanto a estereoquimica dos
aminoacidos que constituem a estrutura dos alcaldides, bem como a presenga do grupo basico

destas estruturas, sdo importantes para este tipo de atividade.



ABSTRACT

Master Dissertation
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STUDY OF THE SECONDARY METABOLITES OF Condalia buxifolia AND Scutia
buxifolia AND ITS ANTIMICROBIAL ACTIVITY

Author: Graciela Maldaner
Adviser: Prof. Dr. Ademir Farias Morel
Date and place of defense: Santa Maria, November, 2005.

The present work describes the study of the secondary metabolites of two species that
belong to the Rhamnaceae family: Condalia buxifolia and Scutia buxifolia, and the study of the
ratio structure/activity of seven cyclopeptidcs alkaloids and one neutral cyclopeptidc: scutianine-
B (24), scutianine-C (14), scutianine-D (15), scutianine-E (16), scutianine-F (18), scutianine-M
(37), condaline-A (22) and scutianene-D (38).

In the bark of the bole of Condalia buxifolia three metabolites were isolated: lupeol (34),
taraxerol (35) and B-sitosterol (33). In the bark of the roots was isolated the cyclopeptidc alkaloid
condaline-A (22).

In the bark of the roots of Scutia buxifolia the metabolites ursolic acid (36) and f-
sitosterol (33) were isolated, whereas the cyclopeptidcs alkaloids scutianine-B (24), scutianine-C
(14) and scutianine-D (15) were only identified in this part of the plant by comparison with
authentic samples.

Additionally, the antimicrobial activity of the portions and the isolated metabolites of
Condalia buxifolia and Scutia buxifolia were analyzed by Bioautography test, utilizing different
microorganisms: two gram positive bacteria (Staphylococcus aureus (Sa) and Staphylococcus
epidermidis (Se)), three gram negative bacteria (Klebsiella pneumonia (Kp), Salmonella settbal
(Ss) and Escherichia coli (Ec)) and two fungus (Saccharomyces cerevisiae (Sc) and Candida
albicans (Ca)). In this analysis it was observed that the stereochemistry of the amino acids that
compose the alkaloids structure and the presence of the basic group of these structures are

important to this sort of activity.
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1- INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais teve seu inicio provavelmente na pré-historia. Os homens
primitivos, assim como 0s animais iniciaram as “praticas de saude” alimentando-se de
determinadas plantas. Hoje em dia, varios medicamentos industrializados tém sido desenvolvidos
a partir de plantas medicinais, com base nas indicagdes populares.

A biodiversidade de nossos vegetais constituem uma grande riqueza em potencial para a
satde humana. Apesar disso, somente 1% das espécies vegetais conhecidas da Terra foram
estudadas e varias espécies estdo desaparecendo do Planeta num ritmo sem precedentes,
principalmente devido aos desmatamentos intencionais para a agricultura extensiva, extracao de
madeira, criacdo de gado, em areas que antes eram constituidas por vegetacao nativa, além do
constante aumento do nivel de poluicao das aguas, solos e ar.

O estudo de plantas medicinais tem seu valor substancial, pois possibilita investigar os
constituintes destas e podendo relaciona-las ao uso popular. Dentro disso, o grupo do Nucleo de
Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN), cujo coordenador ¢ o Professor Dr. Ademir Farias
Morel, vem contribuindo ndo somente para a fitoquimica cléssica, ou seja, isolamento e
determinagdo estrutural, mas também realizando trabalhos que envolvem atividade bioldgica de
plantas que apresentam algum tipo de uso na medicina popular.

Plantas da familia Rhamnaceae, do género Condalia buxifolia e Scutia buxifolia, que sdo
alvo deste estudo, apresentam uma variada classe de constituintes quimicos como alcaldides
ciclopeptidicosl’z, ciclopeptideos3, flavondides, antocianinas, taninos, esteroides, triterpenos, e
saponinas”.

O Género Condalia buxifolia compreende 18 espécies distribuidas em todo o continente
Americano, do Norte ao Sul da América’. Cinco destas espécies sdo encontradas na América do
Sul, sendo que uma destas se encontra no Brasil®. Condalia buxifolia Reissek ¢ uma arvore de
aproximadamente quatro metros de altura, sendo encontrada no Brasil, Uruguai e Argentina. A
figura 2 (a) apresenta a casca da raiz e a figura 2 (b) apresenta a parte aérea da planta. E usada na

medicina popular como febrifuga, antiinflamatéria e contra disenterias’.
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(b)
Figura 1- (a) Raiz de Condalia buxifolia; (b) Parte aérea de Condalia buxifolia

Scutia buxifolia Reiss, pertencente a familia Rhamnaceae, ¢ nativa da América do Sul,
ocorrendo principalmente no Rio Grande do Sul, Argentina e Uruguai®. Conhecida popularmente
como coronilha, espinho de touro, canela-de-espinho, laranjeira do mato’. E usada popularmente

como cardiotonico através da infusao em agua da casca do caule.

Figura 2- Scutia buxifolia
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2-OBJETIVOS

Esta dissertacdo teve como principais objetivos:

1- Analisar os constituintes quimicos presentes na casca do caule (estudo este ainda nao
descrito na literatura) e casca da raiz da espécie Condalia buxifolia, pertencente a

familia Rhamnaceae.

2- Analisar os constituintes quimicos da casca da raiz da espécie Scutia buxifolia

(Rhamnaceae), parte da planta ainda nao estudada pelo grupo;

3- Avaliar a atividade antimicrobiana das fragdes e metabolitos isolados das duas
espécies: Condalia buxifolia e Scutia buxifolia, e de alcaldides ja isolados
anteriormente e disponiveis no laboratorio, fazendo uma correlagdo estrutura e

atividade antimicrobiana.
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3 -REVISAO DA LITERATURA

3.1- Alcaloides Ciclopeptidicos

Até o momento, muitos alcaldides ciclopeptidicos tém sido isolados de varias espécies de
plantas. O termo alcaloide peptidico foi primeiramente proposto por Goutarel et al'® em 1964.
Mais tarde, Tschesche'' sugeriu a denominagio “alcaléide ciclopeptidico”, como sendo uma
designagdo mais adequada, considerando que essas bases, com Unica excecdo, lasiodina-A (1),
apresentam um anel macrociclo em sua estrutura (Esquema 1). Portanto, alcaldides
ciclopeptidicos sdo considerados todos aqueles que possuem um anel macrociclo em sua
estrutura. Eles sdo classificados de acordo com o nimero de atomos que fazem parte do

macrociclo em treze, catorze ou quinze membros.

/gi(o RN NH\

(0]

HO N— Me N(Me),

Me

1

Esquema 1- Estrutura geral de alcaldides ciclopeptidicos

A = aminoacido terminal basico
B = b-hidréxi aminoéacido

C = aminoécido ligado ao anel
D = unidade hidroxi estirilamina
E = aminoéacido adicional
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Os alcaldides ciclopeptidicos comuns em plantas da familia Rhamnaceae, sao também
encontrados em outras familias como: Sterculiaceae, Pandaceae, Rubiaceae, Urticaceae,
Hymenocardiaceae, e Celastraceae'’. Eles ocorrem nas folhas, flores, casca da raiz, casca do
tronco e sementes, mas sdo muitas vezes dificeis de serem isolados, por estarem presentes em
pequenas quantidades. O rendimento de base, em relacdo ao material seco da planta, varia de 0,01
a 0,09% e depende de fatores, tais como: método de isolamento, regido de crescimento e

maturidade da planta''.

3.1.1- Alcaldides Ciclopeptidicos de Treze Membros
Esta classe de alcaloides identifica-se pela presenca de uma unidade 2-metdxi-5-hidroxi-
estirilamina (2). Outro aspecto importante nesse tipo de alcaléide ¢ o grupamento trans-3-

hidréxiprolina (3), presente como hidroxiaminodcido em todos os compostos do género.

OCH; OH
\ OH
H
HO NH/ O
3
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Da espécie Zizyphus sativa (Rhamnaceae), que ¢ usada na cura de ulceras, podemos citar
alcalodides ciclopeptidicos de treze membros como a sativanina H (4)"°. De uma outra espécie,

Zizyphus nummularia, foi isolado nummularina B (5), e nummularina N (6)"

ORl

\

Sativanina H(4): R;= Me, R,= CH,CH,CH(Me),, R;= CH(Me),, R,= H, Rs= COCH,NHMe
Nummularina B (5): R;= Me, R,= CH,Ph, R;= CH(Me),, R,= H, Rs= COCH(NHMe)Me
Nummularina N (6): R;= Me, R,= CH,Ph, R;= CH(Me),, R4= H, Rs= COCH,NMe,

3.1.2- Alcaldides Ciclopeptidicos de Catorze Membros

Este grupo de compostos compreende a maioria dos alcaldides ciclopeptidicos isolados
até o momento.

As principais caracteristicas dessas bases sdo a presen¢a de um - hidroxiaminoacido e de

uma unidade hidroxiestirilamina (7).

HO \

NH/
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Estes alcaloides ciclopeptidicos de catorze membros sdao subdivididos em trés subgrupos,

dependendo do tipo do B-hidroximaminoacido do anel: B-hidroxileucina (8), nos alcaldides do

tipo Frangulanina 9", B- hidroxifenilalanina (10), nos alcaldides do tipo Nummularina-E (1 1",

e trans-3-hidroxiprolina (3), nos alcaléides do tipo Mauritina-A(12)'°.

OH
o)
H,N OH
8
OH
0
H,N OH

10

O O

\

N\ NH
NH NH
0

NMez
9
O O
< \— NH
NH NH
o)
NMez

11
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Os primeiros relatos sobre a ocorréncia desta classe de substincias na espécie Scutia
buxifolia Reiss (Rhamnaceae) foi em 1964, quando Wasicki® observou a presenca de alcaldides
ciclopeptidicos nesta planta. Porém, um estudo mais aprofundado com esta espécie se deu em
1967, quando um grupo da Universidade de Bon'’, trabalhou com a raiz da planta, coletada no

estado de Santa Catarina, da qual foi isolado um alcaloide ciclopeptidico, a Scutianina-A (13).

0

NH

Vi
(CH;3),N N

Com o desenvolvimento de técnicas cromatograficas e dos métodos de determinagio

o
O NH NH:
o
3

1

estrutural, cuja evolucdo ocorreu a partir da década de setenta, o numero de novos alcaldides

ciclopeptidicos aumentou consideravelmente.
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Em 1974, Gonzalez et al.'® trabalhando com a espécie Scutia buxifolia coletada na
Argentina, isolaram e determinaram a estrutura de dois alcaldides ciclopeptidicos: Scutianina-C
(14) e —D (15), assim como nesse mesmo ano, Tschesche, R. ¢ Ammermann, R. ° isolaram da
raiz da mesma planta, Scutianina-E (16), um diastereoisdmero da Scutianina-D (15). A
estereoquimica da unidade B-hidroxileucina dos diastereoisomeros foi determinada como sendo
L-eritro em (15) e D-eritro em (16), ¢ a unidade B-fenilserina como sendo L-treo em (15) e D-treo

em (16).

NH NH

N(CHs),

14

16
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Em 1977, Tschesche, R. e Hilledrand, D.*° isolaram da casca do caule de Scutia buxifolia,
o alcaldide ciclopeptidico Scutianina-G (17) que € outro diastereoisomero da Scutianina —D (15)
e —E (16).

No mesmo ano, Tschesche et al.? 1, continuando o trabalho citado anteriormente, isolaram

e determinaram a estrutura da Scutianina-F (18).

N(CH3),

18
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Morel et al. em 1994%, isolaram pela primeira vez de Scutia buxifolia, o alcaldide
ciclopeptidico denominado Scutianina-J (19). A continuagdo deste estudo pelo grupo, resultou no

isolamento e elucidacdo estrutural de dois novos alcaldides ciclopeptidicos, Scutianina-K (20) e —

L (21)%.
0 O ) 0O O >
Z A\ NH & \ NH
NH NH NH NH
HO O O
HO HO
N(CHj3), N(CHjs),
19 20

0O O
b7 \— NH
NH NH
0]
N(CHj3),

21
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No ano de 2002, Morel et al.**, estudando outra espécie, também pertencente a familia
Rhamnaceae, Condalia buxifolia, coletada no Rio Grande do Sul, resultou no isolamento de um
novo alcaldide ciclopeptidico, Condalina-A (22), além de trés alcaldides ja conhecidos, Adoutina

Y (23), Scutianina-B (24) ¢ Scutianina-C (14).

7 Q \
=7 )
& \\ — NH
HN HN:
o)
NHCH,
22

>_§_KOO ! 2

7 & \— NH
NH NH NH NH-:
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N(CH3)2 N(CH3)2
24

23



31

No ano de 1999, Morel et al®, isolaram da espécie Walteria douradinha pertencente a
familia das Esterculiaceae, dois novos alcaldides ciclopeptidicos, Walterina-A (25) e Walterina-B

(26), além de dois alcaldides ciclopeptidicos ja conhecidos, Adoutina Y’ (23) e Scutianina-B

(24).

o O
o O % N\ NH
& \ NH
NH NH
NH NH o

O

N(CHj3),
N(CHj;),

NH
25 26

Na continuagdo do estudo desta mesma espécie, Walteria douradinha, em 1999 Morel et

al*®, isolaram um novo alcaloide ciclopeptidico, Walteriona-C (27).

NH
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Discaria febrifuga, uma outra espécie da familia Ramnaceae, foi estudada por Morel et al'
em 1995. Estudando a casca da raiz desta espécie, isolou-se um novo alcaldide ciclopeptidico

denominado como Discarina-L (28).

o O
& N\ NH
NH NH
O
N(CHj3),
28

Devido aos varios artigos publicados sobre esta familia, demonstrando a presenga de
alcaloides ciclopeptidicos, Giacomelli et al*’, estudaram a espécie Discaria americana, da qual
isolaram, da casca da raiz, sete alcaldides ciclopeptidicos de estruturas conhecidas e dois

ciclopeptideos neutros, denominados de Discarina-M (29) e Discarina-N (30).

£ E
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3.1.3- Alcaldides ciclopeptidicos de quinze membros
A principal caracteristica desses alcaloides ¢ a unidade 2-metdxi-5-(B-vinil)-fenilalanina

(31). Um representante tipico dessa classe ¢ o alcaloide Mucronina-A (32) isolado de Ziziphus

mucronata®,
H,CO
H,CO o _N \|

NH
N

0

NH
H,N COOH 4

31 32
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3.1.4 - Atividade Bioldgica de Alcaloides Ciclopeptidicos

Cada vez mais, a medicina moderna vem buscando em moléculas de origem natural e de
seus derivados, as atividades biologicas necessarias para combater microrganismos causadores de
patogenias ¢ doengas que assolam a humanidade ha séculos. Alcaldides ciclopeptidicos sao
substancias que podem apresentar um potencial nesta area. Na Tabela 1 mostrada abaixo,
exemplificamos com algumas estruturas de alcaldides ciclopeptidicos de 14-membros, atividades

biologicas intrinsecas aos mesmos.

Tabela 1- Atividade bioldgica de alcaldides ciclopeptidicos de 14-membros

Composto Frangulanina® Discarina-B’ Condalina-A**

Estrutura
o_<o >_‘\ >_g_<0—< >—\
>_HN§_<NH " \)\/g

fe) NMes Agi
NMe, H NHCHg

Atividades Sedativa (in vivo) Antibacteriana (in vitro) contra Antibacteriana (in

biologicas (3 mgKg™) Klebsiella pneumoniae (6,75ug) Vitro) contra
Staphylococcus

epidermidis (3,12 pg)

Segundo a literatura'®, a baixa concentracio de alguns alcaloides ciclopeptidicos presentes
na planta, ¢ uma das razdes pelas quais poucos estudos tenham sido realizados sobre suas
propriedades bioldgicas. Entretanto, o interesse nesta classe de compostos tem aumentado,
principalmente devido a atividade demonstrada, principalmente antimicrobiana, de muitos
representantes' %1,

Alguns alcaldides ciclopeptidicos na forma livre ou como sais hidrocloretos, como por
exemplo, as Scutianinas -A, -B, -C, -E e Discarina-A, exibiram atividade contra bactérias Gram-
positivas Bacillus subtillis, sendo que Discarina-A ¢ Scutianina-C mostraram atividade nas
concentracdes de 200 e 25 pg, respectivamente'*’. Também os alcaléides mauritina-A, -B e -D,

na forma de sais hidrocloretos apresentam fraca atividade bacteriana contra o mesmo

microrganismo™’
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Condalina-A, Discarina-B, Frangufolina, Nummularina-K e Scutianina-B exibiram uma
significativa atividade antibacteriana contra as bactérias Gram-negativas Klebsiela peneumoniae,

Escherichia coli e contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus®’***°

, enquanto que os
alcaloides Mucronina-F, -G, -H e Pubescina-A , na forma de seus sais hidrocloretos apresentam
boa atividade frente as bactérias B. subtillis e E. coli*®.

Embora exista pouco conhecimento a respeito de suas funcdes biologicas nas plantas, ha
evidéncias de que alcaldides ciclopeptidicos atuem como iondforos (transportadores de ions) e

possam estar envolvidos na absor¢do de nutrientes do solo, principalmente ions de metais

alcalinos>®.

3.2- Determina¢ao Estrutural

Para a determinagdo de suas estruturas, as principais ferramentas atualmente utilizadas
sdo: espectrometria de massas (MS) e a espectroscopia RMN. Técnicas auxiliares como a
espectroscopia no IV e UV, juntamente com rea¢des de degradacdes quimicas, também podem
ser utilizadas.

A utilizagdo da técnica de Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e "°C
¢ indispensavel nas determinagdes estruturais de alcalodides ciclopeptidicos. Estas ja
demonstraram ser valiosas para identificagdo e determinacdo da estrutura de alcaldides
ciclopeptidicos, bem como, para definir a configuragio relativa de B-hidroxiaminoacidos®’,
principalmente ap6s o surgimento das técnicas bidimensionais (2D) homonucleares e
heteronucleares, tais como: COSY, NOESY, HMQC ¢ HMBC, etc.

Além de informacOes sobre a formula constitucional, as analises de RMN também
fornecem valiosas informagdes quanto a aspectos estereoquimicos e conformacionais.

A aplicacdo da difracdo de Raio-X também ¢ um método auxiliar de grande importancia
na elucidacao estrutural, principalmente em anélises conformacionais e configuracionais. Um dos
problemas encontrados para a utilizacdo desta ferramenta, ¢ a dificuldade em se obter cristais
ideais. Normalmente sdo substincias amorfas, ou que formam cristais em forma de agulhas muito
finos e pequenos para a cristalografia.

A cromatografia gasosa enantiosseletiva tem sido uma ferramenta utilizada com muito
sucesso na determinagdo da estereoquimica absoluta das unidades dos aminoacidos participantes

, . . , e 38 , . . . , .
das estruturas de alcaldides ciclopeptidicos™. Até o momento, apenas o hidroxiaminoécido
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participante do macrociclo ndo pdde ser analisado por esta ferramenta, devido a decomposigao
que esta unidade sofre durante o procedimento de hidrolise acida. Nosso grupo de pesquisa €
pioneiro na utilizacdo desta técnica cromatografica na resolucdo da estereoquimica absoluta de

. . : f 38
varios alcaloides ciclopeptidicos isolados no grupo™.
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4- PARTE EXPERIMENTAL

4.1- Procedimentos experimentais gerais

4.1.1- Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear uni e bidimensional foram realizados em
espectrometro Bruker DPX-400 operando a 400.13 MHZ para 'H e 100.32 MHZ para C,
realizados em tubos de 5 mm de didmetro a 300K.

Os deslocamentos quimicos (8) sdo medidos em ppm em relagdo a um padrdo interno de
MesSi (8 = 0) para espectros de hidrogénio e nos espectros de >C o proprio solvente serve para
este fim (CDCls (6 = 77) ou DMSO-dg (6 = 39,5).

Os espectros 2D Homonuclear (COSY) e Heteronuclear (HMQC) foram realizados
conforme os parametros de aquisicdo fornecidos pelo aparelho e processados pelo software

XwinNmr 1.3 da Bruker.

4.1.2- Aparelho de ponto de fusiao

Os valores dos pontos de fusdo (ndo corrigidos) das substancias foram determinadas em

um aparelho MQAPF-301 da Microquimica.

4.1.3- Materiais e Métodos Cromatograficos

4.1.3.1- Cromatografia em Coluna

A cromatografia em coluna (CC) foi realizada com silica gel (70-230 Mesh), produzida
pela Merck, e eluida por solventes puros ou sistemas de gradientes; sendo este o método utilizado
para realizar uma primeira filtragao das fragdes e posterior realizagdo de cromatografia em placa

preparativa (CPP).
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4.1.3.2- Cromatografia em Placa Preparativa (CPP)
As placas preparativas foram obtidas pela deposigio, em placa de vidro de 20 cm?, de uma

camada de 0,75 mm de silica gel 60 GF,s4 (marca Merck) em agua.

4.1.3.3- Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A técnica de cromatografia em camada delgada do tipo ascendente foi realizada em
cromatoplacas comerciais de silica gel 60 GF,s4 ¢ utilizada a titulo de acompanhamento das
cromatografias em coluna e avaliagdo do grau de pureza das substancias isoladas.

A detecgdo dos componentes sucedeu-se através da irradiagdo por luz UV (A= 254 e 365
nm) e detec¢do direta com reagentes especificos como: reagente de Dragendorff, modificado
segundo Munier ¢ Machebouf™ (seletivo para alcaldides e nitrogénios substituidos), solu¢io de

acido sulfurico e alcool etilico (10:90) seguido de aquecimento.

4.1.4- Atividade antimicrobiana in vitro

4.1.4.1- Microrganismos empregados nos ensaios
Utilizaram-se cepas padrao da American Type Culture Colection (ATCC), constituidas de

microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos conforme Tabela 2.

Tabela 2- Microrganismos indicadores

Microrganismos
Gram-negativos Gram-positivos Fungos
Escherichia coli 11103 Staphylococcus aureus 6538p Candida albicans 10231
Klebsiella pneumoniae 10031  Staphylococcus epidermidis Saccharomyces cerevisiae

Salmonella setubal 19196 12228 2601
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4.1.4.2- Padroes utilizados nos ensaios microbiologicos
As substancias utilizadas como padrdes foram as seguintes: Cloranfenicol para bactérias,
poténcia (978.9 Ul/mg); Nistatina para fungos, poténcia (2464.38 Ul /mg), padrdes primarios da

USP, que foram preparados conforme FDA®.

4.1.4.3- Meios de cultura

Os respectivos meios foram pesados, dissolvidos em 4agua destilada, fervidos e
esterilizados em autoclave a 121°C por vinte minutos. Apos a esterilizacdo, os tubos foram
mantidos inclinados até a sua solidificagao.

As cepas dos microrganismos foram repicadas a cada 15 dias, em tubos de ensaios
contendo de 5-8,0 mL de Agar simples para bactérias ¢ Agar Sabouraud para fungos, sendo os

mesmos incubados a 37 °C de 24-48 horas (Tabela 3).

Tabela 3- Meios de cultura

Meios de Cultura

Agar simples Agar sabouraud
Caldo Nutriente 80g Peptona 10,0 g
Agar-agar 150¢g Dextrose 40,0 g
Agua destilada 1.000,0 mL Agar-agar 150¢g
Agua destilada 1.000,0 mL

Para as anélises de atividade nas amostras em estudo foi utilizado o meio de cultura Agar
Mueller-Hinton. De acordo com instru¢des do fabricante, reidratou-se 38,0 g em agua destilada,

esterilizando em seguida em autoclave a 120°C por quinze minutos.

4.1.4.4- Preparo das suspensoes dos microrganismos (indculo)

Os microrganismos utilizados foram mantidos em tubos de ensaios inclinados contendo
de 5-8,0 mL de meio agar nutriente inclinado. Para o desenvolvimento dos ensaios foram
efetivadas novas culturas, em tubos com os mesmos meios por 24 horas a temperatura de 32-35

°C.
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4.1.4.5- Determinacio da atividade antimicrobiana pelo método de bioautografia

O ensaio de determinagdo da atividade antimicrobiana pelo método de bioautografia foi
realizado de acordo com Rahalison e colaboradores*'. Para a realizacdo deste, foram utilizadas
placas de Petri, onde foram depositadas as cromatoplacas com as amostras a serem analisadas.
Em seguida, foram adicionadas 10,0 mL de meio de cultura inoculado com o microrganismo
indicador sobre as cromatoplacas. Apos a solidificacdo do meio, as placas foram incubadas por
uma noite a 37 °C. Decorrido o periodo de incubacdo, as cromatoplacas foram reveladas com
uma solucgdo aquosa de sal de tetrazéleo (20,0 mg / mL), e incubadas por um periodo entre 2 a 4
horas a 37 °C.

Foram testadas as atividades antimicrobianas das fracoes e das substancias isoladas,
contra bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis; bactérias
Gram-negativas Klebsiella pneumoniae, Salmonella setubal, Escherichia coli; fungos Candidas
albicans e Sacaromices cerevisae foram determinados por este método*. Os microrganismos
usados para os ensaios antimicrobianos foram conservados no Laboratorio de Microbiologia do
Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN) do Departamento de Quimica da UFSM. Para
os ensaios das substancias isoladas foram testadas as seguintes concentragdes: 100,0; 50,0; 25,0;
12,5; 6,25 e 3,12 pg, enquanto que para as fracdes as concentragcdes foram de 500,0; 250,0;
125,0; 62,5, 31,2pg, aplicados em cromatoplacas.

4.1.5- Plantas estudadas: Condalia buxifolia e Scutia buxifolia

4.1.5.1- Condalia buxifolia

A espécie Condalia buxifolia foi coletada no més de setembro de 2003, no interior do
municipio de Cagapava do Sul no Rio Grande do Sul. A identificagdo do material botanico foi
realizada através de comparagdo com amostra ja existente no Herbario do Departamento de

Botanica — UFSM, sob nimero SMDB 3296.



4.1.5.1.1- Extracao, fracionamento e cromatografia

A casca da raiz (2,2 Kg) e a casca do caule (3,5 Kg) de Condalia buxifolia foram secas
sob a acdo da luz a uma temperatura de 50°C, moidas a fino grdo em moinho Wiley. Este

material seco foi extraido a quente sob refluxo, com solvente em ordem crescente de polaridade

(hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol).

O Esquema 2 a seguir mostra o fracionamento do p6 da casca da raiz e da casca do caule.

Esquema 2- Fracionamento da casca da raiz e da casca do caule de C. buxifolia

Casca do caule (3,5 Kg) ou
casca da raiz (2,2 Kg)

Hexano
Casca caule(25 g) — 0,71 %
Casca raiz (10 g) — 0,45 %

Acetato de etila

Casca caule (12 g) — 0,34 %
Casca raiz (8 g) — 0,36 %

Diclorometano

Casca caule(16 g) — 0,45 %
Cascaraiz (7 g) — 0,31 %

Casca caule:
B-sitosterol (110 mg) — 0,4 %
Lupeol (60 mg) — 0,24 %
Ttarxerol (37 mg) — 0,15 %

Metanol
Casca caule(8 g) — 0,22 %
Casca raiz (4 g) — 0,18 %

Casca raiz

Condalina-A (145 mg) — 1,20 %
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A Tabela 4 apresenta as quantidades das fragdes obtidas do p6 da casca da raiz e da casca

do caule da espécie Condalia Buxifolia.

Tabela 4- Fragoes obtidas do fracionamento realizado de C. buxifolia

Fracdes Casca da Raiz Casca do Caule
Fracdo hexanica 10g 25¢g

Fracdo diclorometano 7¢g l6g

Fragao acetato de etila 5¢g 12¢g

Fragdao metandlica 4¢g 8¢

4.1.5.1.2- Fracao Hexanica da casca do caule

A fragdo hexanica resultante do fracionamento da casca do caule foi cromatografada em
coluna de silica gel (70-230 mesh), isolando-se trés metabolitos: B-sitosterol (33), lupeol (34) e
taraxerol (35).

4.1.5.1.3- Fracao acetato de etila da casca da raiz
Da fragdo acetato de etila, resultante do fracionamento da casca da raiz de C. buxifolia, foi

isolado o alcaloide ciclopeptidico condalina-A (22).

4.1.5.2- Scutia buxifolia

A espécie vegetal Scutia buxifolia (casca da raiz) foi coletada em mar¢o de 2003 no
municipio de Santana do Livramento no estado do Rio Grande do Sul. A identificacdo do
material botanico foi através de comparacdo com a amostra ja existente no Herbario do

Departamento de Botanica - UFSM, registrada sob o nimero SMBD 146.
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4.1.5.2.1- Casca da raiz

4.1.5.2.1.1- Extracao, fracionamento e cromatografia

A casca da raiz de S. buxifolia coletada em Santana do Livramento, foi seca em estufa a
temperatura controlada (50°C), moida a fino grdo em moinho Wiley, obtendo-se 1,8 Kg. Este
material foi extraido com metanol a quente em aparelho de Soxhlet. O solvente foi evaporado a
pressdo reduzida em evaporador rotativo, obtendo-se assim o extrato bruto metanélico (165 g).

Optou-se, devido a formagdo de emulsdes, por se fazer um fracionamento neutro do
extrato bruto (Esquema 3), porém com Soxhlet a quente, utilizando solventes em ordem crescente
de polaridade como hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol. Apos a
evaporagdo do solvente obtiveram-se as respectivas fragdes neutras: fragdo neutra hexanica
(FNH), fracao neutra diclorometano (FND), fragdao neutra acetato de etila (FNAE), fragdo neutra
acetona (FNA) e fracdo neutra metanolica (FNM).

Esquema 3: Fracionamento ao qual o extrato metanolico da casca da raiz de S. buxifolia foi

submetido
Casca da raiz
1,8 Kg
EXTRATO
METANOLICO
165,0 g — 9,16 %
FNH FND FNAE FNA FNM
12g—727% 6g — 3,63 % 8g — 4,84 % 7,5¢ — 7,27 % 34g—20,6 %
B-sitosterol (0,1 g) — 0,83 % Scutianina-B
Acido ursélico (0,06 g) — 0,03 % Scutianina-C
Scutianina-D
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4.1.5.2.1.2- Fracao Hexanica
Da fracdao hexanica, resultante do fracionamento da casca da raiz de S. buxifolia, foram

isolados dois metabodlitos: B-sitosterol (33) e dcido Ursoélico (36).

4.1.5.2.1.3- Fracao Diclorometano

A fragdo diclorometano foi submetida apenas a analise de CCD comparativa, utilizando-
se amostras auténticas de Scutianina-B (24), -C (14), -D (15) e —E (16). Pdde-se identificar por
esta comparagdo a presenca dos alcaloides ciclopeptidicos Scutianina-B (24), -C (14) e —D (15).



45

4.1.6- Metabolitos Isolados e Identificados de Condalia buxifolia e Scutia buxifolia

4.1.6.1- Alcaléides ciclopeptidicos

4.1.6.1.1- Condalina-A*, (22)

Dados de RMN de 'H em ppm a 400,13 MHz, em DMSO: & 5,75 (s, H-3), 4,69 (d, Js21 =
9,2, H-4), 8,03 (d, Jo7 = 9,0, H-6), 3,95 (dd, J76 = 9,0, J730 = 4,4, H-7); 8,49 (NH-9), 5,96 (d,
Jio11 = 7.,3; Ji0o = 9,0, H-10), 6,74 (d Ji1.10 = 7,24, H-11), 7,00 (H-13), 6,93 (H-14), 7,14(H-15),
6,91 (H-16), 7,58 (H-18), 7,34 (H-19), 7,24 (H-20), 8,76 (d, Jy14 = 9,3, H-21), 3,85 (dd, Jy324 =
5,6; Josoa = 13,6, H-23), 3,02 (H-24), 7,0-7,5 (H-26 — H-28), 1,89 (s, H-29), 1,33 (m, H-30),
0,92/1,29 (m, H-31), 0,78 (d, J33.30 = 6,5, H-32), 0,75 (t, J3233 = 6,5, H-33).
Dados de RMN de *C em ppm a 100,62 MHz, em DMSO: § 159.2 (C-1), 86,0 (C-3),
56,0 (C-4), 166,7 (C-5), 57,2 (C-7), 168,4 (C-8), 131,9 (C-10), 127,3 (C-11), 132,8 (C-12), 130,0
(C-13), 125,0 (C-14), 120,2 (C-15), 122,2 (C-16), 139,9 (C-17), 126,5 (C-18), 127.9 (C-19),
127,6 (C-20), 173,0 (C-22), 63,0 (C-23), 38,4 (C-24), 137,0 (C-25), 129,0 (C-26), 129,8 (C-27),
36,9 (C-29), 33,6 (C-30) 24,7 (C-31), 15,6 (C-32), 11,1 (C-33).
Pf: 216-218°C
Rf: 0,75 (CHCl;-MeOH 97:3)
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4.1.6.2- Terpenos

4.1.6.2.1- Acido Ursélico™®, (33)

33

Dados de RMN 'H em ppm a 400,13 MHz, CDCl;: ¢ 3,14 (1H, dd, J= 6,0, 10,6, H-3),
5,17 (1H, t, H-12), 2,16 (1H, d, J= 11,5, H-18), 1,81 (1H, dd, J= 6,0, 6,41, H-19), 0,67, 0,78,
0,85, 0,88, 0,91, 0,95, 1,0, (3H, CHs-23, -24, -25, -26, -27, -29, -30), 1,06-1,85 (m, outros
hidrogénios).

Dados de RMN "°C em ppm a 100,62 MHz, CDCls: & 38,6 (C-1), 27,2 (C-2), 78,9 (C-3),
38,7 (C-4), 55,2 (C-5), 18,2 (C-6), 32,9 (C-7), 39,4 (C-8), 47,1 (C-9), 36,9 (C-10), 23,2 (C-11),
125,5 (C-12), 138,1 (C-13), 41,9 (C-14), 28,0 (C-15), 24,2 (C-16), 47,0 (C-17), 52,8 (C-18), 38,8
(C-19), 39,0 (C-20), 30,6 (C-21), 36,6 (C-22), 28,1 (C-23), 15,5 (C-24), 15,4 (C-25), 16,8 (C-26),
23,5 (C-27), 180,0 (C-28), 16,9 (C-29), 21,1(C-30).

Pf: 294-296°C

Rf: 0,22 (Hexano-Acetato de Etila 75:25)
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4.1.6.2.2- Lupeol* (34)

Dados de RMN de 'H em ppm a 400.13 MHz, CDCls: ¢ 3,16 (1H, dd, J= 4,9, 5,0, H-3),
1,89 (1H, m, H-13), 2,35 (1H, m, H-19), 0,73, 0,76, 0,80, 0,91, 0,94, 0,95, 1,01,1,65 (3H, s, CH3-
23, -24, -25, -26, -27, -28, -30), 4,53/4,65 (2H, s, H-29, -29°), 0,64-1,62 (m, outros hidrogénios).

Dados de RMN de °C em ppm a 100.62 MHz, CDCls: § 38,8 (C-1), 27,4 (C-2), 78,9 (C-
3), 38,8 (C-4), 55,2 (C-5), 18,1 (C-6), 34,3 (C-7), 40,8 (C-8), 50,4 (C-9), 37,2 (C-10), 20,9 (C-
11), 25,2 (C-12), 37,9 (C-13), 42,8 (C-14), 27,4 (C-15), 35,5 (C-16), 42,9 (C-17), 48,3 (C-18),
47,9 (C-19), 150,8 (C-20), 29,6 (C-21), 40,0 (C-22), 27,9 (C-23), 15,4 (C-24), 16,0 (C-25), 15,4
(C-26), 15,4 (C-27), 18,3 (C-28), 109,3 (C-29), 19,2 (C-30).

Pf: 216-217 °C

Rf: 0,42 (Hexano-acetato de etila 90:10)
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4.1.6.2.3- Taraxerol® (35)

35

Dados de RMN de 'H em ppm a 400.13 MHz, CDCls: 6 3,19 (1H, J= 9,3, H-3), 0,77
(1H, H-5), 2,04 (1H, m, H-7), 1,03 (1H, J= 4,3, H-9), 5,53 (1H, dd, J= 3,0, 5,1, H-15), 1,64/1,89
(1H, dd, J= 3,0, 5,1, H-15), 1,64/1,89 (2H, dd, J= 2,4, 12,2, H-16), 0,80, 0,82, 0,90, 0,91, 0,92,
0,95, 0,97, 1,09 (3H, S, CH;-23, -24, -25, -26, -27, -28, -29, -30), 1,22-1,66 (m, outros
hidrogénios).
Dados de RMN de °C em ppm a 100.62 MHz, CDCls: 6 37,7 (C-1), 27,1 (C-2), 79,0 (C-
3), 38,9 (C-4), 55,5 (C-5), 18,8 (C-6), 35,1 (C-7), 38,7 (C-8), 48,9 (C-9), 37,7 (C-10), 17,5 (C-
11), 35,1 (C-12), 37,5 (C-13), 158,1 (C-14), 116,8 (C-15), 36,9 (C-16), 38,0 (C-17), 49,3 (C-18),
40,9 (C-19), 28,8 (C-20), 33,7 (C-21), 33,1 (C-22), 28,0 (C-23), 15,4 (C-24), 15,4 (C-25), 29,9
(C-26), 25,9 (C-27), 29,9 (C-28), 33,3 (C-29), 21,5 (C-30).
Pf: 279-281 °C
Rf: 0,57 (CH,Cl,-MeOH 90:10)
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4.1.6.3- Esteroides

4.1.6.3.1- B-sitosterol*®, (36)

Dados de RMN de 'H em ppm a 400.13 MHz, CDCls: & 3,51 (1H, m, H-3), 0,68, 0,80,
0,84, 0,86, 0,96, 1,0 (3H, CHs-18, -19, -21, -27, -29), 5,34 (1H, d, H-6), 0,91-2,31 (m, outros
hidrogénios).

Dados de RMN de °C em ppm a 100.62 MHz, CDCls: 6 37,3 (C-1), 31,5 (C-2), 71,7 (C-
3), 42,3 (C-4), 140,8 (C-5), 121,7 (C-6), 31,9 (C-7), 31,7 (C-8), 50,1 (C-9), 36,5 (C-10), 21,1 (C-
11), 39,8 (C-12), 42,3 (C-13), 56,8 (C-14), 24,3 (C-15), 28,2 (C-16), 56,1 (C-17), 11,8 (C-18),
18,8 (C-19), 36,1 (C-20), 19,0 (C-21), 34,0 (C-22), 26,1 (C-23), 45,9 (C-24), 29,2 (C-25), 19,8
(C-26), 19,4 (C-27), 23,1 (C-28), 12,0 (C-29).

Pf: 138-140 °C

Rf: 0,65 (HCCI3-MeOH 95:05)
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5- APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo, duas espécies de plantas pertencentes a familia Rhamnaceae, serdo
discutidas quanto a sua composi¢do quimica, e atividade bioldgica, neste caso antimicrobiana,
das frag¢des e dos metabolitos isolados e identificados.

Os resultados, seguidos de discussao, serdo apresentados na seguinte ordem:

a) composi¢do quimica das cascas do caule e cascas da raiz de Condalia buxifolia;

b) composicao quimica da casca da raiz de Scutia buxifolia;

¢) andlise da atividade antimicrobiana, pelo método de bioautografia, das fragoes e
metabolitos isolados e de alguns ja existentes no laboratorio, discutindo a relagdo estrutura

atividade existente entre os alcaldides ciclopeptidicos e ciclopeptideo neutro analisados.

5.1- Analise fitoquimica

5.1.1- Condalia buxifolia

5.1.1.1- Casca do caule

A escolha pelo estudo das cascas do caule desta planta se deve a que nenhum estudo havia
sido feito anteriormente desta parte da planta. Para isso, foram coletadas as cascas do caule da
planta, cujo tratamento fitoquimico esta descrito na parte experimental.

As fragdes obtidas do fracionamento foram analisadas em CCD, lampada UVisanm €
UV365nm € revelada com acido sulftirico/etanol (10:90 v/v) seguido de aquecimento. Optou-se por
trabalhar com a fragdo hexanica primeiramente, pois se observou uma melhor separagdo, em
CCD, dos metabolitos encontrados nesta fracdo. A fragdo diclorometano foi cromatografada em
coluna cromatogréfica, porém, devido a dificuldade encontrada em se isolar seus metabolitos por
esta técnica, ndo foi analisada. A fracdo acetato de etila também ndo foi analisada, pois a andlise

em CCD ndo mostrou boa resolucao.
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5.1.1.1.1- Fracao Hexanica

Esta fracdo (25 g), foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando-se silica gel 60
(70-230 Mesh) como fase estacionaria, e hexano-cloroférmio-metanol como sistema eluente, em
varias concentracdes, aumentando a polaridade gradativamente.

Fracdes de 30 mL foram coletadas em frascos de vidro e analisadas individualmente em
CCD conforme suas semelhancas em Rfs, resultando em novas fracdes que estdo relatadas na
Tabela 5.

Todas as fragdes obtidas ndo se apresentavam puras, sendo estas submetidas a novos
processos de purificagdo, através de recristalizacdo ou separacdo em placas preparativas. Foi
possivel o isolamento de uma série de metabolitos conhecidos, tais como lupeol” (34),
taraxerol® (35) e B-sitosterol*® (36). Apesar de p-sitosterol e lupeol serem de ocorréncia comum
em plantas, estdo sendo descritos pela primeira vez nas casca do caule de C. buxifolia.

Os sistemas de solventes mais utilizados em CCD e placas preparativas foram os mesmos

utilizados na cromatografia em coluna (Tabela 5).

Tabela 5- Cromatografia em coluna da fra¢do hexénica da casca do caule de Condalia Buxifolia

Fragao Sistema de solvente Substancia Peso
I Hexano Mistura de substancias 600 mg
I Hexano: CHCl; (80:20) Mistura de substancias 60 mg
11 Hexano: CHCl; (50:50) Mistura de substancias 40 mg
v CHCL, Mistura de substancias 250 mg
A% CHCI; : MeOH (95:05) Mistura de substancias 180 mg
VI CHCI; : MeOH (90:10) Mistura de substancias 70 mg
VII CHCI; : MeOH (80:20) B-sitosterol + impurezas 140 mg
VIII CHCIls : MeOH (70:30) Lupeol + Taraxerol 130 mg
IX CHCI; : MeOH (60:40) Mistura de substancias 300 mg

X CHCI; : MeOH (50:50) Mistura de substancias 275 mg
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As estruturas destas substancias foram elucidadas a partir dos dados obtidos por anélises
espectroscopicas de RMN de 'H e "°C e experimento de DEPT 135°, ¢ comparagdo com o0s
registros na literatura para essas substancias, que foram fundamentais para a confirmagdo de suas

estruturas.

5.1.1.1.1.1- B-sitosterol* (36)

O metabdlito 36 (110 mg), foi obtido como um sdélido branco, da fragdo hexanica da
casca do caule de C. buxifolia, da sub-fracdo VII (Tabela 5 Pag. 51), apos cromatografia em placa
preparativa, utilizando-se CHCl3-MeOH (95:05), como sistema de solvente. Também foi isolado

da casca da raiz de S. buxifolia da sub-fragao III (Tabela 11, Pag. 76).

Sua estrutura foi determinada com base nos dados espectrais de RMN de 'H e "°C,
comparagio destes dados com os ja descritos na literatura® e através de CCD, com amostra
auténtica. Deste modo, foi possiveis identificar o metabdlito isolado como sendo B-sitosterol
(33).

A Tabela 6 (Pag. 54) apresenta a comparagdo dos dados de RMN de °C da literatura com

os obtidos experimentalmente para este metabolito.



Figura 3- Espectro de 'H de B-sitosterol (33) em CDCl; a 400.13 MHz.

T T T T T T T T T
ppm 140 120 100 80 60 40 20

Figura 4 - Espectro de RMN "*C do p-sitosterol (33), em CDCl; a 100,32 MHz.
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Tabela 6- Dados de RMN de “C do B-sitosterol (33)46

Posigdo 3"C (ppm) de 36 determinados 8"C (ppm) de 36 da literatura*
1 37,3 37,3
2 31,5 31,7
3 71,8 71,8
4 423 423
5 140,8 140,8
6 121,7 121,7
7 31,9 32,0
8 31,7 32,0
9 50,1 50,1
10 36,5 36,5
11 21,1 21,1
12 39,8 39,8
13 42,3 42,3
14 56,8 56,8
15 243 243
16 28,2 28,3
17 56,1 56,1
18 11,8 11,9
19 18,8 18,8
20 36,1 36,2
21 19,0 19,1
22 34,0 34,0
23 26,1 26,1
24 459 45,9
25 29,2 29,2
26 19,8 19,8
27 19,4 19,4
28 23,1 23,1

N
e

12,0 12,0




55

5.1.1.1.1.2- Lupeol* (34)

A substancia 34 foi obtida na forma de um sélido branco (60 mg), apds realizagdo de
cromatografia em placa preparativa em hexano-acetato de etila (90:10) da sub-fracdo VIII
(Tabela 5, Pag. 51), da fragdo hexanica da casca do caule de C. buxifolia. A estrutura deste
composto foi determinada por métodos espectroscopicos e por comparagdes com dados da

literatura®®. Por meio destas analises, comprovou-se tratar do triterpeno lupeol (34).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 5) de 34, ¢ caracteristico de compostos triterpénicos.
Na regiao entre 0,70 ¢ 1,80 ppm observa-se sinais referentes aos sete grupos metilicos presentes
em 34,a 0,75, 0,78, 0,83, 0,93, 0,95, 1,15 e 1,17 ppm.

Os hidrogénios da dupla ligagdo presentes na estrutura 34 sao identificados pelos sinais
em 4,57 ¢ 4,68 ppm. O hidrogénio ligado ao atomo do carbono quiral (C-3), tem um
deslocamento quimico de 3,18 ppm e aparece na forma de um duplo dubleto (1H, J=8 ¢ 12 Hz),

pois acopla com os hidrogénios diasterotopicos em C-2.

1ntegral
T —

1.0168

1.0553

vvvvvv

R B e S A A T
pm 7 6 5 4 3 2 1

Figura 5- Espectro de RMN 'H, a 400, 13 MHz, do Lupeol (34) em CDCl;
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A atribuicio de sinais de RMN de "*C (Tabela 7, pag. 59) foi realizada através de
técnicas de ressonancia de carbono totalmente desacoplado (Figura 6) ¢ DEPT 135° (Figura 7,
P4g. 58) e em conjunto com comparacgdes de dados da literatura™.

Analisando-se o espectro de carbono ('°C), verifica-se a presenga de 26 carbonos, sendo
quatro sinais sobrepostos, que sdo as metilas 24, 26 e 27 com deslocamento quimico em 15,4
ppm, o carbono 1 e 4 em 38,8 ppm, os carbonos 2 ¢ 15 em 27,4 ppm, confirmando a presenca dos

trinta carbonos.

29

e e e e L s e e e e e e T L A e e e e e e e e S IS S e m
ppm 160 140 120 100 80 6C 40 20

Figura 6- Espectro de RMN "°C do Lupeol (34), em CDCl, a 100,32 MHz
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O espectro de DEPT 135° (Figura 7) possibilitou a identificacdo de treze sinais
referentes a carbonos metinicos (CH) e metilicos (CH3) com amplitude positiva, onze sinais com
amplitude negativa referente a carbonos metilénicos (CH;), sugerindo desta maneira que o

metabolito possua seis carbonos quaternarios, pois estes ndo aparecem no espectro de DEPT
135°.

29
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Figura 7- Espectro de RMN DEPT 135° do Lupeol (34), em CDCl;, a 100,32 MHz



Tabela 7- Dados de RMN de "°C de Lupeol (34)
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Posigio 8"°C (ppm) de 34 determinados 8"°C (ppm) de 34 da literatura®
1 38,8 38,8
2 27,4 27,5
3 78,9 79,1
4 38,8 38,8
5 55,2 55,4
6 18,1 18,4
7 34,3 34,4
8 40,2 40,9
9 50,4 50,6
10 37,2 37,2
11 21,9 21,0
12 252 25,3
13 37,9 38,2
14 42,8 42,9
15 27,4 27,5
16 35,5 35,7
17 42,9 43,0
18 48,3 48,5
19 47,9 48,0
20 150,8 150,9
21 29,6 29,7
22 40,0 40,1
23 27,9 28,0
24 15,4 15,4
25 16,0 16,1
26 15,4 15,9
27 15,4 14,5
28 18,3 18,0
29 109,3 109,3
30 19,2 19,4
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5.1.1.1.1.3-1dentificacio do triterpeno Taraxerol (35) 4

Esta substancia foi isolada como um so6lido branco (37 mg), da fracdo VIII do extrato
hexanico da casca do caule de C. buxifolia, (Tabela 5, Pag. 51), através de placa preparativa,
utilizado como sistema eluente Hexano/acetato de etila (90:10). A estrutura foi confirmada
através da analise dos métodos espectroscopicos e por dados da literatura®, chegando a estrutura

de um triterpeno denominado taraxerol (35).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 8) de 35 apresentou sinais em 0,80, 0,82, 0,90, 0,91,
0,92, 0,95, 0,97, 1,09 ppm (singletos), atribuidos aos grupos metilicos Me-23, -24, -25, -26, -27, -
28, -29, -30. O duplo dubleto em 5,53 ppm (1H, dd, H-15) sugeriu a presen¢a de uma ligagado
dupla endociclica na estrutura. O dubleto em 3,19 ppm (1H, d, H-3) relativo ao hidrogénio
carbindlico H-3. No mesmo espectro, observa-se varios sinais entre 1,66-1,22 ppm, que foram

atribuidos aos grupos metilénicos € metinicos do composto taraxerol (35).

Integral

g
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Figura 8- Espectro de RMN de 'H Do Taraxerol (35), em CDCls, 400.13 MHz
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No espectro de RMN °C (Figura 9) de 35 observaram-se vinte e sete sinais de carbono,
sendo trés carbonos sobrepostos, o que corresponde a 30 carbonos no total caracterizando um
esqueleto triterpénico para este metabolito. Os sinais em 158,1 (C-14) e 116,8 ppm (C-15),

correspondem os carbonos da dupla ligacao.

Figura 9- Espectro de RMN de *C de Taraxerol (35), em CDCls, 100.32 MHz
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O espectro DEPT 135° (Figura 10) mostrou apenas vinte sinais de carbonos, o que
corresponde a vinte e trés sinais devido a sobreposicao de trés sinais de carbono, sendo, portanto,
onze primarios ou terciarios (amplitude positiva), com sinais sobrepostos do C-24 e 25, C-26 ¢
28) e nove secundarios (amplitude negativa) com dois carbonos sobrepostos (C-7 e C-12),
concluindo-se que temos 7 carbonos desidrogenados na estrutura de 35, pois sdo os carbonos que
desaparecem no DEPT 135°. Com base nestes dados e registros na literatura® foi possivel sugerir
a estrutura 35 ao triterpeno Taraxerol®, composto isolado pela primeira vez nesta espécie. Os

deslocamentos quimicos de todos os carbonos presentes na estrutura 35 e a comparacao destes

com os dados da literatura, podem ser visualizados na Tabela 8 (Pagina 64).
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Figura 10- Espectro DPT 135° de Taraxerol (35), em CDCls, 100.32 MHz



Tabela 8- Dados de RMN de "°C do Taraxerol (35)*

Posigdo 8"°C (ppm) de 35 determinados 3"°C (ppm) de 35 da literatura®
1 37,7 38,1
2 27,1 27,3
3 79,0 79,2
4 38,9 39,1
5 55,5 55,7
6 18,8 18,2
7 35,1 35,3
8 38,7 38,9
9 48,9 48,9
10 37,7 37,9
11 17,5 17,7
12 35,1 35,4
13 37,5 37,9
14 158,1 158,1
15 116,8 117,0
16 36,9 36,9
17 38,0 38,1
18 49,3 49,4
19 40,9 41,4
20 28,8 29,0
21 33,7 33,9
22 33,1 33,2
23 28,0 28,1
24 15,4 15,6
25 15,4 15,6
26 29,9 30,1
27 25,9 26,0
28 29,9 30,0
29 33,3 33,5

30 21,5 21,5
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5.1.1.2- Casca da raiz

Esta parte da planta foi alvo de estudo pelo nosso grupo de pesquisa, devido a presenca,
observada anteriormente, do alcaldide ciclopeptidico condalina-A (22). A principal finalidade de
se isolar este composto na forma pura, foi obter cristais para a analise de difracdo de raios-X,
além de submeter o alcaloide a andlises de atividade antimicrobiana, comparando estrutura-
atividade com seu diastereoisdmero, scutianina-M, isolado anteriormente pelo grupo®’ da espécie

Scutia buxifolia.

5.1.1.2.1- Fracao acetato de etila

Das fracdes obtidas, a fragdo acetato de etila foi a que apresentou uma melhor separacao e
uma maior concentragdo deste alcaloide. Devido a esse motivo, optou-se por trabalhar somente
com a fragdo acetato de etila. Para isto, 10,0 g desta fracdo foram cromatografadas em coluna
utilizando-se silica gel 60 (70-230 mesh), como suporte sdlido, e cloroférmio-metanol, em varias
concentragdes, como sistema eluente. Foram coletadas fracdes de 30 mL em frascos de vidro.
Apobs minuciosas analises em CCD, as fragdes que deram teste positivo para alcaldides, foram
reunidas conforme suas semelhancas em Rfs, resultando assim em 8 fracdes finais. A reunido
destas fracdes, purificagdo através de placas preparativas e recristalizagdes, resultou no alcaldide
desejado, conhecido como condalina-A (22).

Algumas substancias ndo foram identificadas devido a pequena quantidade isolada e
alguns, devido a sua insolubilidade, o que impossibilitou a realizacdo de analises

espectroscopicas.
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A Tabela 9 apresenta o procedimento utilizado em que a fracdo acetato de etila foi

submetida.

Tabela 9- Cromatografia em coluna da fracdo acetato de etila da casca da raiz de Condalia

Buxifolia
Sub-fracao Sistema de solvente Substancia Peso
| CHCl; Mistura de substancias 200 mg
II CHCIl3:MeOH (99:02) 22 + Impureza 70 mg
I CHCIl;3:MeOH (95:05) 22 + Impureza 80 mg
v CHCI3:MeOH (92:08) 22 40 mg
A% CHCI3:MeOH (90:10) 22 + Impureza 80 mg
VI CHCIl;3:MeOH (80:20)  Mistura de substancias 130 mg
VII CHCIl;3:MeOH (50:50)  Mistura de substancias 75 mg

VII MeOH Mistura de substancias 230 mg
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5.1.1.2.2- Identificacdo do Alcaléide Ciclopeptidico, Condalina-A** (22)

Como demonstrado anteriormente, condalina-A (22), foi obtido da fracdo acetato de etila
da casca da raiz de C. buxifolia, das sub-fragdes III e IV da coluna cromatografica (Tabela 9, Pag.
66). Através de recristalizagdes em acetona, foi obtida na forma de um sdélido incolor, em
aproximadamente 145 mg. Através de analises de RMN uni e bidimensionais, comprovou-se a

estrutura do alcaldide Condalina-A (22).

28
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O espectro de RMN de 'H de condalina-A (22) (Figura 11) apresenta uma metila com
deslocamento quimico em 0,75 ppm (t, J3231 = 6,8 Hz) e outra metila em 0,78 ppm (d, J3330= 6,5

Hz) que correspondem aos hidrogénios das metilas ligadas aos carbonos C-32 e C-33

respectivamente.
24
1413 M\f\ . . .
\ I VW
1 18 6 1 “v/r-f‘} \\1 ‘ o \\‘ /N\VJ |\ ff\)l —’\I\/
12 \ \\»——_ | _W,,/ p MEE p e
2 10 |
0 0 ‘I |1
W \ I%H | fl | k\
4 5 8 - \ /A \
1 { | =3
g gy 8l
7= < a1 =
/ } . ‘I ‘—<| —| |© :.r.!
—r—_[_'r—-
202 NHCH,4 » 3.0 A
29
27 |
I
28 |
i
i
| 312
18 |
|
20 | ' 33
19 is 3 ! ———
[tk 1 4 7 i 24 || 31NH29 |
NH-6 e 4oy
NH-21 . “‘] [ I ] ' ’L,n ,."I l\jp I 30 |’ a |l
f‘l i * l! 'l: } |I ||= il [ 1 'UII| / v II ,'! ﬂfl‘ri. "I. |
— U I Y U SN e Y O WY . ad T\
N I|\ PR 1 .”-.‘ III\ | 1 : | /
cn ’Jo ’)c: m/m{)?ﬁ}nkm\ I'{r o\! -fu:" oTi‘] ]m: fen] é% :.gé\-
[ =] |w| lojO|~Miuoo|o o | Ty} ~ ig Bl e B b
> &8 sy A b e is =] b 5 8l = ~ = @ [&|% Im_jrrslm_m_.-j
P I B 1 I D P PR P P [L:L - - <= e [l wl<lmla
lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll "Ilrllllllllkllllvlllllillllrllll
pom § 8 7 6 5 1 3 2 1

Figura 11- Espectro de 'H de Condalina-A (22) em DMSO, 400.13 MHz.

Os hidrogénios do carbono metilénico, C-24, foram observados como duplo dubletos,
com deslocamento quimico em 3,02 ppm (J24>, 23 = 5,6; Jos 24 = 11Hz) e em 3,04 ppm (Jp4, 23 =
13,6, Joap4 = 8,4 Hz) e o hidrogénio ligado ao carbono C-23 aparece como dubleto com um

deslocamento quimico de 3,85 ppm.
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Figura 11.1 - Expansio do espectro de 'H da regido entre 6.4 — 7.6 ppm.
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No espectro de COSY (H-H) (Figura 12), o dubleto em 0,78 ppm mostra uma correlacao

com o sinal em 1,34 ppm (1H, m), que corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono C-30, ¢ o

tripleto em 0,75 ppm apresenta uma correlagdo com o sinal em 0,93 e 1,29 ppm (2H, m) que

correspondem aos hidrogénios diasterotopicos ligados ao carbono C-31. O hidrogénio ligado ao

C-30 possui correlagdo com o sinal 3,95 ppm (1H, t) que corresponde ao hidrogénio ligado ao

carbono C-7. Este sistema de spins confirma que o a-aminoacido do anel ¢ a isoleucina.

No mesmo espectro de COSY (Figura 12), aparece a correlagdo entre os hidrogénios

ligados aos carbonos C-24 e C-23. Ja o singleto com deslocamento quimico de 1,89 ppm (3H) foi

atribuido aos hidrogénios da metila do grupo N-metil (NH-29). Este sistema de spins confirma a

presenca do aminodcido N-metil fenilalanina como cadeia lateral.
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Figura 12- Espectro de RMN 2D, COSY, correlagio 'H-'H, regido entre 0,5 a 4,0 ppm de
Condalina-A (22) em DMSO, 400.13 MHz.

A unidade [B-fenilserina, que ¢ o aminodcido hidroxilado do anel macrociclico, foi
identificado pela correlagdo entre o hidrogénio ligado ao carbono C-3, com deslocamento
quimico em 5,75 ppm (1H, s), e o sinal com deslocamento quimico em 4,69 ppm (1H, d) se refere
ao hidrogénio ligado ao carbono C-4, que também exibe uma correlagdo com NH-21, com um
deslocamento quimico de 8,76 ppm (1H, d, Jx;4 = 9,3Hz) (Figura 13). O hidrogénio olefinico
ligado ao carbono C-10 aparece como um dubleto em 5,96 ppm (Jio11 = 7,3 Hz), e aparece
acoplando com o hidrogénio olefinico do carbono C-11 com deslocamento quimico de 6,74 ppm

(J11,10= 7,3 HZ).



71

4
A
s
@ I
L6
L7
Lo
[
i
_’r
E
@
R r Fpm

Figura 13- Espectro de RMN 2D, COSY, correlagao 'H-H, regido entre 4,0 a 9,0 ppm de
Condalina-A (22) em DMSO, 400.13 MHz.
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As atribuicdes dos deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios e as constantes de
acoplamento estdo relacionados na parte experimental (Pag. 45). A analise do espectro de RMN
de C (100,6 MHz, DMSO) (Figura 14) também foi de grande importincia para a elucidagio da
estrutura de condalina-A (22). Os deslocamentos quimicos dos carbonos e a comparagdo destes

com os da literatura estdo dispostos na Tabela 10 (Pag 74).
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Figura 14- Espectro de RMN de "°C de Condalina-A (22) em DMSO, 100.32 MHz.
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Ainda foi realizado o espectro de RMN de 2D heteronuclear, HMQC (Figura 15). Este foi

importante para confirmarmos a estrutura 22.
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Figura 15- Espectro de RMN 2D, HMQC, correlagao 'H-"C, de Condalina-A (22) em DMSO,
400.13 MHz.



Tabela 10- Dados de RMN de 'H "°C de Condalina-A (22)

H/C 3 "H ppm (J, Hz) 3 °C ppm 8 °C ppm (Lit™")
01 - 159,2 158,6
03 5,75 (s) 86,0 86,3
04 4,69 (d) J421 =92 56,0 55,3
05 - 166,7 167,0
06 8,03 (d) Jo7=9,0 - -

07 3,95 (dd) J.6 = 9,0; J; 30 = 4,4 57,2 56,8
08 - 168,4 169,2
09 8,49 (NH) - -

10 5,96 (d) J10.11 = 7,3; J100 = 9,0 131,9 131,4
11 6,74 (d) J;1 0= 7,24 127,3 126,9
12 - 132,8 132,4
13 7,00 130,0 129,4
14 6,93 125,0 1244
15 7,14 120,2 119.8
16 6,91 122,2 121,7
17 - 139,9 139,7
18 7,58 126,5 126,0
19 7,34 127,9 127,6
20 7,24 127,6 127,0
21 8,76 (d) J214=9,3 - -

22 - 173,0 176,6
23 3,85 (dd) 304 = 5,6; T304 = 13,6 63,0 64,5
24 3,02 37,4 39,2
25 - 137,0 138,2
26 129,0 128,0
27 7,0-7,5 129,8 129,9
28

29 1,89 (s) 32,9 37,6
30 1,33 (m) 35,6 34,2
31 0,92/1,29 (m) 24,7 24.4
32 0,78 (d) J3330= 6,5 15,6 15,2
33 0,75 (t) Js233=6.,5 11,1 10,8

74
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5.1.2- Sucutia buxifolia Reiss

Cascas do tronco desta espécie ja foram estudadas extensivamente por nosso grupo € por
outros grupos de pesquisa. Como a casca da raiz desta espécie nunca foi alvo de estudo por
nosso laboratorio, o estudo desta parte da planta tornou-se um dos objetivos deste trabalho. Trata-
se de um material dificil de ser trabalhado fitoquimicamente, por apresentar uma quantidade
muito grande de saponinas, resultando em emulsdes de dificil separacdo durante o processo de

obtencao de fragdes.

5.1.2.1- Casca da raiz de Scutia buxifolia

A casca da raiz coletada em Santana do Livramento foi extraida com metanol conforme
descrito na parte experimental (pag 43), obtendo-se assim o extrato bruto. Tentou-se realizar um
fracionamento acido/base, com o objetivo de se separar os alcaldides presentes na planta. Devido
a presenca de uma boa quantidade de saponinas (observagdo através da formacdo de espuma),
formou-se uma emulsdo de dificil separacdo, mesmo apos a adicdo de uma solucdo saturada de
NaCl. Portanto, optamos por uma outra estratégia de separagdo. Neste caso, o extrato bruto foi
colocado em uma estufa com aquecimento (50°C) e circulagdo de ar até a secagem total do
material. Apds, o material seco foi macerado e colocado em um aparelho de Soxhlet, e extraido
com solvente em ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona
e metanol). Apos, estas fragdes foram analisadas individualmente através de CCD, utilizando-se
para revelacao o reagente de Dragendorff e também acido sulfurico/etanol (10:90 v/v) seguido de
aquecimento.

A fragdo hexénica apresentou uma boa separacdo dos seus metabdlitos em CCD, sendo
que a maioria ndo ¢ visivel em UV,s50nm, nem revelam com reagente de Dragendorff, indicando a
auséncia de alcaldides e revelando somente em 4acido sulfurico/etanol. Ja a fragao diclorometano
apresentou a formacdo de manchas alaranjadas frente ao reagente Dragendorff, indicando
alcaldides nesta fragao.

A fracdo acetato de etila e a fragdo acetona revelaram manchas escuras em acido
sulfrico/etanol, porém nao revelaram frente ao reagente de Dragendorff. A separacdo nao foi

eficiente em CCD, portanto optou-se por se trabalhar com as fracdes menos polares.
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5.1.2.1.1- Metabdlitos isolados e identificados de Scutia buxifolia Reiss

5.1.2.1.1.1- Metabdélitos isolados da fracao hexanica

A fracdo hexanica foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando-se silica gel 60H
(70-230 Mesh) como fase estacionaria e hexano-acetato de etila como sistema eluente. Foram
recolhidas fracdoes de 50ml, analisadas individualmente em CCD, e reunidas conforme as
semelhancas de Rfs (Tabela 11), sendo possivel o isolamento de dois metabolitos conhecidos:
acido ursolico (36) e o B-sitosterol (33). Como B-sitosterol, ja foi mencionado anteriormente,

discutiremos aqui apenas a identificag@o do triterpeno acido ursoélico (36).

Tabela 11- Cromatografia da fragao hexanica de S. buxifolia da casca da raiz.

Fracdo Sistema eluente Substancia Peso (g)
I Hexano 100% Mistura de substancias 0,220
11 Hexano:Acetato de etila 2%  Mistura de substincias 0,130
I Hexano:Acetato de etila 5%  Mistura de substancias + B-sitosterol 0,150
v Hexano:Acetato de ctila 10% Mistura de substancias + acido ursélico 0,080
\Y Hexano:Acetato de etila 20% Mistura de substancias 0,110
VI Hexano:Acetato de etila 50% Mistura de substincias 0,160

VII Acetato de etila 100% Mistura de substancias 0,280
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5.1.2.1.1.1.1- Identificacio do triterpeno, acido ursoélico (36)

O metabolito 33 foi isolado na forma de um sé6lido branco da casca da raiz de S. buxifolia
(Tabela 11, Pag. 76), purificado através de coluna cromatografica com silica gel e eluido com
hexano-acetato de etila. Sua estrutura foi elucidada através dos dados de RMN de 'H e °C e

comparacio com dados ja publicados na literatura®.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 16), de 33, detectou-se a presenca de cinco grupos
metilicos terciarios, com deslocamento quimico de 0,67, 0,78, 0,88, 0,91, 1,01 ppm (3H, Me-23, -
24, -25, -26 e -27) e duas metilas secundérias em 0,85 e 0,95 ppm (3H, Me-29 e -30). O
hidrogénio carbinélico H-3 foi atribuido ao duplo dubleto em 3,14 ppm (1H, dd). O tripleto em
5,17 ppm (1H, t, H-12) ¢ conferido ao hidrogénio olefinico H-12. Os sinais em 2,16 ppm (1H, d),
1,81 ppm (1H, dd) sdo atribuidos aos hidrogénios metinicos H-18 e H-19, respectivamente. Os
dados acima descritos juntamente com o deslocamento quimico dos carbonos olefinicos com
deslocamento quimico de 125,5 ppm (C-12) e 138,1 ppm (C-13), permitem sugerir um esqueleto

tipo ursano a este composto.

Integral

Figura 16- Espectro de RMN de 'H de 4cido ursolico (36), em CDCls, a 400.13MHz.
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Os espectros de RMN de "*C (Figura 17) e DEPT 135° (Figura 18) permitem confirmar a

estrutura 33, através da atribui¢ao dos sinais aos respectivos carbonos.

Figura 17- Espectro de RMN de "°C de 4acido ursolico (36), em CDCls, a 400.13MHz.
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O espectro DEPT 135° mostrou 14 sinais com a amplitude positiva (carbonos metilicos e
metinicos) € 9 sinais com amplitude negativa (carbonos metilénicos), ficando evidente que 7
carbonos desidrogenados também fazem parte da estrutura, pois ndo aparecem no espectro de
DEPT 135°. A identificacdo desses sinais, em RMN de 'H, '°C e DEPT 135°, ¢ comparagdo em
CCD com amostra auténtica, permitiram confirmar a estrutura 33, que corresponde ao acido 3f3-

hidréxi-urs-12-eno-28-6ico (4cido ursélico)*.

12

Figura 18- Espectro DEPT 135° de 4cido ursdlico (36), em CDCls, a 400.13MHz.
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Na Tabela 12 temos a comparacdo dos dados de RMN °C obtidos experimentalmente e

os da literatura.

Tabela 12- Dados de RMN de "*C de 4cido ursélico (36)

Posigdo 8"C (ppm) de 35 determinados (CDCls) 8"C (ppm) de 35 da literatura®
1 38,6 38,4
2 27,2 27,0
3 78,9 77,0
4 38,7 38,4
5 55,2 54,9
6 18,2 18,1
7 32,9 32,8
8 39.4 39,2
9 47,1 47,1
10 36,9 36,6
11 23,2 22,9
12 125,5 124,7
13 138,1 138,1
14 41,9 41,7
15 28,0 27,7
16 24,2 239
17 47,0 46,9
18 52,8 52,5
19 38,8 38,6
20 39,0 38,6
21 30,6 30,4
22 36,6 36,4
23 28,1 28,2
24 15,5 16,0
25 154 15,3
26 16,8 16,9
27 23,5 233
28 180,0 179,1
29 16,9 17,0

30 21,1 21,1
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5.1.2.1.1.2- Metabolitos identificados da fraciao diclorometano

Como descrito na parte experimental, a fragdo diclorometano da casca da raiz de S.
buxifolia foi a que mostrou a presenga de alcaldides (teste positivo para Dragendorff).
Inicialmente optou-se por comparar este extrato com amostras de alcalodides padrdo do nosso
laboratdrio, isolados anteriormente da casca do tronco da mesma espécie. Por analise em CCD
comparativa, pode-se observar a presenca dos alcaloides Scutianina — B (24), -C (14) e -D (15)
(Quadro 1, Pag. 83). Como sdo alcaldides ja existentes no laboratério, optou-se por ndo isola-los,

e apenas identifica-los nesta parte da planta.
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Quadro 1- Alcaléides ciclopeptidicos identificados por CCD da casca da raiz de Scutia buxifolia

ALCALOIDES PF °C (Lit.) ESTRUTURA
Scutianina-B** 248-250
C34H40N4O4
0 \
0o O
V7 NH
HN HN
0
N(CHz), 94
Scutianina-C* 267-268
C31H42N4O4 o) \
o O
b \— NH
NH NH
4>_2:O
N(CHy), 14
Scutianina-D* 219-220
o)
C34H40N4Os C \>
0 O
£ \\ — NH
“treo,L NH NH-*
L-Phe(Me), 0
HO
N(CHj3),

15
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5.2- Atividade antimicrobiana

Um dos objetivos deste trabalho foi o estudo da atividade antimicrobiana de alguns
alcaldides encontrados em espécies de plantas medicinais do Rio Grande do Sul, assim como o
estudo dos respectivos extratos e fracdes que deram origem a estes metabolitos. Além disso,
objetivou-se realizar um estudo para correlacionar estrutura-atividade dos metabdlitos
selecionados. Para isso, utilizamos as duas espécies de plantas estudadas neste trabalho: Scutia
buxifolia e Condalia buxifolia. Da espécie Scutia buxifolia foram selecionadas as seguintes
substincias: scutianinas-B (24), -C (14), -D (15), -E (16), -F (18), -M (37) e o ciclopeptideo
neutro, scutianeno-D (38). Todas estas substancias ja haviam sido isoladas anteriormente em
nosso grupo, da casca do caule de Scutia buxifolia*’. Interessante neste estudo é que os
alcaloides scutianina —D e —E sdo duas estruturas diastereoisoméricas, enquanto que a estrutura
do componente neutro scutianeno-D (38), apresenta uma estrutura semelhante a de scutianina-D
(15), com a diferenga da auséncia do grupo basico —N(CHj3),. Além disso, o interesse em se
comparar o alcaldide ciclopeptidico condalina-A (22), isolado da casca da raiz de Condalia
buxifolia, se deveu a que o mesmo trata-se de um diastereoisdmero de scutianina M (37), isolada
das cascas do tronco de Scutia buxifolia. Além disso, utilizou-se nas analises, os alcaloides
scutianinas -B (24), -C (14) ¢ —F (18), ndo por suas estereoquimicas, mas por apresentarem em
suas estruturas a unidade B-hidroxileucina em vez de [-fenilserina. Portanto, podemos desta
maneira, analisar a influéncia do -hidroxiaminoacido, a posi¢ao deste aminoacido na estrutura, a
estereoquimica dos aminoacidos formadores da estrutura dos alcaldides, e influéncia do grupo
basico na atividade desta classe de metabolitos naturais, que apresentam um sistema “ansa” de 14
membros. Importante ressaltar que um estudo deste tipo ainda n3o havia sido realizado
anteriormente.

Para este estudo, utilizaram-se microrganismos que representam as principais bactérias
que fazem parte do grupo das infec¢des oportunistas, aparecendo freqiientemente em pacientes
imuno comprometidos, como: Bactérias Gram positivas [Staphylococcus aureus (Sa),
Staphylococcus epidermidis (Se), ATCC 12228] e Gram negativas [Klebsiella pneumoniae (Kp),
ATCC 10031, Salmonella setubal (Ss), ATCC 19196, Escherichia coli (Ec), ATCC 11103] ¢ os
fungos Saccharomyces cerevisiae (Sc), ATCC 2601 ¢ Candida albicans (Ca) ATCC 10231.

O método selecionado foi o método da bioautografia segundo Rahalison e

41 7 . e .
colaboradores™, por ser um método bem sucedido em nossos laboratorios, e por necessitar uma
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pequena quantidade do metabolito analisado. Além disso, o metabolito pode ser dissolvido em
qualquer solvente em que seja soluvel, evitando o problema de solubilidade que geralmente
ocorre quando se utiliza a técnica para se determinar o MIC da substancia. Como substancias
padrdes foram utilizados os seguintes antibioticos: Cloranfenicol (978,9 Ul/mg) para bactérias e
Nistatina (2464,38 Ul/mg) para fungos, padroes primarios da USP, que foram preparados
conforme o FDA*. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, sendo que os resultados
foram detectados através da visualizacdo de halos de inibi¢do entorno do ponto de aplicacdo da

amostra. Os resultados obtidos destes ensaios estdo descritos nas Tabelas 13-16 e 18.

5.2.1- Determinacio da atividade antimicrobiana de Condalia buxifolia

Iniciou-se o estudo com a avaliagdo da atividade antimicrobiana das fragcdes das casca do
caule e casca das raizes de C. buxifolia contra sete diferentes microrganismos (cinco bactérias e 2
fungos). Os resultados mostrados na tabela 13 e 14 permitiram inferir uma baixa atividade
antimicrobiana das fra¢des da parte aérea, mas uma consideravel atividade antimicrobiana para as
fracdes da casca da raiz do material coletado em Cagapava do Sul, conforme podemos visualizar
na figura 19.

Tabela 13- Atividade antimicrobiana (em pg) das fragdes das casca do caule de Condalia
buxifolia

Material Microrganismos
Fragoes Sa Se Kp Ss Ec Sc Ca
Hexanica NA 500,0 NA NA 125,0 NA NA
Diclorometano  500,0 125,0 NA NA 125,0 NA NA
Acetato de etila  125,0 125,0 62,5 125,0 31,2 NA NA

Tabela 14- Atividade antimicrobiana (em pg) das fragdes da casca da raiz de Condalia buxifolia

Material Microrganismos
Fragoes Sa Se Kp Ss Ec Sc Ca
Hexéanica 31,2 31,2 62,5 31,2 62,5 NA NA
Diclorometano 31,2 31,2 31,2 31,2 31,2 NA NA

Acetato de etila 31,2 31,2 31,2 31,2 31,2 NA NA




86

Fragao )

Acetato |

deetila | -
Raiz -

Figura 19 - Quantidade Minima (31,2ug) para a inibigdo de Escherichia coli, para a fragao
acetato de etila da casca da raiz de C. buxifolia sobre CCD.

Dos metabolitos isolados na espécie C. buxifolia, apenas condalina-A (22) apresentou
atividade antimicrobiana conforme pode ser visualizado na Tabela 15, e na figura 20. A
quantidade minima de inibicdo deste metabolito foi de 3,12 pg para os microrganismos
Staphylococcus epidermidis ¢ Klebsiella pneumoniae, 6,25 ug para Salmonella Setubal ¢
Escherichia coli e 12,5 pg para Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus. Para os fungos nao
foi ativa. Portanto, a atividade encontrada para os extratos obtidos das raizes pode ser devido a

outros metabolitos, além de condalina-A, ainda ndo isolados, ou ao sinergismo entre metabdlitos.

Tabela 15- Atividade antimicrobiana (em pg) dos metabolitos isolados de C. buxifolia

Material Microrganismos
Metabolitos Sa Se Kp Ss Ec Ml Sc Ca
isolados

B-sitosterol (33) NA NA NA NA NA NA NA NA
Taraxerol (35) NA NA NA NA NA NA NA NA
Lupeol (34) NA NA NA NA NA NA NA NA
Condalina-A (22) 12,5 3,12 3,12 6,25 6,25 12,5 NA NA

Condalina

e =005 & 2l

Figura 20 - Quantidade Minima (3,12 ug) para a inibi¢do de Klebsiella pneumoniae, sobre
CCD.
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5.2.2- Determinacao da atividade antimicrobiana de Scutia buxifolia

Iniciou-se o estudo com a avaliacdo da atividade antimicrobiana das fra¢des da casca da
raiz de S. buxifolia contra sete diferentes microrganismos (cinco bactérias ¢ dois fungos). Os
resultados desta analise podem ser observados na Tabela 16. Observa-se que as fragdes hexano,
acetato de etila ¢ acetona foram ativas frente a todas as bactérias utilizadas. Ja a fragdo
diclorometano foi ativa apenas para a bactéria S. epidermidis na concentra¢ao de 250,0 pg. Para

os fungos analisados, nenhuma fragao foi ativa.

Tabela 16 - Atividade antimicrobiana (em pg) das fragdes da casca da raiz de S. buxifolia

Material Microrganismos

Fragoes Sa Se Kp Ss Ec Sc Ca

Hexéanica 62,5 62,5 125,0 250,0 250,0 NA NA
Diclorometano NA 250,0 NA NA NA NA NA
Acetato de etila  125,0 250,0 125,0 250,0 62,5 NA NA

Acetona 62,5 31,2 62,5 125,0 31,2 NA NA

Metanol 125 125.0 62,5 125,0 125,0 NA NA

5.2.2.1- Determina¢do da atividade antimicrobiana dos metabolitos isolados de Scutia

buxifolia

A determinagdo da atividade antimicrobiana foi testada apenas para o acido ursélico, em
diferentes concentragdes, frente a bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos. Esta

substancia ndo foi ativa para nenhuma das cepas testadas.

5.2.2- Determinacido da atividade antimicrobiana dos alcaloides ciclopeptidicos e

ciclopeptideo neutro selecionados para comparacio estrutura-atividade

Na Tabela 17 podemos observar os alcaldides ciclopeptidicos utilizados para a

comparag¢do de suas atividades.




88

Tabela 17- Estrutura dos alcaldides utilizados para o estudo da relacao estrutura-atividade

NHCH; 32
27

28 Scutianina-M (37)

28

NHCH;
29

Condalina-A (22)

Scutianina-D (15)

D-eritro

N(CHj3),

Scutianina-E (16)
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Na tabela 18 podemos observar os resultados da atividade antimicrobiana dos metabdlitos
testados. Observa-se que dentre todos os compostos analisados, os que se mostraram mais ativos
foram os alcaldides Condalina-A e Scutianina-E. Scutianina-D, que ¢ um diastereoisomero de
Scutianina-E, apresentou uma modesta atividade antimicrobiana frente aos microrganismos
Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli, sendo que Scutianina-M, que
¢ um diastereoisdmero de Condalina-A, nao foi ativa para nenhum microrganismo. Scutianina-B
apresentou atividade apenas frente ao microrganismo E. coli (6,25ug). Ja os metabolitos

Scutianina-C, -F e Scutianeno-D foram inativos para todos os microrganismos testados.

Tabela 18- Resultado da atividade antimicrobiana (em pg) dos alcaldides ciclopeptidicos
testados

Material Microrganismos

Metabolitos Sa Se Ml Ss Ec Kp
Scutianina-B NA NA NA NA 6,25 NA
Scutianina-C NA NA NA NA NA NA
Scutianina-D NA 50,0 25,0 NA 50,0 NA
Scutianina-E 25,0 6,25 6,25 NA 6,25 12,5
Scutianina-F NA NA NA NA NA NA
Scutianina-M NA NA NA NA NA NA
Scutianeno-D NA NA NA NA NA NA

Condalina-A 12,5 3,12 3,12 6,25 6,25 12,5
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6- CONCLUSAO

Apos a avaliagdo fitoquimica e antimicrobiana realizada com duas espécies pertencentes a
familia Rhamnaceae, Condalia buxifolia e Scutia buxifolia, pode-se concluir que:
1) As espécies em estudo apresentaram constituintes quimicos de diferentes classes de

metabolitos: alcaldides ciclopeptidicos, triterpendides e esterdides;

2) A investigagdo quimica da espécie C. buxifolia possibilitou a identificagdo de quatro

metabolitos: condalina-A (22), B-sitosterol (33), lupeol (34) e taraxerol (35);

3) Em relagdo a espécie S. buxifolia, isolou-se dois metabolitos: acido ursélico e f-
sitosterol, e ainda permitiu a identificacdo de trés alcaloides ciclopeptidicos: scutianina-B (24),

scutianina-C (14) e scutianina-D (38);

4) Nos estudos de atividade antimicrobiana por bioautografia das fracdes e metabolitos
isolados de Condalia buxifolia e Scutia buxifolia, mostraram zonas de inibicdo bem definidas
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, demonstrando que esta técnica ¢ sensivel e

bastante eficiente na busca de substancias antimicrobianas;

5) Com relacdo a analise de estrutura/atividade dos alcaloides ciclopeptidicos e

ciclopeptideo neutro pode se concluir:

I) A presenca da unidade B-fenilserina ¢ importante para a atividade antimicrobiana
desta classe de alcaldides, pois pode-se observar que os alcaldides mais ativos

apresentam esta unidade, ou como HO-amino 4cido ou como o-aminoéacido na estrutura;

IT) A estereoquimica dos aminodcidos formadores da estrutura ¢ outro fator importante
nesta correlagdo estrutura-atividade. Podemos observar que o alcaldide condalina-A, que
apresenta a unidade fenilserina em sua forma L-treo foi a estrutura mais ativa, enquanto
que seu diastereoisdmero, scutianina M, que apresenta esta unidade na forma L-eritro, foi

totalmente inativa. Outro exemplo sdo os dois diastereoisdmeros, scutianinas-D e -E,
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cujas diferengas configuracionais se encontram nas duas unidades de aminoacidos

formadores do sistema ansa do macrociclo;

IIT) Scutianina-E, que apresenta o aminoacido fenilserina em sua forma D-treo foi mais
ativo que seu diastereoisomero scutianina-D que apresenta esta unidade na forma L-Treo.
Este resultado sugere que a forma D-treo deste aminoacido confere uma maior atividade a

estrutura que aquela que contém a forma L-treo;

IV) A presenga do grupo N,N-dimetil (ou N-metil) na estrutura dos alcaldides ¢ muito
importante para este tipo de atividade. Esta afirmacdo pode ser demonstrada quando
comparamos as analises realizadas para o alcaldide Scutianina-D e para a estrutura neutra
Scutianeno-D. Observou-se que este ultimo ndo apresenta nenhum tipo de atividade, se

comparado com seu andlogo N-dimetilado.
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