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RESUMO

ESTUDO DA CASCA DA RAIZ DA ESPECIE Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek,
MODIFICACOES ESTRUTURAIS DO COMPOSTO B-SITOSTEROL E ANALISES
DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS

AUTORA: Daniela Copetti
ORIENTADOR: Prof. Dr. Ademir Farias Morel

O presente trabalho de dissertacéo descreve o estudo fitoquimico da espécie Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reissek, pertencente a familia Celastreceae. Além disso, foram realizadas
reagdes de modifica¢des estruturais no composto B-sitosterol, a fim de se realizar um estudo
da relacdo estrutura/atividade frente a cepas de micro-organismos.

Através das cascas da raiz coletas no municipio de Santana do Livramento — RS foi
obtido o extrato bruto metandlico o qual originou diferentes subfracfes de acordo com a
polaridade, a partir disto foi possivel isolar 4 metabolitos secundarios.

Complementarmente foram realizadas reacfes utilizando anidrido acético, anidrido
Succinico e Anidrido Ftalico para obtengdo de diferentes derivados do metabolito isolado -
sitosterol.

Findando com andlise da atividade antimicrobiana dos extratos, fracdes, substancias
isoladas e derivados do B-sitosterol, realizadas através do método da microdiluicdo em placas,
frente a cinco bactérias Gram-positivas, seis Gram-negativas e sete fungos.

Observou-se nesta andlise que os extratos, fracbes e metabdlitos isolados testados
apresentaram bons resultados principalmente contra as bactérias Enterococcus e Shigella
sonnei, e frente os fungos Candida krusei e Cryptococcus neoforman. No estudo da relacédo
estrutura/atividade observou-se que adigdo de duas carbolinas ao B-sitosterol contribuiu para

atividade antimicrobiana.

Palavras Chaves: Maytenus ilicifolia, Celastreaceae, p-sitosterol, atividade
antimicrobiana.



STUDY ROOT BARK OF SPECIES Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek,
STRUCTURAL MODIFICATION OF COMPOUND B-SITOSTEROL AND
ANALYSIS OF ANTIMICROBIAL ACTIVITIES

AUTHOR: Daniela Copetti

ADVISOR: Prof. Dr. Ademir Farias Morel

This dissertation describes the phytochemical study of Maytenus ilicifolia Mart
species. ex Reissek belonging to Celastreceae family. Further, structural modification
reactions were performed in B-sitosterol compound, in order to carry out a study of structure /
activity against strains of micro-organisms.

Through the root bark collected in the municipality of Santana do Livramento - RS
was obtained crude extract methanol which gave different subfractions according to the
polarity, as it was possible to isolate 4 secondary metabolites.

In addition reactions were carried out using acetic anhydride, succinic anhydride and
phthalic anhydride to obtain various derivatives of the metabolite isolated p-sitosterol.

Ending with analysis of the antimicrobial activity of extracts, fractions and isolated
compounds derived from B-sitosterol, carried out by microdilution method plates, opposite to
five Gram-positive bacteria, six gram-negative and seven fungi.

It was observed in this analysis that the extracts, fractions and isolated metabolites
tested showed good results mainly against bacteria Enterococcus and Shigella sonnei, and
front the fungus Candida krusei and Cryptococcus neoforman. In the study of structure /
activity it has been observed that the addition of two carbolines B-sitosterol contribute to

antimicrobial activity.

Key Words: Maytenus ilicifolia, Celastraceae, B-sitosterol, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo dos produtos naturais para os mais variados fins tais como fitoterépicos,
fonte de alimentos, utilidades domésticas, entre outras, € comum a milhares de anos, tanto que
ndo ha registros do seu inicio. Além disso, acredita-se que o alivio e cura de suas doencas foi
0 primeiro proposito para o uso de produtos naturais na medicina (VIEGAS, 2006).

Assim, o Brasil surge como um pais promissor no avango e na descoberta de novos
farmacos de origem vegetal, isso se deve ao fato de possuir a maior biodiversidade do planeta,
segundo dados do Ministério do meio Ambiente (MMA, 2016). Essa imensa biodiversidade, ainda
pouco estudada, desperta interesse mundial para estudo e a descoberta de novos fitoterapicos e
fitomedicamentos (BARREIRO, 2009).

A etnofarmacologia, ou seja, o conhecimento popular das plantas nos fornece dados
importantes para novos estudos com plantas medicinais, pois estimula a investigacdo dos
constituintes quimicos biologicamente ativos distribuidos por suas raizes, caule, cascas e
folhas, esse fator contribui para a medicina moderna na busca de novos tratamentos de
doencas infecciosas, causadas tanto por virus quanto por micro-organismos patogénicos ao
homem.

Dentro do vasto leque de plantas medicinais encontra-se a especie Maytenus ilicifolia,
popularmente conhecida como Espinheira-santa, a qual pertence a familia Celastraceae, seu
uso popular ja desencadeou vérias pesquisas para comprovacao de seus beneficios, por isso ja
estd comprovada cientificamente, sua eficacia no combate a problemas gastrintestinais como a
gastrite, Ulcera e gases. Geralmente utilizada na forma de infuséo ou cépsulas.

O fitoesterol bastante conhecido nos produtos naturais é p-sitosterol, esse é
amplamente utilizado, existente em varios tipos de 6leos vegetais, frutas e outras sementes de
plantas, tem atividades farmacoldgicas abrangentes, como a reducédo do colesterol sérico, anti-
inflamatério, antipirético, antioxidante, anti-tumoral e anti-cancro, e também tem o0 uso
extensivo em alimentos, produtos de salde e cosméticos. Nos ultimos anos, uma grande
quantidade de trabalho sobre a modificacdo da estrutura e atividades biologicas de B-sitosterol
tem sido feito de forma intensiva. Uma série de derivados do [-sitosterol ja foram
sintetizados, atualmente as pesquisas analisam e comprovam o progresso nas modificacdes
estruturais de B-sitosterol frente a diversas cepas de micro-organismos oportunista.

Neste contexto, o Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN) da Universidade

Federal de Santa Maria (UFSM) estuda a composi¢do quimica e as atividades biologicas dos



metabdlitos secundarios, de espécies de plantas nativas do Rio Grande do Sul - Brasil,
utilizadas na medicina popular. Além da busca de compostos com atividade significativa,
também ¢ realizado pesquisas na &rea da semi-sintese, no qual se avalia a relacdo
estrutura/atividade dos compostos modificados estruturalmente. Dentre as familias estudadas
pelo grupo encontra-se a Celastraceae, que ja é estudada ha anos e possui vasto leque de
compostos biologicamente ativo, ainda desperta o interesse de pesquisadores para novas

drogas e novos modos de acao para torna-los mais eficientes. (SILVA, 2014).



2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Este trabalho consiste em realizar o estudo quimico e biol6gico das cascas da raiz da
espécie Maytenus ilicifolia, pertencente a familia Celasteraceae, nativa do Rio Grande do
Sul — Brasil.

2.2.  Objetivos especificos

Com a investigacdo fitoquimica da espécie Maytenus ilicifolia pretende-se:

> Realizar a extracdo dos metabolitos presente nas cascas da raiz da espécie Maytenus
ilicifolia.

» Fracionamento neutro do extrato metanolico;

> Isolar e identificar os metabolitos secundarios presentes na casca da raiz, fazendo uso
de diferentes técnicas espectroscopicas uni e bidimensionais.

» Efetuar mudangas de grupamento funcional no metabdlito B-sitosterol através de
reacOes quimicas, para analise e comparacdo dos resultados com teste antimicrobiano,

> Realizar ensaios biologicos para a determinacdo das atividades antimicrobiana do

extrato bruto, das fracGes, das substancias isoladas e dos derivados.



3. REVISAO LITERATURA

3.1. Familia Celastreaceae

A familia Celastraceae, também conhecida como grupo vinha ou familia agridoce,
retine aproximadamente 1.264 espécies em 98 géneros. Esses tém grande ocorréncia em
climas tropicais e subtropicais, embora existam alguns representantes em climas temperados.
(Silva, 2014).

De modo geral, as espécies da familia Celastraceae se caracterizam por ter porte de
arvores ou arbustos, raramente trepadeiras. Possuem folhas simples, opostas e dentadas, suas
flores s@o pequenas (tetrameras ou pentameras), ndo vistosas, verdes claras ou brancas; frutos
encapsulados e, sementes com arilo branco ou laranja. (Oliveira, 2012)

As primeiras pesquisas quimicas sobre Celastraceae tiveram inicio no fim do século
passado, com o isolamento de um glicosideo cardiotonico da raiz de Evonymus atropurpurea,
e posteriormente, em 1912, verificou-se a presenca de dulcitol nessas plantas (Furlan, 1985).

No Brasil a familia Celastraceae € representada por trés principais géneros: Maytenus
Juss., Austroplenckia Lund. e Franhofera Mart. Essa familia tem grande destaque nas
pesquisas devido a diversidade de metabdlitos secundarios e diferentes potenciais

farmacolégico (Carvalho, 1992).

3.2. O género Maytenus

O género Maytenus € um dos maiores da familia Celastraceae, possuindo,
aproximadamente 225 espécies tropicais, das quais 77 sao nativas do Brasil. (Silva, 2014). As
espécies Maytenus ilicifolia (nativa do Brasil e conhecida como espinheira-santa) e Maytenus
aquifolium (nativa do Brasil, também conhecida como espinheira-santa) sdo amplamente
utilizadas na medicina popular brasileira. Sdo ingeridas, na forma de infusdo aquosa, para o
tratamento de Ulcera e outras afeccBes gastrointestinais. Em vérias regibes do Brasil sdo
encontrados locais onde esta planta é comercializada na forma verde, seca, em p6 ou em
capsulas (Spivey, 2002).

Niero e colaboradores (2011) descreveram 0 uso dos constituintes isolados e as
propriedades farmacologicas de varias espécies do género Maytenus, principalmente das

encontradas no Brasil. Estas espécies surgem como fontes promissoras de substancias de



interesse medicinal. Entre os diversos metabdlitos secundarios encontrados nas espécies do
género Maytenus, destacam-se 0s triterpenos pentaciclicos.

Dentre outros metabdlitos bioativos que ja foram isolados de espécies do género
Maytenus, destacam-se: maitensinoides com atividade inseticida, (Madrigal, 1985) poliésteres
sesquiterpénicos com atividade antitumoral (Shirota, 1994%) dimeros triterpénicos com
atividade antimicrobiana (Gonzéalez, 1996), triterpenos lupanicos com potente atividade anti-
inflamatoria (Reyes, 2006), sesquiterpenos com esqueleto basico de di-hidro-p-agrofurano
com atividade inibitéria a resisténcia do parasita Leishmania a algumas drogas (Delgado,
2008).

3.3.  Aespécie Maytenus ilicifolia

A espécie Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek € conhecida popularmente como
"espinheira-santa”, "cancerosa”, "cancorosa-de-sete-espinhos” e "maiteno”, dentre outros
nomes em alusdo as suas folhas que possuem bordas espinhosas e propriedades medicinais,
conforme figura 1. (Lorenzi, 2002).

Segundo Magalhées (2004), a M. ilicifolia é encontrada, predominantemente na regido
Sul do Brasil, no interior de matas nativas e em matas ciliares. Tem preferéncia por solos
argilosos, porém bem drenados e com alto teor de matéria organica. Apresenta predilecao por
climas temperado e subtropical. A Espinheira Santa é uma espécie perene, de porte arboreo-
arbustivo, raramente ultrapassa 3 m. Um forte marcador taxondmico que difere a M.
ilicifolia de outras espécies, principalmente de M. aquifolia, é a carateristica dos ramos

apresentarem estrias longitudinais.

Figura 1: Imagem das folhas e casca da raiz de Maytenus ilicifolia

Fonte: Safari Garden, Paisagismo.



3.4.  Estudo Fitoquimico

A via metabolica priorizada pelos membros da familia celastraceae, é a via dos
terpenos. A composicdo quimica caracteriza-se, principalmente, pela presenca de esteroides e
de triterpenos pentaciclicos, tais como, friedelina, B-friedelinol, a-amirina, B-amirina e lupeol
(figura 2) (Valladao, 2005).

Figura 2: Alguns dos principais metabolitos isolados da familia Celastraceae.

(1) ) @)

(1)- Friedelina, (2)- B-amirina e (3) Lupeol.

Na espécie Maytenus ilicifolia, pode-se citar varios grupos, dentre eles os terpenos
(maitenina (4) (Regasini, 2010), tringenona, isotenginona I, congorosinas A e B (5) (Shirota,
1997), acido maitendico), os triterpenos (maitefolina A, maitefolina B (6) (Ohsaki, 2004),
friedelanol (7) (Sousa, 2012) e friedelina), Oleos essenciais (friedenelol), taninos,
principalmente os galicos (epicatequina (8) (Souza, 2008), epigalocatequina e galato de
epigalocatequina), glicolipideos (monogalactosildiacilglicerol, digalactosildiacilglicerol,
trigalactosildiacilglicerol, tetragalactosildiacilglicerol e sulfoquinovosildiacilglicerol) e, por
altimo, os alcaloides (maiteina, maitanprina e maitensina (9) (ltokawa, 2008), (Carlini, 1988;
Mendes, 2006).



Figura 3: Compostos ja isolados da espécie Maytenus ilicifolia.

MeO

Estudos comprovam que diferentes climas e praticas de cultivos podem resultar em
alteracOes fitoquimicas severas na planta, como as relatadas por Radomski & Wisniewski
(1998), que detectaram o aparecimento de grandes quantidades de taninos nas folhas da M.
ilicifolia cultivada a pleno sol. Portanto, técnicas de plantio padronizadas e seguras sao

recomendadas, principalmente quando se trata de espécies com uso terapéutico, ja que



alteracbes em seu ciclo de plantio podem resultar em alteragdes nas concentracdes, ou até

desaparecimento de constituintes, incluindo os que possuem acao terapéutica.

3.5.  Atividades bioldgicas

O uso medicinal de M. ilicifolia é datado em torno da década de 20 quando se tem o
primeiro registro escrito de sua utilizacdo, fato que impulsionou a investigacdo por suas
propriedades farmacoldgicas. (CUNHA, 2003).

Segundo o uso popular acredita-se que a M. ilicifolia € uma erva que possa combater
varias doengas, dentre as quais pode se destacar gastrites, Ulceras e dispepsias. Também
possui acbes tdnicas, analgésicas, anti-sépticas, cicatrizantes, diuréticas e laxativas
(CIPRIANI, 2004).

Os primeiros estudos de eficicia terapéutica da M. ilicifolia foram realizados por
Aluizio Francga, professor da Faculdade de Medicina do Parand, em 1922 que usou a M.
ilicifolia em pacientes portadores de Ulcera gastrica e relatou o sucesso do tratamento.
(CARLINI, 1988), Atualmente ha estudos que afirmam que a M. ilicifolia apresenta, também,
atividades antineoplasica e antimicrobiana (QUEIROGA, 2000).

Cipriani et al. (2004) relatam, ainda a descoberta e caracterizacdo de
arabinogalactanas, polimeros essenciais encontrados nas paredes celulares de plantas
superiores, que possuem atividade imunoldgica. Esse fato pode ajudar a explicar a melhora
dos quadros de cancer mediante sua aplicacdo, ja que a maioria, sendo a totalidade das drogas
antineoplasicas, apresenta grande efeito imunossupressor, principalmente quando associadas a
procedimentos cirargicos e anti-inflamatérios esteroidais, como betametasona e
dexametasona, pratica comum nos protocolos antineoplasicos. No caso do tratamento de
Ulceras e gastrites, pode ser preparada tanto na forma de emplastros de suas folhas, cozimento,

por infusdo ou como na forma de chas e extratos (LORENZI, 2002).

3.6.  p-Sitosterol

O termo "fitoquimicos™ (produtos quimicos a base de plantas), sdo de ocorréncia
natural nos constituintes das plantas, estes compostos ndo sdo sintetizados em mamiferos,
comecgou a ter destaque no meio cientifico em 1994 e rapidamente se tornou uma tendéncia e
conseguiu despertar o interesse de pesquisadores e cientistas. Os fitoesterdis sdo um subgrupo
dos esterdides, ja sdo considerados uma importante classe de moléculas bioorganicas

(SAEIDNIA, 2014).



Os fitoesterdis sdo comuns em plantas e animais, bem como fungos, e tem estrutura
semelhanga ao do colesterol. Fitoester6is desempenham papéis essenciais na fisiologia
eucaridtica dos organismos. Por exemplo, o colesterol é a parte principal da membrana celular
em animais, afeta a fluidez da membrana celular e serve como mensageiro secundario em
desenvolvimento sinalizagdo  (PRIETO, 2006). O beneficio mais importante
destes metabolitos naturais é a sua inscri¢do entre os componentes de promocao da salde de
alimentos naturais que as contém. O Autoridade Européia de Seguranga Alimentar (AESA)
recomenda consumir cerca de 1,5 - 2,4 g / dia de fitoesterdis e / ou estandis em fim de reduce
colesterol no sangue (SAEIDNIA, 2014).

Os fitoesterois mais comum e conhecidos s&o [-sitosterol, campesterol e
estigmasterol. Estes compostos tém uma longa histéria de consumo como alimento ou
produtos farmacéuticos, e geralmente reconhecido como seguro, sem efeitos colaterais
indesejaveis (PRIETO, 2006).

Estudos comprovam a eficiéncia do composto [-sitosterol em diversas areas da
farmacologia como: atividade anti-inflamatéria (LOI1ZOU, 2010), hipocolesterolémica
(SUGANO, 2011), angiogénica (MOON, 1999), analgesica, anti-helmintica, antimutagénica
(VILLASENOR, 2002), imunomoduladora (BOUIC, 1996), antioxidante (BASKAR, 2012),
antidiabética (GUPTA, 2011), antitumoral (inibicdo da proliferacdo celular e inducdo da
apoptose) frente as linhagens do cancro da mama (MCF-7, MDA-MB-231) (CHAI, 2008),
leucemia (U937) (PARK, 2007), prostata (LNCaP) e carcinoma do c6lon (HT-29) (HOLTZ,
1998). Também demonstrou efeito sobre a hiperplasia prostatica benigna e 0 mais interessante
deste composto € que ndo apresenta nenhum potencial genotoxico nem citotoxico conforme
estudo realizado por Paniagua em 2005, fato que incentiva a continuidade nas pesquisas sobre

suas propriedades farmacologicas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  Instrumentacéo

4.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética de *H e **C uni e bidimensionais (COSY,
HSQC, HMBC) foram realizados em espectrémetro Bruker avance, operando a 400,13 MHz
para 'H e 100,62 MHz para *C, do Departamento de Quimica, da Universidade Federal de
Santa Maria.

Para preparacdo das amostras, utilizou-se 3,0 — 15 mg de amostra em 0,5 mL de
solvente deuterado em tubos de 5 mm. O solvente utilizado para analise das amostras foram
cloroférmio deuterado (CDClIs), metanol deuterado (CD3;OD) e piridina deuterada (CsDsN).
Para calibracdo dos espectros de hidrogénio utilizou-se como referéncia interna o TMS (8
0,00), e para os espectros de carbono CDCl3 (677,00), CD3sOD (6 49,05) e CsDsN (6 135,30).

4.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas empregando-
se um cromatdgrafo Agilent Technologies Modelo 1200, com detector DAD e coluna de fase
reversa ZORBAX Eclipse Plus C18 (4,6 mm x 150 mm, 5um).

4.1.3 Cromatografia gasosa (CG)

As andlises de cromatografia gasosa foram realizadas em cromatografo Varian CP
3800, equipado com coluna DB5; a temperatura de operacdo do injetor foi de 220 °C, do
detector de 300 °C e a da coluna foi de 50-280 °C com aumento de 4 °C/min; o gas de arraste

utilizado foi hidrogénio (H.) e na chama, ar sintético.

4.1.4 Espectrofotdmetro

Para as leituras de microplacas utilizadas para avaliacdo dos resultados das atividades
antimicrobianas, utilizou-se espectrofotometro SpectraMax M2 e SoftMax Pro 5.4.1

(Molecular Devices Inc., USA), operando em 620 nm e 25 °C.
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4.1.5 Aparelho de ponto de fuséo

Os pontos de fusdo (PF) das substancias foram determinados em aparelhos MQAPF-
302 da Microquimica Equipamentos, disponivel no departamento de Quimica da Univesidade
Federal de Santa Maria (UFSM).

4.1.6 Espectrometro de Difragéo de Raio X

As medidas cristalograficas foram obtidas no aparelho Bruker X8 Kappa-Apex Il
CCD empregando radiacbes de Mo e Cu de propriedade do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Santa Maria.

4.2.  Materiais e métodos cromatograficos
4.2.1 Solventes Utilizados

Os solventes hexano, diclometano e cloroformio, utilizados neste trabalho, possuem
procedéncia Synth® e Vetec®, considerados P.A (Padrdo analitico), sem necessidade de
purificacdo, j& para acetona, acetato de etila e metanol, foi necessario utilizacdo de técnicas de
destilagdo para sua purificacdo. Os solventes deuterados utilizados foram cloroférmio e
piridina da marca Cambridge Isotope Laboratories, Inc. Nas reacdes de modificacdo
estrutural, foram utilizados: anidrido acético, anidrido succinico, anidrido ftalico, trietilamina,
lodeto de metila. A polaridade das misturas dos solventes utilizados no trabalho sdo indicados

no decorrer do texto.

4.2.2 Cromatografias

As separacGes cromatograficas em coluna (CC) foram realizadas com diferentes
diametros interno, utilizando silica gel tipo 60 como fase estacionaria, numa relacdo 1 g de
amostra: 50 g de silica. Para purificacdo dos compostos utilizou-se a cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP), o qual ¢é feita em placas de vidro (20 cm X 20 cm)
recobertas com o adsorvente gel de silica 60 GFys4. A cromatografia em camada delgada
(CCD) foi efetuada em cromatofolhas de aluminio, como suporte e silica gel 60 F,s4 como
adsorvente. As cromatoplacas foram reveladas através de lampada ultravioleta (A = 254 e 365
nm, Spectroline), reagente de Dragendorff para a revelagédo dos alcaloides e para demais
metabdlitos uma solucdo de alcool etilico e &cido sulfurico (95:5 v/v) seguido de

aquecimento.
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4.3. Coleta e identificacdo do material vegetal

As cascas da raiz da espécie Maytenus ilicifolia M. ex Ressek, foram coletadas no
municipio de Santana do Livramento (Latitude 30° 53' 27" sul e longitude 55° 31' 58" oeste)
RS, Brasil, no més de Novembro de 2014. A identificacdo do material botéanico foi realizada
pelo professor Dr. Renato Zacchia e uma exsicata foi depositada no Herbario do
Departamento de Botéanica da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, sob nimero de
registro SMDB 15.012.

4.4. Preparacdo do material vegetal

O material vegetal coletado foi seco em estufa com ar circulante a uma temperatura de
50 °C e moido em moinho de facas, obtendo-se um total 1,8 kg do material vegetal seco,
coletados em Santana do Livramento.

Realizou-se a extracdo deste material com metanol, através de um extrator soxhlet
acoplado a um condensador e a um baldo de 5 L, onde foram adicionados cerca de 3 L de
metanol. Com o aquecimento o metanol é evaporado, ao entrar em contato com o
condensador ¢ resfriado passando pelo material vegetal depositado no soxhlet, em seguida
retorna ao baldo com os metabdlitos extraidos. Apos a exaustdo da extracdo o solvente é
evaporado a pressdo reduzida, resultando num residuo escuro e viscoso, denominado Extrato
Bruto Metandlico (EBM).

O extrato bruto, 588 g, foi dividido em dois fracionamentos, o primeiro fracionamento
(400 g) foi realizado em um funil de separacdo, o qual o material é solubilizado em &gua,
liguido-liquido, com gradiente de polaridade dos solventes, n-hexano (F.H.), diclorometano
(F.D.), acetato de etila (F.A.) e n-butanol (F.B.), obtendo assim as quatro fracdes, conforme
esquema 1 . Com o restante do EBM, (188 g), foi confeccionada uma pastilha com silica gel e
submetido a uma coluna cromatografica (CC), o qual a fase mével utilizada, até a exaustao,
foi em gradiente de polaridade, iniciando com n-hexano, 0,2 g (F.H.), diclometano, 4,6 g
(F.D.), acetato de etila, 30,4 g (F.A.) e metanol, 130,0 g (F.M.), também resultando em 4

fracOes obtidas.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste
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Esquema 1: Fracionamento do extrato bruto no funil de extragdo, de Maytenus ilicifolia,

coletada em Santana do Livramento.

Casca da raiz moida

(1.801g)

Extrato Bruto
(400 g funil de separagao)
(188 g coluna cromatografica)

Hexano/H,0

Fracdo Hexanica
(2.29)

Fracdo Aquosa

Diclorometano/H,0

Fracdo Aquosa

Fracdo Acetato
(7.19)

Fracdo Diclometano
(6.4 9)

Acetato de etila/H,O

Fracdo Aquosa

n-Butanol/H,O

Fracdo Butanolica
(400)

Fracdo Aquosa

Foi realizado este fracionamento duplo apenas com intuito de acelerar o processo de obtencao

das fracGes, porém também foi realizado o perfil cromatografico por CLAE das fracGes

obtidas, para verificacdo de pureza das fracoes.
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4.5. Dados dos compostos isolados

4.5.1 Fragdo Hexanica

B-sitosterol (MO01): 250mg, s6lido branco, PF. 125-128°C. (Lit: 137-138 °C). (Y, 2014).
RMN *H a 400,13 MHz, CDCls, & (ppm): 0,67
(3H, S, H-18), 0,81 (3H, d, J=6,8, H-26 ), 0,84
(3H, d, J=6,8, H-27), 0,86 (3H, s, H-29), 0,92
(3H, d, J=6,4, H-21), 0,95 (H, m, H-24) 0,96 (H,
m, H-9) 1,0 — 2.2 (m, demais hidrogénios), 3,52
(1H, m, H-3), 5,34 (1H, d, H-6). RMN de **C a
100,62 MHz, CDCls, & (ppm): 11,8 (C-18), 11,9 (C-29), 18,8 (C-21), 19,0 (C-27), 19,03 (C-
19), 19,7 (C-26), 21,1 (C-11), 23,1 (C-28) 24,3 (C-15), 26,2 (C-23), 28,2 (C-16), 29,2 (C-25),
31,7 (C-2), 31,9 (C-7 e C-8), 34,0 (C-22), 36,1 (C-20), 36,5 (C-10), 37,3 (C-1), 39,8 (C-12),
42,3 (C-4 e C-13), 45,9 (C-24), 50,2 (C-9), 56,1 (C-17), 56,8 (C-14), 71,8 (C-3), 121,7 (C-6),
140,8 (C-5). C9Hs00. m/z: 414,

4.5.2 Fragéo Diclorometano

Cangorinina E-1 (M02): 7 mg, solido amorfo branco, PF. 104-107°C (Lit 105-107 °C),
O (SHIROTA, 199%a).
RMN *H a 400,13 MHz, CDCls, & (ppm): 1,22 (3H, d, J=7.2,

ACO

H-10%), 1,40 (3H, d, J=7.2, H-9°), 1,40 (3H, s, H1-OAc),
. P g 1,58 (3H, s, H-12), 1,72 (3H, s, H-14), 2,12 (3H, s, H2-OAc),
Hé(fomo 6“, > 2,16 (3H, s, H8-OAc), 2,21 (3H, s, H7-OAc), 2,34 (3H, s,

: H11-OAc), 2,38 (1H, d, J=4,0, H-6), 2,64 (1H, q, J=6,8, H-
8”), 3,76 (1H, d, J=11,6, H-15a), 4,43 (OH), 4,66 (2H, d,
J=13,6 H-11a e q, H-7"), 4,80 (1H, d, J=2,4, H-3), 5,34 (1H,
d, J=13,6, H-11b), 5,35 (1H, dd, J=2,8 e 4,4, H-2), 5,41 (1H,
d, J=6,0, H-8 ), 5,52 (1H, dd, J=4,0 e 5,8, H-7), 5,88 (1H, d, J=4,0, H-1), 5,97 (1H, d,
J=11,6, H-15b), 7,04 (1H, s, H-5), 7,27 (1H, dd, J=4,8 ¢ 8,0, H-5"), 7,39 (2H, d, J= 7,2, OBz
(m)), 7,53 (1H, d, J=7,2, , OBz (p)) 7,81 (2H, dd, J=8,4, OBz (0)), 8,08 (1H, dd, J=1,6 e 7,6,
H-4%), 8,70 (1H, dd, J=2,0 e 4,8, H-6"); RMN de **C a 100,62 MHz, CDCls, & (ppm): 9,7
(C-10%), 11,9 (C-9%), 18,3 (C-14), 20,8 (C1-CHs), 20,8 (C8-CHs), 20,9 (C2-CHs), 21,3 (C7-
CHa), 21,5 (C11-CHs), 22,8 (C-12), 36,3 (C-7°), 44,9 (C-8°), 50,4 (C-6), 52,5 (C-9), 60,0 (C-
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11), 68,8 (C-2), 69,1 (C-7), 69,9 (C-15), 70,5 (C-4), 71,3 (C-8), 73,4 (C-1), 73,8 (C-5), 75,6
(C-3), 84,3 (C-13), 94.0 (C-10), 121,0 (C-5"), 125,0 (C-3’), 128,4 (C-Obz(m)), 129,1 (C-
Obz(0)), 129,4 C-Obz(i)), 133,4 (C-Obz(p)), 137,7 (C-4), 151,4 (C-6"), 164,5 (5-OC=0),
165,3 (C-27), 168,2 (C-127), 168,5 (8-OC=0), 168,8 (1-OC=0), 169,8 (2-OC=0), 169,9 (7-
0C=0), 170,3 (11-OC=0), 173,9 (C-11"). C43HsNO15, m/z 868.

Aquafoliunina E-1 (M03) 50 mg, solido amorfo branco, PF. 100-105 °C. (Lit. 98-101 °C),

(CORSINO,1998).

RMN 'H a 400,13 MHZ, CDCls, & (ppm): 1,22 (3H, d, J=7,1, H-
10", 1,39 3H, d, J=7,0, H-9), 1,60 (3H, s, H-12), 1,82 (3H, s,
H-14), 1,82 (3H, s, H1-OAC), 1,89 (3H, s, H5-OAc), 2,15 (3H, s,
H2-0OAc), 2,22 (3H, s, H8-OAc), 2,34 (3H, s, H11-OAc), 2,58
(1H, q, J=7,2, H-8"), 2,67 (1H, d, J=3,2, H-6), 3,64 (1H, d,
J=11,4, H-15a), 4,48 (OH), 4,63 (2H, d, J=13,2 H-11ae m, H-7"),
4,74 (1H, d, J=2,5, H-3), 4,85 (1H, d, J=13,2, H-11b), 5,27 (1H, t,

Bz

J=2,8, H-2), 5,69 (1H, dd, J=3,3 e 9,8, H-7), 5,66 (1H, d, J=3,5, H-1), 5,89 (1H, d, J=9,9, H-
8), 5,94 (1H, d, J=11,4, H-15b), 6,73 (1H, s, H-5), 7,23 (1H, dd, J=4,8 e 7,7, H-5), 7,43
(2H, t, OBz (m)), 7,56 (1H, t, OBz (p)) 7,93 (2H, d, J=7,2, OBz (0)), 8,02 (1H, dd, J=1,7 e
7.8, H-4"), 8,68 (1H, dd, J=1,6 ¢ 4,7, H-6’); RMN de 3C a 100,62 MHz, CDCls, 5 (ppm):
9,7 (C-10%), 12,0 (C-9°), 19,5 (C-14), 20,4 (C1-CHs), 20,6 (C5-CH3), 20,9 (C11-CHa), 21,1
(C2-CH3), 21,4 (C8-CH3), 23,7 (C-12), 36,5 (C-7), 44,8 (C-8°), 49,4 (C-7), 51,4 (C-9), 60,7
(C-11), 68,6 (C-2), 69,8 (C-15), 70,6 (C-4), 72,4 (C-1), 73,8 (C-8), 74,5 (C-7), 74,7 (C-5),
75,2 (C-3), 85,6 (C-13), 94,4 (C-10), 120,9 (C-5), 125,0 (C-3"), 128,7 (C-Obz(m)), 129,6 (C-
Obz(0)), 130,6 C-Obz(i)), 133,6 (C-Obz(p)), 137,6 (C-4), 151,4 (C-6"), 165,4 (C-2°), 1653
(7-0C=0Bz), 168,5 (2-OC=0), 168,3 (12°), 169,0 (1-OC=0), 169,6 (9-OC=0), 169,7 (5-
0C=0), 169,9 (11-OC=0), 173,8 (C-11). C43HssNO1s, m/z 868.
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4.5.3 Fragdo Acetato de Etila

B-Sitosterol-glicosilado (M04): 8mg; so6lido branco PF. 165-168°C. (Lit. 168-169 °C)
(KHATUN, 2012).

; RMN de 'H a 400,13 MHz, em CsDsN: & 3,97
B/ 2% (1H, m, C-3), 5,37 (1H, m, C-G), 5,12 (1H, m, C-
1), 4,06 (C-2°), 4,25-4,30 (2H, m, C-3*- 4’),

)l/[ j > 3,98 (1H, m, C-5°), 4,38-4,57 (2H, dd, C-6")

2,05-0,81 (m, demais hidrogénios). RMN de **C

A J\

Ho\!f +

a 100,62 MHz, em CsDsN: & 38,7 (C-1), 30,8
(C-2), 79,8 (C-3), 40,6 (C-4), 142,2 (C-5), 123,1 (C-6), 33,4 (C-7), 33,3 (C-8), 51,6 (C-9),
38,2 (C-10), 22,5 (C-11), 41,2 (C-12), 43,7 (C-13), 58,1 (C-14), 25,7 (C-15), 29,8 (C-16),
57,5 (C-17), 13,2 (C-18), 21,2 (C-19), 37,6 (C-20), 20,7 (C-21), 35,5 (C-22), 27,7 (C-23),
47,3 (C-24), 31,5 (C-25), 20,5 (C-26), 20,3 (C-27), 24,7 (C-28), 13,4 (C-29), 103,8 (C-1"),
76,5 (C-2%), 79,6 (C-3°), 73,0 (C-4°), 79,5 (C-5"), 64,1 (C-6").

4.6. Reacdes de derivatizacdes

4.6.1 Acetato de B-Sitosterol

Em um baldo de fundo redondo provido de agitagdo magnética adicionou-se 20 mg
(0,048 mmol) de B-sitosterol isolado da fracdo hexanica do extrato bruto, anidrido acético em
excesso, 2-3 gotas de trietilamina e 20 mL de cloroférmio como solvente. A reacgdo
permaneceu sob agitacdo constante, 24 h em 25 °C. A reacdo foi monitorada por CCD ap0s
observar a formacdo do produto, foi evaporado o solvente em um rotaevaporador, o bruto
reacional foi purificado em CC de silica gel utilizando como solvente hexano/acetona 1 %.

Obtendo composto Acetato de B-sitosterol (11 mg, 50%).

4.6.2 Succinato de B-Sitosterol

Em um baldo de fundo redondo provido de condensador de refluxo e agitacéo
magnética adicionou-se 30 mg (0,072 mmol) de B-sitosterol isolado da fragdo hexanica do
extrato bruto, anidrido succinico, em excesso, 2-3 gotas de trietilamina e 20 mL de
cloroférmio, como solvente. A reacdo foi monitorada por CCD e ap6s um periodo de 48h sob

refluxo, observou-se a formacdo do produto, em seguida foi evaporado o solvente em um
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rotaevaporador. O bruto reacional foi purificado em CC de silica gel utilizando como solvente

hexano/acetona 25%. Obtendo composto Succinato de B-sitosterol (24,5 mg, 64,72%).

4.6.3 Ftalato de B-Sitosterol

Em um baldo de fundo redondo provido de condensador de refluxo e agitacdo
magnética adicionou-se 20 mg (0,048 mmol) de B-sitosterol isolado da fragdo hexanica do
extrato bruto, anidrido ftalico, em excesso, 2-3 gotas de trietilamina e 20 mL de cloroférmio,
como solvente. A reacdo foi monitorada por CCD e ap6s um periodo de 72h sob refluxo,
observou-se a formacdo do produto, em seguida foi evaporado o solvente em um
rotaevaporador, o bruto reacional foi purificado em CCDP de silica gel, visto que o produto
era visivel em luz UV, utilizando como solvente hexano/acetona 25%. Obteve-se o ftalato de
B-sitosterol (9,5 mg, 35,22%).

4.6.4 (R/S) 4-hidroxi-4-p-tolilbutanoato de pB-sitosterol

Para esta reacdo foi utilizado um reagente disponivel no laboratério, que foi
sintetizado através de uma acilacdo de Friedel-Crafts entre tolueno e anidrido succinico, com
cloreto de aluminio anidro. Para ocorrer a reacdo de substituicdo na carboxila, foi reduzida a
carbonila cetbnica com NaBH, e Metanol sob agitacdo por 2 h. A reacdo de reducdo foi
acompanhada por CCD, com a formacdo do produto extraiu uma vez com acetato de etila,
para eliminacdo de algum material de partida, em seguida acidificou 0 meio com acido
cloridrico (HCI) 1N, para pH 5,0 e extraiu 3x com acetato de etila.

Em seguida, em um baldo de fundo redondo, provido de agitacdo magnética,
adicionou-se 40 mg (0,096 mmol) de B-sitosterol isolado da fracdo hexanica do extrato bruto,
o produto da acilacdo de Friedel-Crafts reduzido, 20 mg dimetilaminopiridina (DMAP), 50
mg de dicicloexilcarbodiimida (DCCI) e solvente THF seco. A reacdo foi monitorada por
CCD e ap6s um periodo de 48 h, observou-se a formacdo do produto, em seguida foi filtrado
o0 precipitado dicicloexiluréia (DCCU) e evaporado o solvente (THF) em um rotaevaporador,
o0 bruto reacional foi purificado em CCDP de silica gel, visto que o produto era visivel em luz
UV, utilizando como solvente hexano/acetona 50%. Obteve-se o (S/R) 4-hidroxi-4-p-
tolilbutanoato de B-sitosterol (20 mg, 35,25%).
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4.7.  Dados dos compostos das reacdes de derivatizacdo

4.7.1 Acetato de B-sitosterol: (11 mg) composto cristalino incolor. (PF. lit. 118-119 °C)
(McCARTHY, 2005).

RMN de 'H a 400,13 MHZ, CDCls, & (ppm):
0,67 (3H, S, H-18), 0,81 (3H, d, J=6,8, H-26 ),
0,84 (3H, d, J=6,8, H-27), 0,86 (3H, s, H-29),
0,92 (3H, d, J=6,4, H-21), 0,95 (H, m, H-24)
0,96 (H, m, H-9) 2,02 (3H, s, H-31), 1,0 — 2.2
(m, demais hidrogénios), 4,60 (1H, m, H-3),
5,36 (1H, d, J= 4.8, H-6). RMN de **C a 100,62
MHz, CDCls, & (ppm): 11,8 (C-18), 11,9 (C-29), 18,7 (C-21), 19,0 (C-27), 19,3 (C-19), 19,8
(C-26), 21,0 (C-11), 21,4 (C-31), 23,0 (C-28) 24,2 (C-15), 26,1 (C-23), 28,2 (C-16), 29,2 (C-
25), 31,7 (C-2), 31,9 (C-7 e C-8), 34,0 (C-22), 36,1 (C-20), 36,6 (C-10), 37,0 (C-1), 38,1 (C-
12), 39,7 (C-4), 42,3 (C-13), 45,8 (C-24), 50,0 (C-9), 56,0 (C-17), 56,7 (C-14), 74,0 (C-3),
122,6 (C-6), 139,6 (C-5), 170,5 (C-30). C3oH5,0,. m/z: 456.

4.7.2 Succinato de B-sitosterol: (24,5 mg) composto cristalino branco, (PF. 150-151 °C)
(KLUMPHU, 2014).

» | H a 400,13 MHZ, CDCls, 5 (ppm): 0,78
(3H, S, H-18), 0,90 (3H, d, J=7,2, H-26),
0,93 (3H, d, J=7,6, H-27), 0,95 (3H, s, H-

N 29), 1,00 (3H, d, J=6,8, H-21), 1,02 (H, m,
I 6 H-24) 1,02 (H, m, H-9), 1,10 (3H, s, H-19)

1,11 — 2.2 (m, demais hidrogénios), 2,37
(2H, d, J=6,8, H-32) 2,62 (2H, m, H-31), 4,60 (1H, m, H-3), 5,44 (1H, d, H-6). RMN de *C a
100,62 MHz, CDCls, & (ppm): 12,3 (C-18), 12,4 (C-29), 19,3 (C-21), 19,4 (C-27), 19,7 (C-
19), 20,2 (C-26), 22,1 (C-11), 24,2 (C-28 e C-15), 25,3 (C-23), 27,3 (C-16), 29,3 (C-25), 29,9
(C-31), 30,5 (C-32), 33,0 (C-2), 33,2 (C-7 e C-8), 35,1 (C-22), 37,4 (C-20), 37,8 (C-10),
38,2(C-1), 39,1 (C-12), 41,1 (C-4) 43,5 (C-13), 47,3 (C-24), 51,6 (C-9), 57,5 (C-17), 58,1 (C-
14), 75,7 (C-3), 123,6 (C-6), 141,1 (C-5), 173,7 (C-30), 176,0 (C-33). Cz3Hs504. m/z: 515.
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4.7.3 Ftalato de B-sitosterol: (9,5 mg) composto incolor. (BALONOVA, 1964).

RMN 'H a 400,13 MHZ, CDs;OD, & (ppm):
0,86 (3H, S, H-18), 0,96 (3H, d, J=7,2, H-26 ),
1,00 (3H, d, J=7,2, H-27), 0,98 (3H, s, H-29),
1,10 (3H, d, J=6,4, H-21), 1,20 (3H, s, H-19),
1,0 — 2.2 (m, demais hidrogénios), 2,60 (1H,
2 Az m, H-3), 5,56 (1H, d, J= 4.8, H-6), 7,62 (2H,

0 dd, J= 1,6, 7,6, H-33-34) 7,80 (2H, dd, J= 1,6,

7.6, H-32, 35). RMN de *C a 100,62 MHz, CDs0D, & (ppm): 12,3 (C-18), 12,4 (C-29), 19,4
(C-21), 19,5 (C-27), 19,8 (C-19), 20,2 (C-26), 22,2 (C-11), 24,2 (C-28), 25,3 (C-15), 27,3 (C-
23), 28,5 (C-16), 29,3 (C-25), 30,4 (C-2), 33,1 (C-7), 33,2 (C-8), 35,1 (C-22), 37,4 (C-20),
37,8 (C-10), 38,5 (C-1), 38,9 (C-12), 41,1 (C-4), 43,5 (C-13), 47,3 (C-24), 51,7 (C-9), 57,5
(C-17), 58,1 (C-14), 76,9 (C-3), 123,6 (C-6), 129,6 (C-32-36), 131,2 (C-33-35), 132,0 (C-34),
133,3 (C-31), 141,2 (C-5), 166,9 (C-37), 169,4 (C-30) Cs7Hs:04. m/z: 562.

4.7.4 (S/IR) 4-hidroxi-4-p-tolilbutanoato de B-sitosterol. Composto cristalino branco.
RMN *H a 400,13 MHz, CDCls, & (ppm):

0,68 (3H, S, H-18), 0,82 (3H, d, J=6,8, H-
26 ), 0,84 (3H, d, J=6,8, H-27), 1,01 (3H,
s, H-29), 1,25 (3H, d, J=6,4, H-21), 1,0 -
2.2 (m, demais hidrogénios), 2,35 (3H, s,
H-40), 2,63 (4H, m, H-31 e 32), 3,49 (1H,
®o m, H-3), 4,05 (1H, dd, J=2,0 e 2,8, H-33)

5,47 (1H, d, H-6), 7,20 (2H, H-35 e 39),
7,21 (2H, H-36 e 38). RMN de °C a 100,62 MHz, CDCls, & (ppm): 11,8 (C-18), 11,9 (C-29),
18,8 (C-21), 19,0 (C-27), 19,3 (C-19), 19,7 (C-26), 21,1 (C-11), 23,1 (C-28) 24,3 (C-15), 26,2
(C-23), 28,2 (C-16), 28,9 (C-40), 29,2 (C-25), 30,8 (C-1), 31,7 (C-2), 31,9 (C-7 e C-8), 34,0
(C-22), 36,1 (C-20), 36,5 (C-10), 37,3 (C-12), 39,8 (C-4 e C-13), 42,3 (C-31 e C-32), 45,9 (C-
24), 50,2 (C-9), 56,1 (C-17), 56,8 (C-14), 71,8 (C-3), 81,2 (C-33), 121,6 (C-6), 125,3 (C-35 e
C-39), 129,4 (C-36 e C-38), 136,4 (C-34), 138,3 (C-37), 140,8 (C-5), 140,8 (C-5), 176,7 (C-
30). CaoHgsOs. m/z: 591.



20

4.8. Atividade antimicrobiana in vitro

A suceptibilidade antimicrobiana de uma substancia é avaliada com base na
determinacdo de sua concentracdo inibitéria minima que € a menor concentracdo de um
composto testado capaz de inibir o crescimento de micro-organismos, sob condicbes de
cultura adequadas e padronizadas. Este método trata-se de um ensaio quantitativo aplicado a
avaliacdo do potencial dos extratos, fracdes e substancias isoladas obtidas.

Para as analises foram utilizados cepas padrdo da American Type Culture Colection
(ATCC), composta de micro-organismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos,

conforme a Tabela 1.

Tabela 1.. Micro-organismos indicadores utilizados na atividade antimicrobiana

Micro-organismos (ATCC)

Gram-negativos Gram-positivos Fungos
Pseudomas aeroginosa Bacilus cereus (33019) Candida albicans (44373)
(27853)
Burkholderia cepacia Enterococcus sp. (6589) Candida parapslosis
(17759) (22018)
Morganella morgani Staphylococcus aureus Candida krusei (6258)
(25829) (25923)

Escherichia coli (25922) Enterobacter aerogenes Candida tropicalis (750)
(13048)

Shigella sonnei (25931) Bacillus subtilis (19659) Cryptococcus neoformans

(28952)
Salmonella typhimurium Cryptococcus gatti
(14028) (56990)

Sacharomyces cereviseae
(2601)
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As substancias utilizadas como padrdes foram cloranfenicol para bactérias e
fluconazol para fungos, preparados conforme as normas da Food and Drugs Administration
(FDA).

Os meios de cultura utilizados foram o Caldo de caseina de soja (5 g de cloreto de
sodio, 2,5 g de dextrose, 2,5 g de Fosfato dibasico, 17 g de peptona de caseina, 3 g de peptona
de soja e 1 L de agua destilada) para bactérias e o Caldo Sabouraud dextrosado (40 g de
dextrose, 5 g de peptona de carne, 5 g de peptona de caseina e 1 L de agua destilada) para os
fungos.

4.8.1 Método para a determinagéo da CIM

A determinacdo da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo,
conforme descrito pela National Committee for Clinical Laboratories Standards (NCCLS).
Este teste foi realizado em placas de cultura estéreis de 96 pocos. Nesta técnica, cada poco foi
inoculado com o0s micro-organismos na concentracdo de 1x10° células viaveis e,
posteriormente, as amostras a serem testadas foram adicionadas no primeiro po¢o seguindo-se
a diluicdo em serie das mesmas, de 500 pg/mL até 1,56 pg/mL. As placas foram incubadas
por 24 horas a 35 °C para as bactérias e, por 48 horas a 25 °C para os fungos. Apds a
incubacdo, determinou-se o crescimento microbiano através da leitura da microplaca no
espectrofotometro SPECTRAMAX M2 utilizando o comprimento de onda de 620 nm.

Todos os testes foram realizados em triplicata e comparados com os padrdes. Utilizou-
se também um controle positivo e um negativo para cada substancia testada, de forma a

garantir a reprodutibilidade do ensaio.

4.8.2 Método da Concentracdo Letal Minima (CLM)
A concentracdo letal minima (CLM) é a menor concentracdo da substancia capaz de
alcancar uma reducdo maior que 99% do nimero das unidades formadoras de colénia (UFC),

segundo Hammer 1999.

Neste método, as culturas de micro-organismos que nao apresentaram crescimento ou
foram inibidas no método CIM, foram inoculadas novamente utilizando 10 puL de cada uma
das solugdes presentes nos pocos do teste anterior e 90 pL de um novo meio de cultura

liquido apropriado para cada classe de microorganismo.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Este trabalho foi desenvolvido através do estudo fitoquimico da espécie Maytenus
ilicifolia da familia celastreaceae, com intuito do isolamento e identificacdo dos metabolitos
secundarios presentes.

Foi obtido o extrato bruto da planta, assim como as fragdes hexanica, diclorometano,
acetato de etila, butandlica e metandlica. Foram isolados total de 4 compostos, um da fragéo
hexanica, dois da fracdo diclorometano e um da fragdo Acetato de etila. Identificados como:
B-Sitosterol, Cangorinina E-1, Aquafoliunina E-1 e -Sitosterol-glicosilado.

Com o metabdlito isolado B-sitosterol foram realizadas 4 modificacBGes estruturais,
acetato de B-sitosterol, Succinato de B-sitosterol, Ftalato de p-sitosterol e (S/R) 4-hidroxi-4-p-

tolilbutanoato de B-sitosterol.

5.1. Rendimentos dos extratos e fracoes

Apos a coleta, secagem e moagem das cascas da raiz da Maytenus ilicifolia, obteve-se
o total de 1,8 kg. Os rendimentos de cada fracdo em relacdo a casca moida e ao extrato bruto,
sdo apresentados na tabela 2:

Tabela 2: Rendimento das fracdes em relagdo a casca e ao extrato bruto.

Fracdes Quantidade Em relagdo a Em relacdo ao
obtida (g) casca (%0) extrato bruto (%)
FH coluna 0,2 0,01 0,03
FH funil 2,2 0,12 0,37
FD coluna 4,6 0,25 0,78
FD funil 6,4 0,35 1,08
FA coluna 31,4 1,74 5,34
FA funil 7,1 0,39 1,20
FM coluna 130,0 7,21 22,10
FB funil 40,0 2,22 6,80

F.H.- Fracdo Hexanica, F.D.- Fragdo Diclorometano, F.A.- Fracdo Acetato, F.M.-Fracdo Metandlica,
F.B.- Fracdo Butanolica.
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5.1 Metabolitos isolados da Fracdo Hexéanica

A fracdo Hexanica (2,2 g) foi cromatografada em coluna, utilizando-se silica gel 60A
(70-230 mesh) como fase estacionaria, com propor¢do 1 g de amostra:50 g de silica, e
hexano/acetona como sistema eluente com gradiente de polaridade. Foram coletadas 80
fracOes de 100 mL e rotaevaporadas conforme a Tabela 3:

Tabela 3: Separacdo em coluna cromatografica (CC) da fracdo Hexanica.

Subfracoes Fracoes %Solventes Substéncias Peso
I 1-20 Hexano Mistura 100 mg
I 21-35 Hexano/Acetona 10% Mistura 55 mg
Il 36-48 Hexano/Acetona 25% MO1 + mistura 60 mg
v 49- 58 Hexano/Acetona 50% Mistura 30 mg
\ 59-80 Acetona Mistura 100 mg

Em seguida as fragcdes similares foram reunidas apds serem comparadas por CCD. Nas
fracdes 36-48 houve a formacgédo de um precipitado branco, foi lavado com acetona, retirando
0 sobrenadante até limpeza total. Quando testado na CCD apresentou-se puro, entdo foi
submetido a amostra de RMN *H e 3C a qual levou a identificacdo do composto como sendo
o B-Sitosterol (M01).

O restante das fracGes ndo foi trabalhado, pois havia bastante 0leo e dificuldade na
purificacdo, entdo optou por trabalhar com as fracdes de diclorometano com intuito de isolar

alcaloides devido a pouca bibliografia desses metabolitos.

5.2.  Metabolitos isolados da Fracdo Diclometano

A fracdo diclorometano obtida no funil de extracdo (4,6 g) foi cromatografada em
coluna, utilizando-se silica gel 60A (70-230 mesh) como fase estacionaria, com proporcao 19
de amostra:30 g de silica, e como sistema eluente foi utilizado gradiente de polaridade dos
solventes: hexano/diclorometano/acetona. Foi coletadas fragdes de 50 mL e rotaevaporadas,

conforme tabela 4:



Tabela 4: Separacdo em coluna cromatografica (CC) da fragdo diclorometano funil.

Subfracbes  FragOes % Solventes Substancias Peso
I 1a10 Hexano/dicloro 50% Mistura 250 mg
I 11a46 Diclorometano Mistura 1,29
Il 47a75 Dicloro/acetona 10% Mistura 350 mg
v 76 a 98 Dicloro/acetona 25% Mistura 178 mg
\ 99a152 Dicloro/acetona 50% Mistura+alcaloide 850 mg
VI 153 a 200 Acetona Mistura 523 mg
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Em seguida as fracbes foram agrupadas de acordo com suas similaridades, apds a

comparagdo em CCD.

Na Subfragdo V, pode-se perceber a ocorréncia de alcaloides conforme o teste com

reagente de dragendorff na CCD. Devido a pouca bibliografia com relacdo a esses

metabolitos, decidiu-se trabalhar com esta fracdo, submetendo a uma nova CC, utilizando

hexano/acetona num gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas fracdes de 15 mL

cada, em seguidas analisadas por CCD e as similares reunidas. De acordo com Tabela 5.

Tabela 5: Separacdo em CC da subfracdo V.

Fracdes %solventes Substancia Peso
1a20 Hexano/Acetona 5% Mistura 100 mg
21a30 Hexano/Acetona 15% Mistura 125 mg
3lad4b Hexano/Acetona 25% Mistura + M01 57 mg
46 a 50 Hexano/Acetona 30% Mistura 240 mg
51 a 60 Hexano/Acetona 50% Mistura 98 mg
61 a 80 Acetona Mistura 180 mg

Nas fracdes 31 a 45 através da revelacdo de CCD com reativo de Dragendorff, pode-se

observar um metabdlito em maior quantidade, entdo foi realizado cromatografia de camada

delgada preparativa (CCDP) para purificagédo de um alcaloide. O sistema de solvente utilizado

para eluicdo da placa foi Hexano/Acetona 25%. Apés confirmou-se a pureza através de CCD
e CLAE para posteriormente ser submetida analise de RMN de 'H e '*C. Através de

comparacdo com dados da literatura confirmou-se ser a substdncia Cangorinina E-1

(SHIROTA, 1994b).
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A fracdo diclorometano da coluna (4,6 g) também foi cromatografada em coluna,
utilizando-se silica gel como fase estacionaria, com proporcéo 1g de amostra:30g de silica, e
como sistema eluente foi utilizado gradiente de polaridade dos solventes: hexano/acetona. Foi
coletadas fracbes de 30 mL e rotaevaporadas. Conforme tabela 6. Em seguida foram
agrupadas de acordo com suas similaridades, ap6s a comparacdo em CCD.

Tabela 6: Separacdo em coluna cromatografica da fracdo Diclorometano coluna.

Subfracdo Fracoes % Solventes Substéncia Peso
I 1a40 Hexano/acetona 1% Misturas 109
I 41a72 Hexano/acetona 5% MO1+ mistura 159
Il 73 a 105 Hexano/acetona 10% Mistura 850 mg
v 106 a150  Hexano/acetona 25%  MO03 + Mistura 300
\ 151a200  Hexano/acetona 50% Mistura 725 mg
VI 201 a 250 Acetona Mistura 520 mg
VII 251 a 280 Metanol Mistura 340 mg

Na subfracdo Il, houve a formacdo de um sélido branco cristalino, o qual foi
submetido a uma lavagem com o solvente hexano para a limpeza, quando testado na placa
CCD, apresentou-se puro. Entéo foi enviado para anélises de RMN de *H e **C, confirmando
ser o composto ja isolado na fragdo hexanica p-sitosterol (M01).

Da subfracdo 1V, observou-se por placa CDD e revelador dragendorff, a presenca de
alcaloide, entdo foi submetido a outra CC, com cloroférmio/acetona com gradiente de
polaridade. Foi coletado fracdes de 20 mL, conforme tabela 7.

Tabela 7: Separacdo em CC da subfracédo IV.

Fracoes % Solvente Substancia Peso
1a20 Cloroformio/acetona 1% Mistura 200 mg
21a30 Cloroformio/acetona 3% MO03 + mistura 120 mg
3lad6 Cloroformio/acetona 5% Mistura 350 mg
47 a 60 Cloroférmio/acetona 10% Mistura 150 mg
6la75 Cloroférmio/acetona 25% Mistura 130 mg
76 a 125 Cloroférmio/acetona 50% Mistura 100 mg

Nas fracOes 21 a 30 pode-se perceber a presenca de alcaloide, para purificagcdo deste
metabolito foi realizado uma CCDP, o eluente utilizado foi hexano/acetona 25%. Apds foi

realizados analise de RMN de uni e bidimensionais para identificagdo do metabolito MO3.
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Através de comparacdo com dados da literatura confirmou-se ser a substancia Aquafoliunina
E-1 (CORSINO, 1998).

5.3. Metabolitos isolados da Fracdo Acetato de Etila

As fragdes Acetato de etila foram analisadas em CLAE e ao constatar que apresentavam
perfis cromatogréficos parecidos foram misturadas as fraces no intuito de separar
metabolitos em maior quantidade.

Como havia quantidade de extrato significativa, foi realizada uma coluna cromatografica
modo de filtragdo, a qual foi feita uma pastilha das fracfes acetato de etila com silica gel,
através de um funil de placa porosa, em vidro sinterizado, com auxilio de succdo, a pastilha
ficou sob uma pequena quantidade de silica (100 g) e o sistema eluente utilizou-se até a
exaustéo.

Para esta filtracdo, foram utilizados solventes em ordem crescente de polaridade e em
diferentes proporc¢des, do hexano ao metanol, foram coletadas fracdes de 200 mL. As fracGes
que apresentaram similaridade através da analise em CCD foram reunidas, de acordo com a
Tabela 8.

Tabela 8: Separacdo em coluna de filtracdo da fracdo Acetato de etila.

Subfracdo  FracOes % Solvente Substancia Peso
I la25 Hexano/Acetato 50% Mistura 500 mg
I 26 a 47 Acetato Mistura 159
Il 48 a 53 Acetato/Metanol 1% Mistura + M04 450 mg
v 54a75 Acetato/Metanol 10% Mistura 25¢
\ 76 a 87 Acetato/Metanol 25% Mistura 3,7¢
VI 88a110 Acetato/Metanol 30% Mistura 35¢
VIl 111-125 Acetato/Metano 40% Mistura 3,7¢
VIl 126-150 Acetato/Metanol 50% Mistura 6,8 ¢
IX 151-230 Metanol Mistura 1059
A fracdo Ill, ao ser concentrada formou um precipitado branco, insollvel, este

precipitado foi lavado vérias vezes com acetona, ao retirar o sobrenadante, obteve o
precipitado puro, conforme acompanhamento por CCD. Pela dificuldade em solubilizar a

amostra acreditou-se tratar de um composto glicolisado.
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Depois de realizado as analise de RMN unidimensionais do composto MO04 e
comparagdo com dados da literatura confirmou-se ser o metabdlito B-sitosterol glicolisado
(KHATUN, 2012).

5.4.  Estudo fitoquimico do metabolito isolado da fragdo Hexanica

5.4.1 B-sitosterol (MO01)

O esteroide isolado na forma de um solido cristalino branco foi identificado como -
sitosterol (Figura 4), através de técnicas de RMN de *H E **C, além de comparacdo com
substéancia padréo e dados da literatura (Y1, 2014).

Figura 4: Estrutura numerada do B-sitosterol (M01)

Através da analise de RMN de 'H (Figura 4), pode-se observar presenca um dupleto
em 6 5,34 ppm (1H, d, J= 5,2 Hz) caracteristico de dupla ligacdo, sendo atribuido ao H-6. O
multipleto com deslocamento 3,50 ppm € atribuido ao H-3 devido ao efeito do substituinte
OH do C-3. As metila sdo facilmente identificadas nos simpletos & 0,68 ppm (3H, s), 0,82
ppm (3H, s), 0,83 (3H, s), 0,85(3H, s), 0,93 (3H, s) e 1,01 (3H, s) atribuidos a H-18, H-26, H-
27, H-29, H-21, H-19 respectivamente.
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Figura 5: Espectro de RMN de *H do B-sitosterol, em CDCl; 400MHz.
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O espectro de RMN de **C para o B-sitosterol (Figura 5), mostrou dois sinais bem
caracteristicos de carbonos com insatura¢do, um hidrogenado outro ndo, na regido 6 140,8 e
121,7 ppm referentes aos C-5 e C-6 respectivamente. O carbono oxigenado apresenta
deslocamento quimico 71,8 ppm atribuido ao C-3. Os carbonos metilicos, C-18, C-29, C-21,
C-27, C-19 e C-26 séo atribuidos aos sinais com deslocamentos de 11,8 ppm, 11,9 ppm, 18,8

ppm, 19,0 ppm, 19,3 ppm e 19,7 ppm, respectivamente. Os demais carbonos sdo identificados
no espectro.



Figura 6: Espectro de RMN de **C do p-sitosterol em CDCls, 100,13MHz.

140823

121.704
71542
56,837
56,157
50732
45 044
47372
30,846
736
6 556
36,160
34036
H.975
3963
31734
20,736
25 244
26,255
24326
23140

N

s

14 18,20

a7 e sgq 182031
| [ 23005 g |

20,10.17 ! 115

4 | 25 | 2811
1 1l
1 1 1
12 |y llﬁ
i

ppm i1}

29

Todos os deslocamentos quimicos de *H e **C foram comparados com a literatura para

comprovacgdo do composto. (Y1, 2014).

O metabolito B-sitosterol € um fitoesterol ativo em muitas plantas medicinais e

comestiveis, podendo ser isolado de varias partes da planta, principalmente aéreas. Quanto ao

seu potencial farmacologico, existem na literatura comprovacdes quanto aos efeitos

antioxidante, cardioprotetor e com potencial inibitério do desenvolvimento de células

cancerigenas, além dos variados potenciais de seus derivados (VIVANCOS, 2005).

O composto B-sitosterol foi identificado nas espécies Maytenus ilicifolia e Maytenus

aquifolium, apenas por analise cromatografica, através do acoplamento entre cromatografia

gasosa de alta resolucdo e espectrometria de massas (HRGC-MS), por serem constituintes

quimicos minoritarios nas plantas analisadas ndo foram isolados (CORDEIRO, 1999).
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5.5.  Estudo dos metabolitos isolados na Fracgdo Diclorometano

5.5.1 Cangorinina E-1 (M02)

O Alcaloide M02 foi isolado na forma de um sélido branco amorfo, da fragdo
diclorometano do extrato bruto das cascas da raiz da Maytenus ilicifolia. Foi identificado
como Cangorinina E-1 (Figura 7), através de técnicas de RMN uni e bidimensionais
comparando-0s com dados da literatura (SHIROTA, 1994a).

Figura 7: Estrutura numerada do alcaloide Cangorinina E-1
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De acordo com a literatura nos alcaloides dessa familia € comum a presenca do nucleo
sesquiterpeno piridinico, por isso que a identificacdo dos alcaloides obtidos foi baseado por
estas referéncias. Como no grupo ndo ha padrées e frequéncia desses alcaloides foi realizada
uma andlise minuciosa para a identificacdo, como referéncia inicial foi identificado dois CH,
no espectro bidimensional HSQC os quais os H sdo diastereotdpicos, como é observado na

figura 8 abaixo:
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Figura 8: Espectro bidimensional HSQC do alcaloide M02.
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Propde-se que um seja CH,-11 e outro CH,-15, observa-se que ha um H em campo
baixo, 6 5,97 ppm, isso pode ser atribuido devido ao efeito de desblindagem do éster ligado a
piridina, entdo por isso determinou-se como H-15b e seu par, como pode ser visto no
espectro, H15a, 63,76 ppm. Com isso identificou também os H-11a e H-11b.

Partindo dessas observacdes e complementando com os dados do espectro de HMBC

pode-se determinar as carbonos vizinhos, como demonstrado na figura 9:
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Figura 9: Espectro HMBC do alcaloide M02.
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A partir do H-15b identificou-se a metila C-14, um carbono quaternario C-13 e a
carbonila referente ao éster (C-12°). Assim por consequéncia ja € possivel verificar um os
acoplamentos do carbono C-13, 0 H-5em 6 7,04 ppm, e 0 CH3 do C-14.

Com o H-5 identificado observa-se o acoplamento com o carbono quaternario C-10,
C-6 e a carbonila OBz.

O H-3 também foi identificado através do acoplamento com o C-10, por estar ligado
ao heterodtomo seu deslocamento é & 4,80 ppm, jA o H-6 por ndo estar ligado a nenhum
heterodtomo, somente a carbonos, seu deslocamento fica em campo alto, 6 2,38 ppm, e a
metila C-12 também foi identificada.

Para confirmacdo final do ciclo sesquiterpeno utiliza-se o espectro de COSY, para

confirmacdo dos H vizinhos aos H-3 e H-6, conforme figura 10:
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3

Figura 10: Expanséo espectro COSY, para identificacdo acoplamentos dos H-3 e H-6.
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Através do espectro de COSY é possivel confirmar 4 sistemas de spins, o acoplamento
entre H-1 com H-2 e este com H-3, assim como H-6 com H-7 e este com H-8, além destes ha
acoplamentos entre H-15a com H-15b e H-11a com H-11b.

Apos a confirmagdo do nacleo esperado e identificacdo dos principais hidrogénios,
conforme expansio do espectro de *H (figura 11), foi necessario correlacionar os substituintes

e o complemento do macrociclo.
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Figura 11: Expansio do espetro de RMN de 'H, em CDCl;, a 400 MHZ.
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Pela literatura e os espectro observou-se a presenca de carbonilas acreditando ser 0s
substituintes ésteres acetil (OAc) Para foi necessaria a expansao do espectro HMBC, para

confirmacéo da posicédo de cada substituinte, conforme figura 12:
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Figura 12: Expansao do espectro HMBC, énfase nas carbonilas do alcaloide M02.
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Com isso podemos observar que os carbonos C-1, 2, 7, 8 e 11 possuem 0 mesmo
substituinte, um ester acetil, pode-se dizer que essas carbonilas sofrem efeito mesomérico das
metilas a quais estdo ligadas, por isso estdo mais blindadas.

Nota-se também duas carbonilas caracteristicas de ésteres (C-11° e C-12°)
pertencentes ao macrociclo deste alcaloide, uma sofre efeito de desblindagem por estar ligada
ao anel piridinico (C-11), outra esta blindada por estar entre carbonos (C-12°).

Outro sinal identificado é C-2’, que ¢ caracteristico de ligagdo C-N, que pelo efeito
indutivo do nitrogénio desblinda o carbono, levando seu deslocamento para 165,4 ppm.

A figura 13 mostra a expansdo HMBC correlacionando as carbonilas ja identificadas
com suas metilas.
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Figura 13: Expansao do espectro HMBC, com énfase na regido OAc do alcaloide MO2.
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Com isso foi possivel a identificagcdo no nucleo principal e dos grupos substituintes
desse alcaloide, a carbonila 5-C=0 por ter o substituinte carboxibenzeno é a carbonila mais
blindada no espectro.

As Figura 14 e 15 apresentam o espectro de *H com expansdo na area das metilas e
dos OAc e a expansdo do anel aromatico e piridinico respectivamente, com a identificacao de
cada pico.

Ja nas figuras 16 e 17 os espectro de **C, com expansdo nos CHs e CH,, identificando
ciclos do alcaloide e expansdo na area do anel aromatico, piridinico e das carbonilas todos

com suas respectivas identificacdes.
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Figura 14: Espectro de RMN de *H expandido nas metilas, em CDCl; 400MHz, do alcaloide
MO2.
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Figura 15: Espectro de RMN de 'H expandido nos aroméaticos, em CDCl; 400MHz do
alcaloide M02.
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Figura 16: Espectro de RMN de **C expandido, em CDCls, 100MHz, do alcaloide M02.
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Figura 17: Espectro de RMN de **C expandido, em CDCl3;, 100MHz, do alcaloide M02.
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Contudo pode-se comprovar que realmente se trata do alcaloide Cangorinina E-1,

isolado por Shirota em 1994% o qual é comparado os dados de RMN *H e *3C na tabela

abaixo:

Tabela 9: Dados de RMN de *H e *C de M02 (CDCls, *H a 400 MHz, *C A 100 MHz).

Posicdo SH (ppm) SH* (ppm) Posicdo | &c (ppm) | &c* (ppm)
1-H 5,88 (d, 4,0) 5,59 (d, 3,8) 1 73.4 73,3
2-H 5,35 (dd, 2,8, 4,4) | 5,27 (dd, 2,6, 3,8) 2 68,8 68,7
3-H 4,80 (d, 2,4) 483 (d, 2,5) 3 75,6 75,8

4-OH 4,43 474 4 70,5 70,6
5-H 7,04 (s) 7.17 (5) 5 73,8 74,8
6-H 2,38 (d, 4,0) 2,51 (d, 3,9) 6 50,4 50,4
7-H 5,52 (dd, 4,0, 5,8) | 5,54 (dd, 3,9, 5,8) 7 69,1 69,1
8-H 5,41 (d, 6,0) 5,39 (d, 5,8) 8 713 70,8

11-H, 4,66 (d, 13,6) 4,56 (d, 13,5) 9 52,5 52,3

11-Hp 5,34 (d, 13,6) 5,17 (d, 13,5) 10 94,0 93,7

12-CHs 1,58 (s) 1,55 (s) 11 60,0 60,0

14- CHs 1,72 (s) 1,68 (s) 12 22.8 22,8

15- H, 3,76 (d, 11,6) 3,61 (d, 11,5) 13 84,3 84,1
15-Hp 5,97 (d, 11,6) 6,01 (d, 11,5) 14 183 18,4
4-H 8,08 (dd, 1,6, 7,6) | 8,04 (dd, 1.5, 7,7) | 15 69,9 69,9
5"-H 7,27 (dd, 4,8, 8,0) | 7,25 (dd, 4,8, 7,7) 2’ 165,3 165,2
6-H 8,70 (dd, 2,0, 4,8) | 8,69 (dd, 1,5, 4.8) 3’ 125,0 125.1
7’-H 4,67 () 4,70 (q, 6,8) 4’ 137,7 137,6

8"-H 2,64 (q, 6,8) 258 (q, 7,1) 5 121,0 121,0

9’- CHs 1,40 (d,7,2) 1,43 (d, 6,8) 6 1515 151,4

107~ CHs 1,22 (d, 7,2) 1,19 (d, 7,1) 7 36,3 36,3

1-OAcC 1,72 (s) 1,84 (s) g 44,9 45,0

2-OAcC 2,12 () 2,15 (5) 9’ 11,9 118

7-OAc 2,21 () 2,22 (5) 10° 9,7 9,5

8-OAC 2,16 (3) 2,00 (3) Tk 1740 173,9

11-0OAcC 2,34 (3) 2,33 (5) 12’ 168,2 1685
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1-0C=0 168,8 169,0
CHs 19,8 20,4
2-0C=0 169,8 168,5
CHs 21,3 21,0
5-0C=0 164,5 165,7
5-Obz - - )
Ipso 129,4 129,5
OBz(0) 7,81 (d, 8,4) 8,31 (d, 7,6)
orto 129,1 130,5
OBz (m) 7,39 (M) 7,49 (m)
OB2(p) 7,53 (m) 7,58 (m) meta 128,4 128,8
z ;03 (M ;00 (M
P para 133,4 133,5
7-0C=0 169,9 170,1
CHs 20,8 21,0
8-0C=0 168,5 168,9
CHs 21,6 20,4
11-0C=0 170,3 170,1
CHs 20,9 21,4

* 8 € 0c (CDCl3; a 400MHz), conforme Shirota.

Cabe ressaltar que até o momento ndo foi possivel a determinacdo da esteroquimica

absoluta deste alcaloide, pois ndo ocorreu a cristalizacdo, na literatura ndo ha relatos de sua

analise por raio-X, apenas foi determinado a configuracao relativa pelo experimento NOESY.

Quanto ao efeito farmacoldgico destes alcaloides sesquiterpeno pidiridinicos ainda ha

pouco estudo, porém referente ao alcaloide Cangorinina E-1 ja observou-se efeitos inibitorios

significativos sobre a producdo de citocinas (DUAN, 2001).

5.5.2 Agquafoliunina E-1 (M03)

O Alcaloide M03 foi isolado na forma de um solido branco amorfo, da fracéo

diclorometano do extrato bruto das cascas da raiz da Maytenus ilicifolia coletado em Santana

do Livramento. Foi identificado como Aquafoliunina E-1 (Figura 18) através de técnicas de

RMN uni e bidimensionais comparando-os com dados da literatura (CORSINO, 1998).
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Figura 18: Estrutura numerada do alcaloide Aquafoliunina E-1
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Para este alcaloide também foi necessario uma analise minuciosa dos espectros
bidimensionais por apresentarem grupamentos e nicleos muito parecidos. Uma das principais

diferencas é a blindagem de um dos H-11, como evidenciado na figura 19.

Figura 19: Espectro bidimensional de HSQC do alcaloide MO3.
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Com isso foi possivel concluir que algum dos substituintes vizinhos ao C-11 ndo seria
0 grupamento éster acetil (OAc) como no alcaloide Cangorinina E-1. Como esse alcaloide
também tem a presenca dos sinais caracteristicos do carboxibenzeno (OBz), considerou-se a
possibilidade de ser esse o substituinte que alteraria o deslocamento quimico desta regido.

Apb6s a comprovacdo de todos os sinais do nucleo principal também ser um
sesquiterpernos piridinico, como o alcaloide (M02), observou-se que o C-7 e H-7 tiveram
seus deslocamentos quimicos alterados, entdo observou-se na expansdo do espectro de HMBC
(Figura 20) que a carbonila referente ao carbono ligado ao anel aromético acoplaria com H-7,
assim confirmando o substituinte do C-7.

Figura 20: Espectro bidimensional HMBC expandido do alcaloide M03.
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Na figura observa-se claramente o acoplamento do C-2’ com H-6’, H-4’ ¢ H-7’ todos
vmizinhos ao anel piridinico e acoplamento da carbonila ligada ao anel aromatico acoplando
como H-7.

Os hidrogénios do nucleo principal foram todos confirmados pelos espectros uni e
bidimensionais, principalmente pelo espectro de COSY (Anexo 1), assim como no alcaloide
MO2.

Na figura 21 traz a expansdo do espectro HMBC na regido das metilas e OAc para

confirmagdo dos substituintes e a ligagdo com as carbonilas do alcaloide.
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Figura 21: Espectro bidimensional HMBC expandido na regido das metilas do
alcaloide MO03.
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Com isso foi possivel a identificagdo no nucleo principal e 0s grupamentos
substituintes desse alcaloide, bem como a comprovacao de que o substituinte OBz esta no C-7
e ndo no C-5 como no composto MO02.

As figura 22 e 23 apresentam a expansdo do espectro de *H na area das metilas e OAc,
e também a expansdo no anel aromatico e piridinico respectivamente, com todos H
identificados e numerados.

Por Gltimo as figuras 24 e 25 mostram a expansdo dos espectros de *C com a
identificacdo dos CH, e CH3 que compB8em os ciclos da estrutura e a expansdo na area do anel

aromatico, piridinico e das carbonilas.
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Figura 22: Espectro de RMN de *H expandido na regi&o das metilas do alcaloide M03.
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Figura 24: Espectro de RMN do **C do alcaloide M03 em CDCl; 100MHz.

Figura 25: Espectro de RMN do *C expandido do alcaloide M03 em CDCl3, 100MHz.
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Contudo pode-se comprovar que realmente se trata do alcaloide Aquafoliunina E-1,

isolado por Corsino em 1998, o qual é comparado os dados de RMN *H e *3C na tabela

abaixo:

Tabela 10: Dados de RMN de *H e **C de M03. (CDCls, *H a 400 MHz, *C A 100 MHz).

Posicdo SH (ppm) SH* (ppm) Posi¢do | §c (ppm) | Sc* (ppm)
1-H 5,66 (d, J=3,5) 5,63 (d, J= 3,5) 1 72,4 72,4
2-H 527 (L, J=28) | 525 (dd, J=3,5, 2,5) 2 68,6 68,5
3-H 4,74 (d, J=2,5) 4,73 (d, J=2,5) 3 75,2 75,2

4-OH 4,48 4,53 4 70,6 70,6
5-H 6,73 (3) 6,73 (3) 5 74,7 74,6
7-H 5,69 (dd, J= 3,3, 9,8) | 5,67 (dd, J= 3,6, 9,9) 6 49,4 49,3
8-H 5,89 (d,J= 9,8) 5,89 (d, J=9,9) 7 745 745

11-Ha 4,63 (d,J= 13,2) 4,62 (d,J= 13,6) 8 73,8 73,7

11-Hp 4,85 (d,J= 13,2) 4,82 (d,J= 13,6) 9 51,4 51,3

12-CHs 1,60 (s) 1,54 (d, 3= 1,2) 10 94,4 94,5
14- CHs 1,82 (s) 1,81 (s) 11 60,7 60,7
15- Ha 3,64 (d, J= 11,4) 3,63 (d,J= 11,6) 12 23,7 23,8
15-Hp 5,94 (d, J= 11,4) 5,96 (d,J= 11,6) 13 85,6 85,7
4’-H 8,02 (dd, J=7,81,7 | 8,03 (dd, J= 8,0, 1,6) 14 19,5 19,6
5’-H 7,23 (dd, J=7,7,4,8 | 7,23 (dd, J=8,0,4,8 15 69,8 69,8
6"-H 8,68 (dd, J=4,7, 1,6) | 8,68 (dd, =46, 1.6) | 2’ 165,4 165,6
7-H 4,66 (m) 4,65 (q, J=7.,2) 3 125,0 125,0
8"-H 258 (q) 258 (q, J=7,2) & 1376 137,7

9’- CHs 1,39 (d, J=7,0) 1,39 (d, J=7,0) 5 120,9 121,0

10°- CH3 1,22 (d, 3= 7.1) 1,20 (d, J=7,0) % 151,4 1515

1-OAc 1,82 (s) 1,82 () 7 36,5 36,4

2-OAc 2.15 (3) 2,14 (3) 8 44,8 44,9

5- OAC 1,89 (s) 1,88 () 9’ 12,0 12,0

8-OAC 2,22 () 2,20 (s) 10° 9,7 9,8

11-0OAcC 2,34(3) 2.33 (5) Tk 1738 1740

12’ 168,3 168,4
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1-0C=0 | 169,0 169,1
CHs 20,4 20,5
7-0C=0
orto 793(d,J=7,24) |7,92(dd,J=1,2,7,8)| 2-OC=0 | 168,5 168,6
meta 7,43 (t, J=7,2) 7,43 (t, J=7,4) CHs 21,1 21,0
para 7,56 (t, J=7,6) 7,57 (t, J=7,3)
7-0C=0 | 165,3 164,5
ipso 130,6 129,7
orto 129,6 129,7
meta 128,7 128,8
para 133,6 133,7
5-0C=0 | 169,7 169,8
CHs 20,6 20,7
8-0C=0 169,6 169,7
CHs 21,4 21,5
11-0C=0| 169,9 170,0
CHs 20,9 21,2

* dn € 0c (CDCl3 a 400MHz), conforme Corsino.

Este alcaloide apresentou potente atividade in vitro contra protozoéarios Leishmania

chagasi e Trypanosoma cruzi, com valores de 1Cso de 1,4 e 41,9 UM, respectivamente, bem

como baixa citotoxicidade contra macrofagos peritoneais murinos (IC50 de 1,8 mM)
(SANTOS, 2012)

Contudo, apesar destes alcaloides ja terem sido isolados ha anos por outros grupos de

pesquisas, ainda ndo obteve-se sua estereoquimica absoluta, apenas a estereoquimica relativa

através de técnica de RMN bidimensionais, com este propdsito foi testado reacdes de

modificacdo estrutural com anidrido acético no intuito de ocorrer acetilagdo no grupamento

OH, e a formacdo do sal com CHzsl, no nitrogénio, na tentativa de obter o cristal destes

alcaloides, porém ndo se obteve os resultados esperados.
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5.6. Metabolito isolado Fragdo Acetato de etila

5.6.1 p-sitosterol Glicosilado (M04)

O fitoesterol isolado na forma de um sélido branco, foi isolado a partir filtracdo em
forma de coluna da fracdo Acetato de etila, foi identificado como [-sitosterol-glicosilado
(Figura 26), através de técnicas de RMN de H e **C e comparacio com dados da literatura
(KHATUN, 2012). Devido a dificuldade de solubilizar este composto foi utilizado piridina

deuterada como solvente.

Figura 26: Estrutura do B-sitosterol Glicolisado numerada (M04).
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Nas Figuras 27 e 28 observa-se 0 espectro de RMN *H e RMN **C do p-sitosterol
glicosilado respectivamente. Em relagdo aos espectros do B-sitosterol verifica-se aumento no
namero de hidrogénios na regido de 3,5 ppm a 5,0 ppm referente aos H- 1°,2°,3”,4’, e 5’ ¢
6’. Ja para 0s carbonos ocorre um aumento no numero de sinais na regido entre 64,1 e 79,6
ppm relativos aos carbonos da porcdo glicose, 0s quais possuem proximidade com
grupamentos hidroxilas e por isso sdo observados nessa regido do espectro. Outro sinal que
pode ser atribuido é o sinal a 103,8 ppm referente ao carbono C-1°, o qual esta conectado a

dois oxigénios por isso seu deslocamento em campo baixo.
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H do MO04, em CsDsN, a 400 MHz.
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Figura 28: Espectro de RMN de **C do M04, em CsDsN, A 100MHz.
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Esta variagdo do composto p-sitosterol € frequentemente observada, pode ser
encontrado na forma de derivados mais complexos, como ésteres de &cidos graxos,
aromaticos ou glicosilados (PRIDHAM, 1967) isso confere ao B-sitosterol diversas outras
atividades biolégicas como: agente alelopético, feromdnio de agregacgdo, tem acdo antiviral,
anti-inflamatoria, antibacteriano, atividade frente ao virus da hepatite (ensaios in vitro) e
ainda apresentando atividade citotoxica seletiva contra alguns tipos de células cancerigenas,
além de atuarem na diminuicdo do colesterol total do plasma sangiiineo e no combate a
arteriosclerose (enrijecimento das artérias) (ESPINDOLA, 2006; DROZDOVA, 2007).

Nozaki e colaboradores isolaram este esteroide glicosidado em 1986, na familia
celastraceae, na espécie Maytenus diversifolia, porém ainda nao ha registro na literatura de ter
sido isolado na espécie Maytenus ilicifolia (NOZAKI, 1986).

5.7. Reag0es de Derivatizagéo

Os esterdides constituem uma classe de compostos naturais com ampla distribuicéo na
natureza, que apresentam em sua estrutura quimica um nucleo ciclopentanoperidrofenantreno.
A diversidade das atividades biologicas desses metabdlitos compreende o desenvolvimento e
0 controle do sistema reprodutor humano, como também inducdo da reproducdo sexual
em fungos aquaéticos, além de funcionarem como cardiotdnicos, precursores da vitamina
D, anticoncepcionais orais, agentes anti-inflamatérios e agentes anabolizantes. Por possuirem
esta diversidade os esteroides sdo bastante estudados, com intuito de melhorar sua eficicia na
farmacologia sdo realizadas modificacbes em suas estruturas com intuito de otimizar os
resultados ja obtidos (FILHO, 2011).

Devido a quantidade consideravel isolada do esteroide B-sitosterol foram realizadas
reacOes de modificacdo estrutural, com intuito de realizar estudo de estrutura-atividade

microbiolédgica dos derivados obtidos.

5.7.1 Acetato f-sitosterol

Essa reacdo utilizou-se 20 mg do material de partida, anidrido acético em excesso, 2-3
gotas da base trietilamina e cloroformio como solvente. Foi realizada sob agitacdo constante,

24 horas em temperatura ambiente, 25 °C, conforme Esquema 2. A reagédo foi monitorada por
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CCD e ap06s o periodo descrito, o produto M01-1 foi purificado em CC, com solvente

hexano/acetona 1%. Observou-se rendimento de 50% (11 mg).

Esquema 2: Reacéo de Esterificagdo do B-sitosterol com anidrido acético.

4 N

HO

(e} (e}
)J\ EtN
o CHCl;

24h /& + O” CH3CH,NH;"

Figura 29: Estrutura numerada do acetato de p-sitosterol (M01-1).

A estrutura do derivado M01-1 (Figura 29) foi determinada através de espectroscopia
de RMN de 'H e *C em CDCls, no qual foi possivel identificar a formag&o do composto
através do sinal na forma de um simpleto em 2,02 ppm referente a metila do grupo acetil,
também pode-se observar que o H-3 teve efeito de blindagem, devido a presenca da carbonila,
alterando seu deslocamento para 4,60 ppm enquanto no material de partida era 3,50 ppm. No
espectro de '*C acrescentou os sinal 170,5 ppm e 21,4 ppm, referente ao C-30 e C-31
respectivamente, bem caracteristicos da carbonila e metila. Conforme figuras 30 e 31, com

énfase na diferenciacdo do composto obtido com material de partida:
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Figura 30: Espectro de RMN de *H do M01-1, em CDs;0D, a 400MHz.
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Figura 31: Espectro de RMN de **C do M01-1, em CD3;OD, a 100MHz.
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Apo6s purificagdo em CC, com solvente hexano, obteve-se um cristal incolor bem
definido, o que permitiu sua identificacdo através do método de difracdo de raio-X.

A Figura 32 apresenta a estrutura obtida para este composto, com sua estereoquimica
absoluta definida.

Figura 32: Representacédo obtida por difracdo de raio-X de M01-1.

Este cristal foi obtido em 1940 por Bernal, porém devido a época e aos recursos
utilizados a medicéo cristalografica foi bem limitada, com este cristal foi possivel obter a
estereoquimica absoluta desse composto, com total exatiddo devido ao metal complexante ser
Cobre (Cu), fato que ndo € relatado por Bernal. Comprovou-se que este composto tem a
configuracéo: (S) C-3, (S) C-8, (S) C-9, (R) C-10, (S) C-14, (R) C-21.

5.7.2 Succinato de p-sitosterol

Essa reacdo utilizou-se 30 mg do material de partida, anidrido succinico em excesso,
2-3gotas da base trietilamina e cloroférmio como solvente. Foi realizada sob refluxo e com
agitacdo constante por 48 h. Conforme Esquema 3. A reacdo foi monitorada por CCD e ap0s
0 periodo descrito o produto M01-2 foi purificado em CC, com solvente hexano/acetona 25%.
Observou-se rendimento de 64,72% (24,5 mg).
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Esquema 3: Reacéo de Esterificacdo do p-sitosterol com anidrido succinico.

HO

O
EtN
CHCI
+ 0 °
A 48h o

O

Figura 33: Estrutura numerada de Succinato de p-sitosterol (M01-2).
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A estrutura do derivado M01-2 (figura 33) foi determinada através de espectroscopia
de RMN de *H e *C em CDsOD, no qual foi possivel identificar a formacéo do composto
através dos sinais na forma simpleto e multipleto, 2,39 e 2,60 ppm referentes aos CH,
adicionados, também observa-se o efeito de blindagem sobre o H-3, devido a insercdo da
carbonila, alterando seu deslocamento para 4,60 ppm. No espectro de **C salienta-se o
acrescimo dos sinais em 176,0 e 173,7 ppm referente as carbonilas C-33 e C-30
respectivamente e dois sinais referentes aos CH, relativos aos C-32 e C-31. Conforme figuras

34 e 35, com énfase na diferenciacdo dos espectros em comparagao ao padréo.
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Figura 34: Espectro de RMN de *H do M01-2, em CD30D, 400MHz.
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5.7.3 Ftalato de p-sitosterol (M01-3)

Essa reacdo utilizou-se 20 mg do material de partida, anidrido ftalico em excesso, 2-3
gotas da base trietilamina e cloroférmio como solvente. Foi realizada sob refluxo e com
agitacdo constante por 72 horas. Conforme Esquema 4. A reacdo foi monitorada por CCD e
apos o periodo descrito observou-se a formagdo de um produto acreditando-se ser M01-3, foi
purificado em CC, com solvente hexano/acetona 25%. Observou-se rendimento de 35,22%
(9,5 mg).

Esquema 4: Reacdo de Esterificacdo do B-sitosterol com anidrido ftélico.

-~

HO

: ? o
H Et3N
N . CHCI, 5
A, 72h oH
[¢]
o

Figura 36: Estrutura numerada do Ftalato de B-sitosterol (M01-3).

A estrutura do derivado M01-3 (Figura 36) foi determinada através de espectroscopia
de RMN de 'H e **C em CD;0D, no qual foi possivel identificar a formacdo do composto
através dos sinais referentes ao anel aroméatico C-31-32-33-34-35-36, e das carbonilas C-30 e
C-37, destacadas no na figura 37, espectro de RMN **C.

No espectro de 'H também se confirma pela presenca de 4H referentes ao anel

aromatico, destaca da figura 38.
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Figura 37: Espectro de RMN de **C de M01-3, em CD;0OD, a 100MHz.
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Figura 38: Espectro de RMN de 'H de M01-3, em CD3;0D, a 400MHz
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5.7.4 (S/R) 4-hidroxi-4-p-tolilbutanoato de p-sitosterol (M01-4)

Para esta reacdo foi utilizado um reagente disponivel no laboratério, que foi
sintetizado através de uma acilacdo de Friedel-Crafts entre tolueno e anidrido succinico, com
cloreto de aluminio anidro. Para ocorrer a reagdo de substituicdo na carboxila, foi reduzida a
carbonila cetonica utilizando NaBH, como agente redutor e Metanol como solvente, com
intuito de obter os produtos com estereoquimica R e S, sob agitacdo por 2 h (Esquema 5). A
reacdo de reducgdo foi acompanhada por CCD, constatando a formacdo do produto, extraiu
uma vez com acetato de etila, para eliminacdao de algum resquicio do material de partida, em
seguida acidificou o meio, com acido cloridrico (HCI) 1 mol/L, para pH 5,0 e extraiu 3x com
acetato de etila.

Em seguida, em um baldo de fundo redondo, provido de agitacdo magnética,
adicionou-se 40 mg (0,096 mmol) de B-sitosterol isolado da fracdo hexanica do extrato bruto,
0 produto da acilacdo de Friedel-Crafts reduzido, 20 mg dimetilaminopiridina (DMAP), 50
mg de dicicloexilcarbodiimida (DCCI) e solvente THF seco. A reacdo foi monitorada por
CCD e ap6s um periodo de 48 h, observou-se a formacdo do produto, em seguida foi filtrado
o0 precipitado dicicloexiluréia (DCCU) e evaporado o solvente (THF) em um rotaevaporador,
o0 bruto reacional foi purificado em CCDP de silica gel, visto que o produto era visivel em luz
UV, utilizando como solvente hexano/Acetona 50%. Obteve-se o produto (S/R) 4-hidroxi-4-

p-tolilbutanoato de B-sitosterol (figura 39) (20 mg, 35,22%). Conforme os esquemas 6 e 7:

Esquema 5: Reacdo de reducdo da carbonila com NaBH,,

Na* o
HyB-H  +
\Q\"/\/“\OH HOCH,
0 — >

+
o Na
+

OH
OH HgBOCHg_

Esquema 6: Reacdo de Esterificagdo do B-sitosterol.
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Figura 39: (S/R) 4-hidroxi-4-p-tolilbutanoato de -sitosterol (M01-4)

A estrutura do derivado M01-4 (figura 39) foi determinada através de espectroscopia
de RMN de *H em CDCls, no qual foi possivel identificar a formag&o do composto através
dos sinais referentes ao anel aromatico H-35-39 e H-36-38, com & 7,20 ppm e & 7,21 ppm. O
H-33 por estar ligado um heteroatomo tem deslocamento muito caracteristico 4,05 ppm. E os
4H referentes aos CH, em 2,63 ppm.

No espectro de RMN *3C ¢ possivel identificar o carbono ligado ao OH, com
deslocamento em 81,2 ppm, caracteristico de carbonos com substituintes que desblindem.
Observa-se também os sinais referentes ao anel aromatico com deslocamentos em 136,4 ppm
(C-34), 125,3 ppm (C-35 e C-39), 129,4 ppm (C-36 e C-38) e 138,3 ppm (C-37) e sinal da
carbonila C-30 em 176,7 ppm. Nas figuras 40 e 41 destaca-se 0s picos que comprovam a

formacdo do produto.

Figura 40 : Espectro *H do composto (S) 4-hidroxi-4-p-tolilbutanoato de B-sitosterol.
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Figura 41: Espectro de *C do composto o (S) 4-hidroxi-4-p-tolilbutanoato de B-sitosterol
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Este derivado foi obtido na forma de cristal e foi encaminhado para medida de Raio-X
para obtencdo de sua estereoquimica absoluta e confirmacéo da configuracdo (S/R) , visto que

este derivado ainda ndo ha relatos na literatura de sua sintese.

5.8. Atividade Antimicrobiana

No presente trabalho, foram avaliadas as atividades antibacteriana e antifingica dos
extratos e das amostras obtidas, foram testadas através do método de microdiluicdo em placas,
como descrito na parte experimental, frente a 18 cepas, de micro-organismos oportunitas,
sendo 11 bactérias (5 Gram-positivas e 6 Gram-negativa) e 7 Fungos.

De acordo com Tortora e colaboradores um patdégeno oportunista geralmente é
inofensivo em seu habitat natural, mas pode se tornar patogénico em individuos que se
encontram debilitados ou traumatizados; hospedeiros que estejam em tratamento com
antibioticos de amplo espectro; pacientes com sistema imune suprimido por drogas ou por
disturbios, entre outros. Outra caracteristica que contribui para sua habilidade em causar
doencas é o fato de eles estarem presentes, tanto dentro e fora dos organismos, ou no meio

ambiente, em numeros relativamente altos (TORTORA, 2012).



61

Um exemplo bastante comum de bactéria oportunista é a Echerichia coli, abundante
no intestino delgado e que pode torna-se fatal quando acessa o trato urinario e respiratério, ao
causar graves infec¢fes. Outra bactéria que também tem destaque e com bastante abundancia
na pele e fossas nasais dos seres humanos é a Staphylococcus aureus, que pode causar uma
grande variedade de infeccbes, de espinhas e furinculos a pneumonias e intoxicacfes
alimentares, endocardites, sindrome do choque toxico e septicemia, entre outros (SANTOS,
2007; TORTORA, 2012). As bactérias pertencentes ao género Enterococcus também sdo
encontradas em areas do corpo ricas em nutrientes, porém pobres em oxigénio, como por
exemplo, o trato gastrointestinal, a vagina e a cavidade oral; nos Gltimos anos, tornaram-se a
principal causa de infecgdes hospitalares, pois sdo consideradas responsaveis pela maiorias
das infec¢bes de feridas cirdrgicas, além de apresentarem alta resisténcia a maioria dos
antibioticos disponiveis (TORTORA, 2012).

Destacam-se duas espécies do género Enterobacter, a E. cloacae e E. aerogenes, séo
amplamente distribuidas em humanos e animais, assim como na agua, esgoto e no solo,
também podem causar infeccdes do trato urinario e infecgbes hospitalares (TORTORA,
2012). Membros do género Salmonella sdo potencialmente patogénicos, comumente s&o
encontrados no trato intestinal de muitos animais, especialmente de aves domesticas e gado;
quando em condicGes sanitarias inadequadas, podem contaminar os alimentos e causar
doencas gastrointestinais, como a salmonelose, a forma mais comum de infeccdo de origem
alimentar. A doenca mais grave causada por uma espécie de Salmonella, a S. typhi, é a febre
tifoide.

Espécies do género Shigella sdo responsaveis pela disenteria bacilar ou shigelose,
também conhecida como diarréia dos viajantes, sendo que ha relatos que algumas linhagens
sdo capazes de causar uma disenteria potencialmente fatal, fato que as difere das salmonelas,
elas sdo encontradas no trato intestinal dos seres humanos e tornam-se patogénicas,
anualmente, a mais de 165 milhdes de pessoas pelo mundo (TORTORA, 2012; KOTLHOFF,
1999).

Amplamente distribuidos no solo e em fontes de dgua, espécies de Pseudomonas sao
capazes de crescer em qualquer ambiente Umido e com tracos de matérias organicas, como
filmes de sabdo ou adesivos selantes, sendo resistentes a muitos antibioticos e desinfetantes.
A espécie com maior destaque é a Pseudomonas aeruginosa, considerada um modelo de
patdgeno oportunista, a qual sob certas condi¢cdes pode infectar o trato urinario e feridas e
causar infec¢Bes sanguineas (septicemia), abscessos e meningite; um grupo de risco frente a

P. aeruginosa sdo 0s pacientes com queimaduras, visto que nesses casos o tratamento torna-se
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bastante dificil e os casos fatais chegam a 40-50% (ESTAHBANATI, 2002; TORTORA,
2012). Outro género de bactérias encontrado no meio ambiente é o Bacillus; espécies desse
género sdo comuns no solo e somente algumas séo prejudiciais aos seres humanos, como a B.
cereus, ocasionalmente identificada como a causa de intoxicagdes alimentares, principalmente
em alimentos como o arroz (TORTORA, 2012).

Entre os fungos a Candida albicans é o exemplo mais comum de micro-organismo
oportunista, € encontrada em pequena quantidade nas membranas mucosas do sistema
geniturinario e da boca, porem é um fungo que se desenvolve abundantemente e causa sérias
infeccbes quando ocorre um desequilibrio entre a flora normal e o0s patdgenos
econsequentemente o pH é alterado. Outras espécies do género Candida, como a C. tropicalis,
C. kruzei e C. parapslosis também podem estar envolvidas nesse tipo de infec¢do, conhecida
como candidiase. Fungos do género Cryptococcus sdo amplamente distribuidos em areas
contaminadas por fezes de passaros, especialmente de pombos e causam uma doenga chamada
de criptococose; esta preocupante doenga oportunista é a terceira entre as doengasc que
atacam o sistema nervoso central (SNC) e geralmente ¢é diagnosticada como
meningoencefalite de carater insidioso. Esse fungo é transmitido via inalagcdo de seus esporos
e infecta principalmente individuos com sistema imunologico suprimido, como infectados
pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (TORTORA, 2012; JUNIOR, 2006).
Dentre os milhares micro-organismos oportunistas existentes em nosso meio, foram esses 0s
disponiveis no laboratorio para a realizacédo deste trabalho,

Os resultados obtidos sdo expressos em fungdo da concentracdo inibitdria minima
(CIM) e concentracdo letal minima (CLM). A CIM 50 € definida como a concentracdo
inibitéria minima capaz de inibir em 50% o crescimento dos micro-organismos, a CIM 20
refere-se a capacidade de inibicdo de 20% do crescimento dos micro-organismos e a CLM a
concentracdo minima capaz de matar 0os micro-organismos. Os resultados obtidos nos testes

sdo mostrados nas tabelas 11, 12, 13 e 14 e discutidos a seguir.
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Tabela 11: CIM 50 e CLM frente a cepas de fungos, em pg/ml

Amostras/Microorg*. Cp Ck Ct Ca Cg Cn Sc
E. B. Funil 250/500 62,5/500 250/500 NT 250/>500 250/>500 250/250
E. B. Coluna 250/250 62,5/250 250/500 NT 250/500 125/>500 250/250
F. Dicloro Funil 250/250 62,5/>500 250/>500 NT 250/>500 125/>500 250/>500
F. Dicloro Coluna 250/250 62,5/>500 250/>500 NT 250/>500 250/>500 250/>500
F. Acetato Funil 250/250 62,5/250 250/500 NT 250/>500 125/>500 250/500
F. Acetato Coluna 250/>500 31,2/500 250/500 NT 250/250 250/>500 250/500
F. Butanolica Funil 250/500 31,2/500 250/500 NT 250/250 125/>500 250/500
F. Hexanica Funil 250/>500 31,2/500 250/250 NT 250/250 125/>500 125/250
Cangorinina E-1 100/>200 12,5/200 100/>200 100/200 50/200 100/100 100/>200
Aquafoliunina E-1 100/>200 12,5/200 100/>200 100/200 50/200 100/100 100/>200
B-sitosterol 100/>200 50/200 100/>200 100/>200 100/>200 100/200 100/>200
pB-sitosterol glicosilado 100/>200 50/200 100/>200 100/>200 200/>200 100/>200 100/>200
Acetato de B- sitosterol 100/>200 50/200 100/>200 100/200 100/200 100/200 100/>200
Succinato de B - sitosterol 100/>200 25/200 50/200 100/200 25/200 100/200 100/>200
Ftalato de P -sitosterol 100/>200 50/200 50/200 100/200 50/200 100/200 100/>200
Fluconazol 3,1/50 3,1/100 100/100 3,1/25 100/100 12,2/50 12,2/50

*Ca-Candida albicans, Cp-Candida parapslosis, Ck-Candida krusei;; Ct-Candida tropicalis,; Cg-Cryptococcus gatti; Cn-Cryptococcus neoformans Sc-

Sacharomyces cerivisae



Tabela 12: CIM 20 frente a cepas de fungos, em pg/mL

Amostras/Microorg*. Cp Ck Ct Ca Cg Cn Sc
E. B. Funil 125 15,6 125 NT 125 62,5 125
E. B. Coluna 125 31,2 - NT 125 - 62,5
F. Dicloro Funil 125 7,8 - NT 125 125 62,5
F. Dicloro Coluna - 7,8 - NT - 125 125

F. Acetato Funil 125 15,6 125 NT 125 125 -
F. Acetato Coluna 125 7,8 125 NT 125 125 125
F. Butanolica Funil - 15,6 - NT 125 - 62,5
F. Hexanica Funil 125 7,8 - NT - 62,5 62,5
Cangorinina E-1 50 6,2 50 50 - 50 50
Aquafoliunina E-1 50 6,2 50 25 - 50 50
B-sitosterol - 12,5 50 50 - 25 50
B-sitosterol glicosilado - 12,5 50 - 50 100 50
Acetato de B- sitosterol - 6,2 50 25 - 25 50
Succinato de B — sitosterol - 6,2 - 25 - 50 25
Ftalato de f —sitosterol - 12,5 25 - - 100 50
Fluconazol 15 15 15 15 12,5 3,1 6,2
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*Ca-Candida albicans, Cp-Candida parapslosis, Ck-Candida krusei;; Ct-Candida tropicalis,; Cg-Cryptococcus gatti; Cn-Cryptococcus neoformans Sc-

Sacharomyces cerivisae
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Os resultados observados nas Tabelas 11 e 12, referente a atividade antifingica,
demonstram um maior potencial de inibicdo das amostras frente as cepas de Candida krusei e
Cryptococcus neoforman, tanto para extratos, fracGes de extracdo e metabdlitos secundario.
Para Cryptococcus gatti apenas os produtos obtiveram resultados satisfatorios, porem
observa-se que nenhum apresentou resultados fungicidas, ou seja capacidade letal frente aos
fungos.

Os produtos derivados de B-sitosterol ndo tiveram resultados muito superiores ao
composto original, apenas succinato de B-sitosterol teve capacidade inibitdria de crescimento
relevante.

Na literatura encontra-se relatos antimicrobiano frente a cepas de fungos apenas para
0s compostos friedelina e o friedelan que ja foram testados in vitro sobre os fungos S. aureus,

E. coli, e também contra o Aspergillus niger (SINGH, 2001).



Tabela 13: CIM 50 e CLM frente a cepas de bactérias, em pug/mL
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Gram-positivas

Gram-negativas

Amostra/Microorg.* Sa Bc Ea E Bs St Ec Bc Mm Ss Pa
E. B. Funil NT NT NT 125/>500 250/>500 125/>500 250/>500 250/>500 NT 62,5/>500 125/>500
E. B. Coluna NT NT NT 125/>500 250/>500 250/>500 125/>500 125/>500 NT 125/>500 125/>500
F. Dicloro Funil NT NT NT 62,5/>500 250/>500 125/>500 125/>500 250/>500 NT 62,5/>500 250/>500
F. Dicloro Coluna NT NT NT 125/>500 250/>500 250/>500 250/>500 250/>500 NT 250/>500 250/>500
F. Acetato Funil NT NT NT 62,5/>500 250/>500 125/>500 125/>500 250/>500 NT 62,5/>500 125/>500
F. Acetato Coluna NT NT NT 62,5/>500 250/>500 125/>500 125/>500 250/>500 NT 62,5/>500 250/>500
F. Butanolica Funil NT NT NT 250/>500 250/>500 125/>500  62,5/>500  250/>500 NT 62,5/>500  125/>500
F. Hexanica Funil NT NT NT 250/>500 250/>500 250/>500 125/>500 250/>500 NT 125/>500 250/>500
Cangorinina E-1 50//>200 100/>200 100/>200 50/>200 100/>200 50/>200 100/>200 100/200 50/>200 50/>200 50/200
Aquafoliunina E-1 100//>200  100/>200 100/>200 25/>200 100/>200 50/>200 100/>200 100/200 50/>200 50/200 50/200
p-sitosterol 100//>200 200/>200 100/>200 100/>200 200/>200 100/>200 100/>200 200/>200 100/>200 100/>200 100/200
p-sitosterol glicosilado 100/>200  100/>200  100/>200  100/>200  200/>200 | 100/>200  100/>200  200/>200  100/>200  200/>200 100/200
Acetato de B- sitosterol 100//>200 100/>200 100/>200 50/>200 200/>200 100/>200 100/>200 200/>200 50/>200 100/>200 100/200
Succinato de f - sitosterol 50//>200 50/>200 50/>200 50/>200 100/>200 100/>200 100/>200 200/>200 50/>200 50/200 50/200
Ftalato de  -sitosterol 100//>200 100/>200 100/>200 100/>200 200/>200 100/>200 100/>200 200/>200 50/>200 100/200 100/200
Cloranfenicol 25/12,5 1,5/12,5 1,5/6,2 1,5/25 1,5/6,2 1,5/25 3,1/15,6 6,2/12,5 NT 6,2/12,5 25/50

*Gram-positivas: Sa — Staphylococcus aureus, Bc - Bacilus cereus, Ea- Enterobacter aerogenes, E — Enterococcus, Bs- Bacillus subtilis. Gram-negativas: St- Salmonella

typhimurium, Ec- Escherichia coli, Bc- Burkholderia cepacia, Mm- Morganella morganii, Ss- Shigella sonnei, Pa — Pseudomonas aeroginosa
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Tabela 14: CIM 20 frente a cepas de bactérias, em pg/mL

Gram-positivas Gram-negativas
Amostra/Microorg.* Sa Bc Ea E Bs St Ec Bc Mm Ss Pa
E. B. Funil NT NT NT 125 - 15,6 - 125 NT 31,2 15,6
E. B. Coluna NT NT NT 315 - 31,2 15,6 31,2 NT 62,5 15,6
. Dicloro Funil NT NT NT 15,6 . 15,6 78 31,2 NT 31,2 31,2
. Dicloro Coluna NT NT NT 15,6 62,5 31,2 78 31,2 NT 125 .
F. Acetato Funil NT NT NT 15,6 - 15,6 7.8 31,2 NT 15,6 15,6
F. Acetato Coluna NT NT NT 15,6 - 15,6 7,8 62,5 NT 15,6 31,2
F. Butanolica Funil NT NT NT 31,2 - 31,2 7.8 125 NT 31,2 15,6
F. Hexanica Funil NT NT NT . 62,5 31,2 15,6 125 NT 62,5 125
Cangorinina E-1 ) o5 50 25 . - 50 - - 50 25
Aquafoliunina E-1 25 } 50 3,1 . 6,2 25 25 12,2 25 25
p-sitosterol 50 - 50 3,1 - 25 50 100 25 50 25
B-sitosterol glicosilado ) 50 } 50 . 50 - - 50 - 25
Acetato de B- sitosterol 5 _ 25 3,1 - 25 25 50 12,2 25 25
Succinato de p - Sitosterol ) 25 12,5 25 _ R 25 - 25 50 50
Ftalato de P -sitosterol ) 50 3 50 . 50 - - 50 - 50
Cloranfenicol <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 <1,5 15 3,1 3,1 3,1 12,5

*Gram-positivas: Sa — Staphylococcus aureus, Bc - Bacilus cereus, Ea- Enterobacter aerogenes, E — Enterococcus, Bs- Bacillus subtilis. Gram-negativas: St- Salmonella

typhimurium, Ec- Escherichia coli, Bc- Burkholderia cepacia, Mm- Morganella morganii, Ss- Shigella sonnei, Pa — Pseudomonas aeroginosa.
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De acordo com os dados da Tabela 12 e 13, pode-se observar que os melhores
resultados de CIM 50 e CIM 20 obtidos frente as cepas de microorganimos Gram-positivos
foi para o Enterococcus. Entre os micro-organismos Gram-negativos, os melhores resultados
observados foi para a cepa Shigella sonnei, tanto para os extratos quanto para os metabolitos
isolados. Os resultados indicam que compostos e extratos de Maytenus ilicifolia possuem
potencial bacteriostaticos porem ndo apresentaram capacidade bactericida, ou seja, ndo foram
letais as cepas testadas.

Cabe ressaltar que os derivados de B-sitosterol obtiveram potencial inibitério igual ou
superior ao composto isolado, destaca-se o succinato de P-sitosterol que frente a algumas
cepas e bactérias teve um bom potencial de inibicdo do crescimento até com metade da
concentracdo que o composto original, acredita-se que deve-se ao fato das carbonilas
adicionadas a substancia auxiliarem na inibig&o.

Na literatura estudos pioneiros como o de Lima et al. (1969) ja demonstravam que a
maitenina exibe forte atividade antimicrobiana contra varias bactérias Gram-positivas. Tais
efeitos foram corroborados com a demonstracéo que os extratos das folhas e raizes tém efeito
antimicrobiano para varios patdgenos, dentre eles Staphylococcus aureus e Streptococcus sp.
os taninos galicos podem inibir o crescimento de bactérias. Taninos derivados da catequina
possuem atividade in vivo e in vitro contra H. pylori (MABE, 1999).

Com isso, observa-se que as cepas de micro-organismos utilizadas sdo de diferentes
classes e mecanismos de acdo no individuo. Os extratos e metabolitos da espécie Maytenus

ilicifolia obteve resultados satisfatdrios para bactérias relacionas a sistema gastrointestinal.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Conforme os objetivos propostos para este trabalho de estudo fitoquimico da casca da
raiz da espécie Maytenus ilicifolia e modifica¢des estruturais do composto B-sitosterol bem
como a avaliagdo das atividades biolégicas pode-se concluir que:

Com o método de extragdo utilizado foi possivel isolar 4 metabdlitos secundarios
presente nesta parte da planta como Cangorinina E-1, Aquafoliunina E-1, B-sitosterol e -
sitosterol glicosilado.

Em relagdo as modificacbes estruturais do composto isolado p-sitosterol, foram
obtidos quatro derivados Acetato de [-sitosterol, Succinato de B-sitosterol, Ftalato de [-
sitosterol e (S/R) 4-hidroxi-4-p-tolilbutanoato de p-sitosterol, com isso obteve-se a
confirmacdo da estereoquimica do composto acetato de p-sitosterol e aguardando os
resultados do raio-X do diasteroisomero (S/R) 4-hidroxi-4-p-tolilbutanoato de B-sitosterol.

A respeito das analises antimicrobianas, os extratos, fragdes e metabolitos testados
apresentaram bons resultados principalmente contra as bactérias Enterococcus e Shigella
sonnei, para os fungos foram frente as cepas de Candida krusei e Cryptococcus neoformans.
Cabe resaltar que os compostos e extratos de Maytenus ilicifolia possuem potenciais
bacteriostaticos e antifungico porem ndo apresentaram capacidade bactericida e fungicida, ou
seja, ndo foram letais as cepas testadas.

Quanto ao estudo da relacdo estrutura/atividade dos compostos obtidos observa-se que
insercdo de carbonilas contribuiu para resultados iguais ou superiores ao composto inicial,
tendo resultado satisfatorio o derivado Succinico de B-sitosterol, porém ainda ndo foi possivel
realizar o teste de atividade com o composto (S/R) 4-hidroxi-4-p-tolilbutanoato de -

sitosterol.
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ANEXO



Anexo I: Espectro de COSY, do alcaloide Aquafoliunina E-1 (M02).
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