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RESUMO

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

ANALISE FITOQUIMICA DAS ESPECIES
Discaria americana e Scutia buxifolia

AUTOR: JANICE DAHMER

ORIENTADOR: ADEMIR FARIAS MOREL
LOCAL E DATA DA DEFESA: SANTA MARIA, 26 DE FEVEREIRO DE 2018

Este trabalho teve como proposta realizar um estudo fitoquimico do extrato
bruto das cascas das raizes da espécie Discaria americana Gilles and Hooker e das
cascas do caule da espécie Scutia buxifolia. Através deste estudo foi possivel isolar das
Fracdes Basicas Etéreas Alcaloides Totais (FBEAT) sete compostos de Discaria
americana, com estruturas ja conhecidas. Os alcaloides ciclopeptidicos sdo Discarina-B
(42), -C (41) e -D (43), Frangufolina (46) e Frangulanina (45), Adouetina Y’ (47) e,
também, o ciclopeptideo neutro Discareno C (44). Da espécie Scutia buxifolia foram
isolados, das Fracdes Basicas Etéreas Alcaloides Totais (FBEAT), os alcaloides
ciclopeptidicos com estruturas ja conhecidas os diastereoisomeros Scutianina-P (48) e -
N (49), Aralionina B (50), e os ciclopeptideos neutros Scutianenos-X (13) e -Z (15),
duas substancias inéditas, os peptideos Scutianinas-Q (51) e -R (52) além, de uma
amida, (R)-Tembamida (38) a qual ¢ normalmente encontrada em plantas da familia
Rutaceae. Ainda na analise fitoquimica foi realizado um estudo preliminar quantitativo
para verificar a sazonalidade da producdo destes compostos nestas espécies. Neste
estudo, foi constatada que a maior produgdo dos alcaloides ciclopeptidicos sdo nos
meses de inverno e verdo para ambas as espécies. Isto pode indicar que estes compostos
sdo produzidos quando o ambiente oferece condigdes extremas de temperaturas. Além
disso, foi avaliada o potencial antimicrobiano dos alcaloides ciclopeptidicos e dos
ciclopeptideos neutros isolados além das fracdes bdasicas etéreas obtidas de Discaria
americana e Scutia buxifolia frente a cinco bactérias gram-positivas: Bacillus subtilis,

Enterococcus spp., Enterococcus fecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e



nove bactérias gram-negativas: Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeroginosas, Shigella flexneri, Salmonella enteritidis, Enterobacter
aerogenes, Morganella morganii e Shigella sonnei. Os resultados obtidos a partir desta
avaliacdo foram muito satisfatorios, pois tanto as fracdes FBEAT tiveram potencial
inibitdrio, variando entre 31,2 pg/ml e 250 pg/ml, quanto aos isolados que apresentaram
Concentragdo Inibitoria Minima entre 1,56 pg/ml e 100 pg/ml. Dos resultados da
atividade antimicrobiana, o que chamou mais a atencgdo foi que todas as amostras aqui
testadas tiveram tanto potencial inibitorio quanto bactericida frente a Enterococcus spp.
Os valores da Concentragdo Inibitoria Minima variou entre 25 pg/ml e 50 pg/ml e
Concentragdo Letal Minima entre 50 pg/ml e 200 pg/ml para os isolados. Ja para as
FBEAT, os valores da Concentragdo Inibitéria Minima variou entre 62,5 pg/ml e 125

pg/ml e Concentragdo Letal Minima entre 125 pg/ml e 250 pg/ml.

Palavras-chave:
Discaria americana — Scutia buxifolia - Rhamnaceae - Estudo Fitoquimico -
Atividade Antimicrobiana



ABSTRACT
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Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Naturais e Exatas
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PHYCHOCHEMICAL ANALYSIS OF SPECIES
Discaria americana e Scutia buxifolia

AUTHOR: JANICE DAHMER
ADVISER: ADEMIR FARIAS MOREL
DATE AND PLACE OF DEFENSE: SANTA MARIA, February 26, 2018

This work had as a proposal to carry out a phytochemical study of the crude
extract of the bark of the roots of the species American Discaria Gilles and Hooker and
of the bark of the stem of the species Scutia buxifolia. Through this study it was
possible to isolate seven compounds of the American Discaria, with known structures,
from the Total Alkaloid Ethereal Fractions (FBEAT). The cyclopeptide alkaloids are
Discarina-B (42), -C (41) and -D (43), Franfrepholine (46) and Frangulanine (45),
Adouetine Y '(47) and also the neutral cycloheptideo Discareno C ). From the Scutia
buxifolia species, the cyclopeptural alkaloids with structures known as Scutianina-P
(48) and -N (49), Aralionin B (50), and Scutianenos neutral cyclopeptides were isolated
from the Total Alkaloid Ethereal Fractions (FBEAT) -X (13) and -Z (15), two novel
substances, the Scutianinas-Q (51) and -R (52) peptides in addition to an amide, (R) -
Tamamide (38) which is usually found in plants of the family Rutaceae. Also in the
phytochemical analysis was carried out a preliminary quantitative study to verify the
seasonality of the production of these compounds in these species. In this study, it was
observed that the highest production of cyclopeptide alkaloids are in the winter and
summer months for both species. This may indicate that these compounds are produced
when the environment offers extreme temperature conditions. In addition, the
antimicrobial potential of the cyclopeptide alkaloids and the isolated neutral
cyclopeptides in addition to the ethereal basic fractions obtained from the American
Discaria and Scutia buxifolia against the five gram-positive bacteria: Bacillus subtilis,

Enterococcus spp., Enterococcus fecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and



nine gram-negative bacteria: Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeroginos, Shigella flexneri, Salmonella enteritidis, Enterobacter
aerogenes, Morganella morganii and Shigella sonnei. The results obtained from this
evaluation were very satisfactory, since both the FBEAT fractions had an inhibitory
potential, ranging from 31,2 pg/ml to 250 pg/ml, in the case of isolates with a Minimum
Inhibitory Concentration between 1,56 pg/ml and 100 pg/ml. From the results of the
antimicrobial activity, what was most striking was that all samples tested here had both
inhibitory and bactericidal potential against Enterococcus spp. Minimum Inhibitory
Concentration ranged from 25 pg/ml to 50 pg/ml and Minimum Lethal Concentration
between 50 pg/ml and 200 pg/ml for the isolates. For FBEAT, the Minimum Inhibitory
Concentration ranged from 62,5 pg/ml to 125 pg/ml and Minimum Lethal
Concentration between 125 pg/ml and 250 pg/ml.

Key-words:
Discaria americana — Scutia buxifolia - Rhamnaceae - Phytochemical Study -
Antimicrobial Activity
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1 INTRODUCAO

Atualmente, de um total de 11 milhGes, somente cerca de 1,5 milhdes de
espécies foram catalogadas no planeta, ou seja, aproximadamente 13% do total. No
Brasil, existe uma biodiversidade que consiste em torno de 170 a 210 mil espécies
correspondendo a 13% das espécies no planeta (STEHMANN e SOBRAL, 2017).

Muitas plantas oriundas das Américas s@o utilizadas tanto como alimento
quanto como medicamento ha muitos séculos e, aproximadamente, ha mais de 10 mil
anos os indios americanos ja as utilizavam com o seu conhecimento etnobotanico.
Atualmente, muitas destas espécies foram domesticadas a partir deste conhecimento.
Também, podemos ressaltar que muitas substincias bioativas, base de medicamentos,
foram descobertas através do conhecimento dos amerindios tais como, a pilocarpina a
qual provém das folhas da espécie de Pilocarpus sendo utilizada no tratamento do
glaucoma (BRANDAO, 2017).

Os fitoquimicos sdo compostos biologicamente ativos, de ocorréncia natural
sendo encontrados, principalmente, em plantas. Podem trazer, aos seres humanos, mais
beneficios que os macronutrientes € os micronutrientes e sua fungao principal € proteger
as plantas de doencas e danos causados por poluicdo, estresse, exposicao excessiva aos
raios UV, bem como, por ataques de patogénicos. Além disso, fornecem a planta cor,
aroma e sabor (SAXENA, NEMA, et al., 2013).

Estes compostos sdo conhecidos como metabolitos secundarios podendo ser
encontrados em diferentes partes das plantas tais como raizes, caules, folhas, flores,
frutos e sementes. Logo, uma dieta variada com frutas, legumes, verduras, grdos
integrais apresenta uma gama de compostos bioativos que podem fornecer inumeros
beneficios a saude. Isso porque, os fitoquimicos possuem propriedades farmacologicas
como atividade antioxidante, efeitos antimicrobianos, dentre outros. Além de ser
matéria-prima de varios medicamentos (WADOOD, GHUFRAN, et al., 2013).

No estado do Rio Grande do Sul, ao longo dos ltimos anos, houve o inicio da
expansdo de estudos envolvendo plantas medicinais em pesquisas de pds-graduagao, as
quais estdo relacionadas com estudos etnobotanicos. Dentro deste contexto, o grupo do
Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN) de Santa Maria, coordenado pelo
Prof®. Dr. Ademir Farias Morel, vem contribuindo ndo somente para a fitoquimica

classica (isolamento e determinacgdo estrutural), mas também realizando trabalhos que
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envolvem estudos de atividade bioldgica de extratos, fracdes e de metabolitos isolados
puros de plantas que sdo utilizadas na medicina popular regional.

As espécies de maior interesse do grupo pertencem as familias Rutaceae,
Sterculiaccac, Rhamnaceae, Asteracecac, Anarcadiaceae, Santalaceae, Rubiaceae,
Mpyrtaceae, Apocinaceae e Guttiferae (Clusiaceae), as quais sdo nativas do recentemente
reconhecido Bioma do Pampa e de parte do Bioma Mata Atlantica, que se estende até os
arredores da cidade de Santa Maria, RS. O Bioma do Pampa ocupa uma area de 63% do
Rio Grande do Sul, estendendo-se pelo Uruguai, Argentina e Paraguai, e apresenta um
ecossistema caracterizado por pastagens nativas entremeadas por matas de galeria sendo
constituida por inumeras espécies nativas, pertencentes a estas familias (SANTOS,
2008).

Enquanto Bacharel em Quimica, Mestre em Quimica e Doutoranda no
Programa de Po6s-Graduagdo em Quimica da UFSM, e enquanto integrante do NPPN,
minha contribuicio ao grupo tem se dado através de estudos etnobotanicos,
fitoquimicos, de atividades farmacoldgicas e da determinacdo estrutural, desenvolvidos
atualmente nessa Tese de Doutorado, a qual ¢ dedicada as espécies Discaria americana
Gilles and Hooker e Scutia buxifolia pertencentes a familia Rhamnaceae, sendo
encontrada em formagdes vegetais nativas do Rio Grande do Sul.. Esta familia ¢
amplamente empregada no tratamento de varias enfermidades tais como: disenteria,
agente antitérmico, pressdo alta e alguns tipos de infec¢des ( (DAHMER, 2013),
(MALDANER, 2005)).

A espécie Discaria americana Gilles and Hooker, ¢ conhecida popularmente
como brusca, quina-do-campo ou quina-do-rio-grande no Brasil; como brusquilla na
Argentina; e coronillo-del-campo ou quina-del-campo no Uruguai. Dela sao utilizadas
as cascas de sua raiz como agente antitérmico, no tratamento de doengas de pele, contra
afecgdes gastricas, diabetes e como tonico sob a forma de chas e infusdes
(GIACOMELLLI, 2005). Ja a espécie Scutia buxifolia ¢ conhecida como coronilha,
espinho de touro, canela-de-espinho, laranjeira do mato. E utilizada na medicina popular
como cardiotonico através da infusdo da casca do caule (MALDANER, 2010).

Desta forma, considera-se relevante salientar a importancia de um estudo
fitoquimico mais aprofundado com o intuito de encontrar os metabdlitos secundarios
responsaveis por sua agdo farmacologica. E ao que se dedica este estudo. Na sequéncia,

estdo apresentados os objetivos estabelecidos para este trabalho.
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2 OBJETIVOS

Neste trabalho de analise fitoquimica das cascas da raiz da espécie Discaria

americana e das cascas do caule da espécie Scutia buxifolia pretende-se:

- Realizar a extracdo das cascas da raiz de Discaria americana coletadas
nos municipios de Sdo Sepé e Santana do Livramento, RS, e das cascas do caule de
Scutia buxifolia coletadas em Sdo Sepé, Santana do Livramento, Cagapava do Sul e

Lavras do Sul, RS;

- Isolar e identificar os metabdlitos secundarios presentes nas cascas do
caule dessas plantas, fazendo uso de técnicas espectroscopicas uni e bidimensionais,
como RMN de 'H e "°C, COSY, DEPT 135, HMQC, HETCOR, HMBC, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e difragdo de raios X;

- Realizar ensaios biologicos para a determinacdo da atividade

antimicrobiana dos metabolitos isolados das espécies;

- Tragar um perfil cromatografico dos compostos isolados para avaliar e

quantificar essas substancias em relagcdo a sazonalidade e local de coleta da planta;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 FAMILIA RHAMNACEAE

Comumente encontrada nas regides tropicais e subtropicais, a familia
Rhamnaceae ¢ formada por plantas floridas, principalmente arvores, arbustos, algumas
videiras e uma erva. Consiste em uma familia de aproximadamente 50 géneros e 900
espécies (ALARCON e CESPEDES, 2015). Esta familia é representada por 13 géneros
e 48 espécies, no Brasil, sendo distribuida em todos os ecossistemas, principalmente em
matas, caatinga e restinga (LIMA e GIULIETTI, 2005).

Podemos encontrar, no Rio Grande do Sul, 8 dos 13 géneros e 9 das 48 espécies
brasileiras: Colletia paradoxa (Sprengel) Escalante, C. spinosissima Gmelin, Colubrina
glandulosa Perkins, Condalia buxifolia Reissek, Discaria americana Gilles and
Hooker, Gouania ulmifolia Hooker et Amott, Hovenia dulcis Thunberg, Rhamnidium
glabrum Reissek, Rhamnus sphaerosperma Swartz e Scutia buxifolia Reissek, fazendo
do estado o maior representante desta familia botanica no pais (SANTOS, 2008).

Plantas da familia Rhamnaceae sdo utilizadas na medicina popular (folhas,
caule, sementes e raizes) para tratar enfermidades como inflamagdes, febre, insonia,
aliviar a dor, convulsdes e como antivirais (ALARCON e CESPEDES, 2015). Seus
principais metabolitos secundarios sdo os alcaloides ciclopeptidicos os quais possuem
importantes atividades biologicas, podendo atuar como inseticidas, sedativos,
antimicrobianos, antiplasmodicos e antinoceptivos (MALDANER, MARANGON, et
al., 2011). Dentre as espécies pertencentes a esta familia estdo a Discaria americana e

Scutia buxifolia, objetos deste estudo.

3.2 Discaria americana

Conhecida popularmente como brusca, quina-do-campo, quina-do-Brasil ou
quina-do-Rio-Grande, a espécie Discaria americana (Figura 1), ¢ utilizada na medicina
popular (casca da raiz) como antitérmica, para o tratamento de doencas de pele, males
estomacais, controle do diabetes ¢ como tonico sob a forma de chas e infusdes sendo
descrita pela primeira na literatura em 1889 ( (GIACOMELLI, 2005), (SCARPA,
ROSSO e ANCONATANI, 2016)).
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Figura 1: Discaria americana Gilles and Hooker

Fonte: Janice Dahmer

3.3 Scutia buxifolia

Nativa da regido sul da América do Sul, a espécie Scutia buxifolia (Figura 2)
pode ser vista no Rio Grande do Sul (Brasil), Argentina e também no Uruguai. Suas
cascas do caule s3o utilizadas na medicina popular como cardiotdnica, diurética, anti-
hipertensiva. E conhecida popularmente como coronilha, espinho de touro, canela-de-

espinho e laranjeira do mato ( (Plantas que Curam), (MALDANER, 2010)).

Figura 2: Scutia buxifolia Reissek

@ 2008 Martin Mol=

Fonte: MOLZ, 2009
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3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

3.4.1 Alcaloides

Sdo compostos nitrogenados que podem apresentar carater basico, neutro ou
acido (alcaloides quaternarios). Podem ser obtidos de plantas, animais, fungos e
organismos marinhos. Uma das definigdes mais aceitas ¢ de Pelletier que define o
alcaloide como sendo uma substancia orgénica ciclica contendo nitrogénio com estado
de oxidacdo negativo o qual tem uma distribuicdo entre os organismos vivos, limitada

(KLEIN-JUNIOR e HENRIQUES, 2017).

3.4.1.1 Alcaloides ciclopeptidicos

Largamente distribuidos entre as espécies da familia Rhamnaceae, os
alcaloides ciclopeptidicos sdo bases poliamidicas cuja estrutura do anel macro ciclico €
composta por uma unidade hidroxi estiralamina, um aminoacido ¢ um B-hidroxi
aminoacido os quais sdo substituidos por uma ou duas unidades de aminoacidos
adicionais (Figura 3) (MOSTARDEIRO, ILHA, et al., 2013; CARO, OLIVEIRA, et al.,
2012). Sao classificados em treze, quatorze e quinze membros, conforme o nimero de
atomos que compdem o macro ciclo. Dentre estas classes, a que tem maior
representatividade de alcaloides isolados ¢ a de quatorze membros (MALDANER,

2010; TUENTER, EXARCHOU, et al., 2016).

Figura 3: Estrutura geral dos alcaloides ciclopeptidicos

= aminoacido terminal basico
B = B-hidréxi aminoacido

= aminodacido ligado ao anel
D = unidade hidréxi estirilamina
E = aminoacido adicional

Fonte: MALDANER, 2010
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Além dos alcaloides ciclopeptidicos sensu stricto, também ha relatos de
alcaloides peptideos lineares, os quais possuem seu anel macrociclico aberto, e os
ciclopeptideos neutros que se diferenciam dos alcaloides ciclopeptidicos pela auséncia
da unidade basica N, N-dimetil ou N-metil (MALDANER, 2010).

Segundo ALARCON e CESPEDES (2015), até 2009 cerca de 455
ciclopeptideos foram isolados de plantas distribuidas em 26 familias, 65 géneros e 120
espécies dentre as quais podemos destacar as familias Rhamnaceae, Acanthaceae,
Malvaceae, Phyllanthaceae e Rubiaceae (TUENTER, EXARCHOU, et al., 2016).

Estes compostos sdo amplamente estudados devido as suas propriedades
farmacolodgicas e quimicas. As principais atividades biologicas descritas na literatura
sdo analgesia, anticonvulsivante, tranquilizante, antinoceptiva, antimicrobiana,

antifingica (TUENTER, EXARCHOU, et al., 2016).
3.4.1.1.1 Alcaloides ciclopeptidicos de 14 membros

Os alcaloides ciclopeptidicos de 14 membros sdo caracterizados de acordo com
o anel macrociclico. Segundo El-Seedi e colaboradores (2007), estes alcaloides podem
ser subdivididos em 5 subtipos estruturais: I (frangulanina, integerrina e scutianina-A),
I (pandamina e himenocardina), III (anorladianina), IV (amfibina-F com prolina), V

(amfibinas-B e -F (sem prolina)) representados na Figura 4.

Figura 4: Subtipos estruturais dos alcaloides ciclopeptidicos

o O
\ Swbestrwitwra I Swbestrmtwra IT
O e} O O,
—X NH —< NH
—N\ HN4<L —N HN4<L

\ o
Subestrwtwra 111 \ Swhbestrwtwra IV
(o] [e) o o
NH NH
N N N
\
o] [e) Swbestratwra V
‘(NH

Fonte: EL-SEEDI, ZAHRA, et al., 2007.

o
\
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3.4.1.1.2 Alcaloides Ciclopeptidicos isolados de Scutia buxifolia e Discaria americana

As espécies Discaria americana ¢ Scutia buxifolia sdo conhecidas por
apresentarem em suas composi¢des quimicas alcaloides ciclopeptidicos. Segundo a
literatura, até o0 momento foram isolados e identificados 20 alcaloides ciclopeptidicos da
espécie Discaria americana ¢ 19 da espécie Scutia buxifolia os quais estdo listados nas
Tabelas 1, 2, 3,4 e 5 (MOREL, MALDANER e ILHA, 2009). Ap6s anos de estudos de
ambas as espécies, foi possivel verificar que estes compostos ndo sdo produzidos

regradamente.

Tabela 1: Alcaloides ciclopeptidicos do tipo 4(14)-Frangulanina.

RgN*CH3

Alcaloide R, R, R;

(47) Adouetina Y’ CH,C4¢Hs; CH(CH;)CH,CH; CH;
(53) Discarina A CH,CgHgN CH(CH;)CH,CH; CH;
(42) Discarina B CH(CH;)CH,CH; CH,CgH¢N CHj;
(54) Discarina E CH(CH3)CH,CH; CH(CH3)CH,CH; CH;
(55) Discarina F CH,CH(CH;), CH(CH;)CH,CH; CH;
(46) Frangufolina CH,C4Hs CH,CH(CH3), CH;
(45) Frangulanina CH(CH;)CH,CH;, CH,CH(CH;), CH;
(56) Discarina I CH(CH;)CH,CH;, CH,CgHgN H

(57) Discarina X CH,CgHgN CH,CH(CH3;), CH;
(58) Franganina CH,CH(CH;), CH,CH(CH;), CH;
(59) Scutianina B CH,C4H; CH,C4H; CH;
(60) Scutianina C CH(CH;)CH,CH; CH,C4H; CH;
(61) Scutianina D CH,C¢Hs CH(OH)C¢H; CH;
(62) Scutianina E CH,C4Hs CH(OH)C¢Hs CHj;
(63) Scutianina G CH,C¢H; CH(OH)C¢H; CH;
(64) Scutianina J CH(OH)C¢Hs CH(OH)C¢Hs CH;
(65) Scutianina K CH,C¢Hs CH(OH)C¢Hs CH;
(50) Scutianina P CH(CH;)CH,CH; CH(OH)C¢H; CH;
(66) Scutianina O CH(CH;)CH,CH; CH(OH)C¢Hs CH;
(48) Scutianina N CH(CHj3)CH,CH; CH(OH)C4H; CH;




Tabela 2: Alcaloides ciclopeptidicos do tipo 4(14)-Integerrina.

. z/N-CH3
Alcaloide R, R, R;
(61) AdouetinaY CH,C¢H; CH(CH;)CH,CH; CH;
(41) Discarina C CH,CH(CH;), CH,CH(CHj;), CH;
(43) Discarina D CH,CH(CH;), CH,C¢Hs CH;
(62) Scutianina L CH,CgHs CH(CHj3)CH,CH; CH;
(63) Scutianina M CH,CgHs CH(CHj3)CH,CH; H

Tabela 3: Alcaloides ciclopeptidicos do tipo 4(14)-Pandamina.

N—CH;
/ 3
Ry
Alcaloide R, R, R; Ry
(64) Discarina L CH(CH3)CH2CH3 CHQCH(CH3)2 CH3 H
(65) Discarina G CH,C¢H; CH(CH;)CH,CH; CH; H
(66) Discarina H CHQCH(CH3)2 CHQCH(CH3)2 CH3 H
(67) Discarina K CH(CH})CHQCH_?, CHQCgHﬁN CH3 H

Tabela 4: Alcaloides ciclopeptidicos do tipo neutro.

pess
jm,

HN HN
R,
o

\
Alcaloide R, R, R;
(44) Discareno C CH(CHj;), CH,CH(CHs;), CHs
(68) Discareno D CH(CH;), CH,C¢Hs C¢Hs
(69) Discarina M CH(CHj;), CH,CH(CHs;), CH(CHz),
(70) Discarina N CeHs CH(OH)C4Hs CH(CH;),
(71) Scutianeno C CeHs CH(OH)C4Hs CH(CHz),

30
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(13) Scutianeno X CeHs CH(OH)(CH3), CeHs
(72) Scutianeno Y CeHs CH(OH)(CHj3), CeHs
(73) Scutianeno W C¢Hs CH(OH)(CH3;), C¢Hs
(15) Scutianeno Z CeHs CH(CH;)CH,CH; CeHs

Tabela 5: Alcaloides ciclopeptidicos do tipo 5(14)-Scutianina.

<
Ri\k/
Alcaloide R, R, R;
(74) Scutianina A CH,C¢H; CH,C4¢Hs; CH;
(75) Scutianina F CH,C4H; CH,C4Hs H

A espécie Discaria americana tem sido estudada desde 1978 pelo grupo NPPN.
Ao longo deste tempo foram notdveis algumas mudangas na composicao dos alcaloides
ciclopeptidicos presentes nesta espécie.

O primeiro relato de isolamento ¢ identificacdo dos alcaloides ciclopeptidicos
desta planta, por integrantes do grupo NPPN, foi em 1978 (MOREL, 1978) onde foram
isoladas as Discarinas -X (58) e -B (42). Em 1983, foram isoladas as Discarinas -C (41)
e -D (43), Adoutina Y’ (47), Frangufolina (46) e Franganina (58) (DIGEL, MOREL, et
al., 1983). No ano seguinte, 1984, foram isoladas as Discarinas -H (66), -G (65) e -F
(56). Um pouco depois, em 1985, foi descoberto um novo alcaloide ciclopeptidico,
Discarina -E (55) além de Franganina (58), isolado anteriormente. Apds um curto
periodo de investigagcdo, em 1986, foi possivel a identificacdo da Discarina -I (57) e o
isolamento de Discarina -B (42) (HENNIG, MOREL e¢ VOELTER, 1986). Em nova
pesquisa realizada em 1987 foram isolados o ja conhecido alcaloide ciclopeptidico
Franganina (58) e o novo alcaloide identificado como Discarina -K (67) (VOELTER, F,
etal., 1987).

Até 1993 ndo houve relato da descoberta de novos alcaloides sendo isolado
apenas a Discarina -B (42) (MACHADO, ZANATTA e MOREL, 1993). Dois anos
depois, em 1995, em uma nova pesquisa, foi identificado um novo alcaloide

ciclopeptidico Discarina -L (64) (MOREL, MACHADO e WESSJOHANN, 1995).
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Desde 1995, somente em 2001 foram isolados alguns alcaloides ciclopeptidicos
conhecidos como Adoutina Y’ (47), Adoutina Y (61), Franganina (58), as Discarinas -C
(41), -D (43) ¢ -B (42) ¢ os novos ciclopeptideos neutros Discareno -C (44) e -D (68)
(GIACOMELLI, MISSAU, et al., 2001). Novamente, em 2004, foram identificados
dois novos compostos, os ciclopeptideos neutros Discarina -M (69) e -N (70), além dos
conhecidos Adoutina Y’ (47), Adoutina Y (61), Franganina (58), Frangulanina (45), as
Discarinas -C (41), -D (43), -A (53) ¢ -B (42) (GIACOMELLI, MALDANER, et al.,
2004).

Com base nos dados descritos acima ¢ possivel verificar que com o passar dos
anos alguns alcaloides ciclopeptidicos ndo foram mais encontrados como ¢ o caso das
Discarinas -X (58), -H (66), -G (65), -F (56), -1 (57), -K (67) ¢ -L (64). No entanto,
alguns alcaloides como, Adoutina Y’ (47), Adoutina Y (61), Franganina (58), as
Discarinas -C (41), -D (43) e -B (42) e -A (53) foram novamente identificadas. Em
minha dissertagdo de mestrado, 2013, pude isolar as Discarinas -C (41) ¢ -B (44) além
do Discareno -C (44), da Frangulanina (45) e Frangufolina (46) (DAHMER, 2013).

Durante anos de pesquisa de Scutia buxifolia foi possivel observar certa
inconsisténcia no conteudo dos alcaloides ciclopeptidicos. A cada coleta realizada foi
verificado algumas diferencas na composicao alcaloidal. Em 1979 foram isolados e
identificados os alcaloides Scutianinas -B, - C, -D, -E e -H (MOREL, BRAVO, et al.,
1979). Estes alcaloides, Scutianinas B-E, ¢ um novo alcaloide Scutianina -J foram
isolados em uma nova colecdo em 1995 (MENEZES, MOSTARDEIRO, et al., 1995).
No entanto, Scutianina -H ndo foi isolado. Em 1998, foram isolados novamente
Scutianinas B-E além de dois novos alcaloides, Scutianinas -K ¢ -L (MOREL,
MACHADO, et al, 1998). Em 2005, porém, foram identificados os alcaloides
ciclopeptidicos Scutianinas -F, -M, o ciclopeptideo neutro Scutianeno -D e os ja
conhecidos Scutianinas B-E (MOREL, MALDANER, et al., 2005). Ja em 2011, foram
descobertos quatro novos alcaloides neutros, Scutianenos -X, -Y, -Z, -W, bem como o0s
isolados anteriormente, Scutianinas B-E (MALDANER, MARANGON, et al., 2011).
Por fim, em 2013 foram isolados trés compostos com a mesma féormula molecular,
mesma composi¢do quimica e mesma conectividade entre suas unidades de aminoacidos
sugerindo que sdo diasteroisomeros, as Scutianinas -O, -P e -N, sendo que além destes,
somente Scutianina C foi isolada (MARANGON, 2014). Porém, vale ressaltar que estes
compostos citados anteriormente poderiam estar presentes nas fragdes obtidas das

coletas, mas em pouca quantidade e, portanto, ndo teriam sido purificados e
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identificados. Na Figura 12 estdo listados os alcaloides citados anteriormente com suas

respectivas estruturas.

Figura 5: Alcaloides ciclopeptidicos e ciclopeptideos neutros de Scutia buxifolia.
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3.4.1.2 Alcaloides ciclopeptidicos de 14 membros isolados entre 2009 e 2018

Desde 2009, trinta e sete alcaloides ciclopeptidicos de 14 membros foram
isolados, dos quais somente dezessete estruturas sdo novas, além de, oito novos
ciclopeptideos neutros. Oliveira et al.(2009), isolaram um novo ciclopeptideo neutro, a
Amaiouine (1) das folhas da espécie Amaiouine guianensis. Em 2011, Panseeta et al.
determinaram a estrutura de um novo alcaloide ciclopeptidico Mauritina-L (2) além do
conhecido Hensina-A (3) da espécie Ziziphus mauritiana. Ainda em 2011, foram
isolados seis novos compostos Apetalina-A (4), -B (5), -C (6) Epimauritina-A (7),
Epimauritina -A N-6xido (8) e Mauritina-A N-6xido (9) da espécie Ziziphus apetala
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(HAN, JI, et al., 2011). Neste mesmo estudo foram isolados também os alcaloides
ciclopeptidicos ja conhecidos Mauritina-A (10) e -F (11). Maldaner et al., (2011)
isolaram quatro novos ciclopeptideos neutros Scutianeno E (12), 3,4,28-tris-epi-
scutiaeno E (13), 28-epi-scutianeno E (14) ¢ o Scutianeno L (15) da Scutia buxifolia
Reissek. Além destes, foram encontradas as Scutianinas-B (16), -C (17), -D (18) e -E
(19), Figura 5.

Figura 6: Estruturas dos alcaloides ciclopeptidicos e ciclopeptideo neutro isolados entre
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Fonte: Janice Dahmer

No ano seguinte, Pandey et al., (2012) estudaram a espécie Ziziphus xylopira e
identificaram dois novos alcaloides ciclopeptidicos de 14 membros, Xilopirina-G (20) e
-H (21), ambos do tipo integerrina. Neste mesmo ano, Zhang et al, (2012),
determinaram a estrutura de um ciclopeptideos neutro de estrutura desconhecida
Nagitides- A (22) e e um alcaloide ciclopeptidicos Nagitides-B (23) das cascas do caule
de Podocarpus nagi. Ja da espécie Ziziphus oxyphylla Edgew foram descorbertos, das
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cascas do caule e raizes, dois novos ciclopeptideos neutros Oxifillina-B (24) e -C (25)

(KALEEM, NISAR, et al., 2012), Figura 6.

Figura 7: Estruturas dos alcaloides ciclopeptidicos e ciclopeptideos neutros isolados em

2012.

Fonte: Janice Dahmer

Em 2013, somente foi isolado um alcaloide ciclopeptidico da espécie Ziziphus
rugosa, o Xilopirina-F (26) mas de estrutura conhecida (SINGH, RAGHUBANSHI ¢
YADAVA, 2013). J& em 2015, foi determinada a estrutura somente de um novo
ciclopeptideo neutro, Justicianeno-A (27) de Justicia procumbens (HONG, CHEN, et
al., 2015). O ano de 2016 foi mais produtivo pois foram isolados tres novos alcaloides
ciclopeptidicos: Himenocardinol (28), Himenocardina N-6xido (29), Himenocardina-H
(30), além de, um ja conhecido Himenocardina (31) (TUENTER, EXARCHOU, et al.,
2016). Neste mesmo ano, foi determinada a estrutura de um novo alcaloide
ciclopeptidico, Ixorina (32), da espécie Ixorina brevifolia (MEDINA, SCHUQUEL, et
al., 2016), Figura 7.
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Figura 8: Estruturas dos alcaloides ciclopeptidicos ¢ ciclopeptideos neutros isolados

entre 2013 € 2016.
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Fonte: Janice Dahmer
Tuenter et al., em 2017, isolaram quatro alcaloides ciclopeptidicos conhecidos,
Nummularina-D (33), -E (34), Amfibina-D (35), Mauritina-F (36) e um novo composto

Nummularina-U (37), Figura 8.

Figura 9: Estruturas dos alcaloides ciclopeptidicos e ciclopeptideos neutros isolados em
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Fonte: Janice Dahmer
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3.4.2 Amidas

Amidas sdo substancias basicas, como os alcaloides, que revelam
positivamente para o reagente de Dragendorff. Sdo normalmente encontradas nas
espécies da familia Rutaceae. As mais conhecidas sdo a (R)-(-)-Tembamida (38), O-
Metilbalsamida (39) e a O-Metiltembamida (40) (AGUIRRE, SALGADO-
RODRIGUEZ, et al., 2001) (DE MOURA, MOREL, e al., 2002), Figura 9.

Figura 10: Estruturas das B-hidroxiamidas
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Fonte: Janice Dahmer

3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Ha, nos ultimos anos, um aumento no interesse na pesquisa € no
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos a fim de combater a resisténcia
microbiana através de varias fontes. Na década de 1960, quando quase todos os grupos
de antibioticos importantes (tetraciclinas, cefalosporinas, aminoglicosideos e
macrolidos) foram descobertos, os principais problemas de doengas infecciosas foram
resolvidos. Atualmente, estes compostos estdo no limiar de perder sua eficacia devido
ao aumento da resisténcia microbiana. Essa possivel perda do poder bactericida e
bacteriostatico tera um impacto consideravel pois muitas bactérias estdo adquirindo
resisténcia a multiplos farmacos e, dessa forma, tornou-se uma preocupagdo global para
a saude publica (BALOUIRI, SADIKI e IBNSOUDA, 2016).

Com isso, a busca por novas fontes de antibidticos ¢ de suma importancia.
Neste contexto, a pesquisa de produtos naturais ainda ¢ uma das principais fontes de
novas moléculas de substincias bioativas, os chamados de metabolitos secundarios.
Derivados de micro-organismos eucarioticos, de bactérias procaridticas, de plantas e de
inimeros organismos animais, eles ocupam a maior parte dos antimicrobianos

encontrados at¢ o momento. Com uma grande variedade de substancias complexas e



38

estruturalmente diversificada. A investigacdo de extratos de plantas, 6leos essenciais,
compostos puros isolados ou até mesmo moléculas sintetizadas tem concentrado muitos
pesquisadores a descobrir novos potenciais agentes antimicrobianos (BALOUIRI,

SADIKI e IBNSOUDA, 2016) (BROWN e WRIGHT, 2016).

3.6 CLAE - ANALISE QUANTITATIVA

Utilizada como técnica de separacdo em vdarias areas do conhecimento, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) evoluiu ao longo dos anos
permitindo um significativo avango na analise de substincias quimicas de interesse nas
areas de saude, transporte, alimentos e esportes. Entre 1903 e 1906 a cromatografia foi
consolidada como técnica cientifica, quando foram divulgados os resultados de
pesquisas sistematicas sobre o assunto (LANCAS, 2009).

A cromatografia ¢ um processo fisico que se fundamenta na separacdo de
compostos utilizando duas fases, sendo que uma ¢ fixa (fase estacionaria) e a outra ¢ um
fluido que percola por meio da fase estacionaria (fase movel). Ela é classificada de
acordo com o mecanismo de separacdo, quanto a técnica empregada ¢ em relacdo ao
tipo de fase movel (LANCAS, 2009). Esta dividida em varias categorias conforme o
mecanismo de separagdo: cromatografia de adsor¢do, de particdo, de troca idnica, de
exclusdo molecular, de afinidade e quiral (HARRIS e LUCY, 2017).

As plantas sdo uma importante fonte de compostos bioativos para as mais
variadas areas, principalmente a de produtos naturais que esta diretamente ligada a
medicina popular. Dessa forma, a avaliagdo do perfil quimico de extratos brutos
vegetais tem se mostrado um desafio devido a grande diversidade de classes de
compostos que encontramos nas plantas. Sdo eles, flavonoides, terpenos, taninos,
saponinas, alcaloides, dentre outros. Porém, com o avango tecnologico das técnicas
analiticas estd sendo possivel a identificacdo e a quantificacdo destes metabdlitos

(NICULAU, DE FREITAS, et al., 2016).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

4.1.1 Espectroscopia Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e °C

Os espectros de RMN de 'H e C foram registrados por um espectrometro
Bruker DPX 400, operado a 400,13 MHz para 'H e 100,62 MHz para “C do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria. O preparo das
amostras foi feito com cloroférmio deuterado (CDCl3) e DMSO deuterado (DMSO-d6).

Os registros dos deslocamentos quimicos foram medidos em “ppm” (partes por
milhdo) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). A referéncia interna utilizada
para os espectros de hidrogénio foi o TMS (& 0,00) e para os espectros de carbono o

CDCl3(77,0) e o DMSO-d6 (39,43).
4.1.2 Aparelho de Ponto de Fusao

A determinacdo dos valores dos pontos de fusdo (ndo corrigidos) das
substancias foi dada por um aparelho MQAPF-301 da Microquimica, cedido pelo

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.
4.1.3 Materiais e Métodos Cromatograficos

Para as colunas cromatograficas (CC) foi utilizada silica gel (Silicycle), 70-230
e 230-400 mesh como adsorvente. As cromatografias em camada delgada (CCD) foram
realizadas sob placas de cromatofolhas de aluminio como suporte e silica gel 60 Fas4
como adsorvente. Ja para a cromatografia em placa preparativa (CCDP), foi utilizado
silica gel 60 GF,s4 (Macherey-Nagel), placas de vidro de 20x20 cm e 4gua deionizada
para a deposi¢ao.

A revelagdo dos cromatogramas foi realizada por meio de lampadas
ultravioleta (A = 254 e 365 nm, Spectroline), reativo de Dragendorff para revelar
alcaloides. Os solventes que foram utilizados sdo das marcas Vetec e Tedia, de grau
comercial, os quais foram purificados por técnicas especificas de destilacdo. As

misturas de solventes utilizados na cromatografia CC, CCD e CCDP sdo os seguintes:



40

v Cloroférmio, metanol (CHCl;:MeOH 2%, 3%, 5%, 6%, 8%, 10%, 30%, 1:1);
v' Eter de petroleo, Acetato de Etila (56:44, 60:40);
v' Eter de petroleo, Acetato de Etila, Metanol (60:40:1, 50:50:2, 40:60:1);

v Cloroférmio, Eter diisopropilico 5%.

4.1.4 Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (CLAE / HPLC)

4.1.4.1 Condigdes instrumentais da CLAE

As analises de CLAE foram realizadas em cromatografo (AGILENT 1200)
com detector DAD (210-380 nm), utilizando-se coluna ZORBAX Eclipse Plus C18 (4,6
x 250 mm; Sum). Tanto para Discaria americana quanto para a Scutia buxifolia, foi
utilizado como sistema eluente acetonitrila:metanol:agua (0,036% TFA) no gradiente: 0
a 25 minutos, 3% acetonitrila (0,036% TFA): 2% metanol: 95% agua (0,036% TFA); 25
a 30 minutos, 50% acetonitrila (0,036% TFA): 12% metanol: 38% agua (0,036% TFA),
30 a 40 minutos, 65% acetonitrila (0,036% TFA): 15% metanol: 20% agua (0,036%
TFA), 40 a 50 minutos, 78% acetonitrila (0,036% TFA): 20% metanol: 2% agua
(0,036% TFA) e 50 a 60 minutos, 3% acetonitrila (0,036% TFA): 2% metanol: 95%
agua (0,036% TFA) com fluxo de ImL.min", temperatura de 40°C. O volume de
injecdo foi de 10 pL e a deteccao foi em 260 nm. Os compostos foram identificados por

comparagdo com os tempos de retencdo dos padrdes.

4.1.4.2 Preparagdo das amostras

As fragdes etéreas basicas foram obtidas conforme a Figura 10 (pag. 40). Para
a analise na CLAE todas as fragdes foram solubilizadas em metanol grau HPLC,
filtradas em filtro de membrana antes da injecdo. As solugdes foram preparadas em

baldes volumétricos de 10 mL para ambas as espécies.
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4.1.5 Estudos de linearidade

Para as solucgdes dos padrdes os compostos foram solubilizados em metanol e
preparados cinco solugdes com diferentes concentragdes. Cada concentragdo foi
analisada em triplicata usando as mesmas condicdes descritas anteriormente. Para a
Discaria americana foram utilizados os padrdes: Discarina B (10,1 mg), Discarina C
(7,2 mg), Discarina D (6,1 mg), Frangulanina (7,4 mg), Frangufolina (5,2 mg),
Adouetina Y’ (2,4 mg) e Discareno C (3,4 mg). Apenas a solucdo estoque da Discarina
B foi preparada em baldes volumétricos 10 mL, os padrdes restantes foram preparados
solugdes de 5 mL.

Os padrdes para Scutia buxifolia, foram Scutianina-P (6,2 mg), -N (6,3 mg), -Q
(6,7 mg), Tembamida (11,2 mg), Scutianeno-X (6,0 mg), -Z (4,4 mg) e -Y (6,2 mg),
Aralionina B (5,7 mg). As soluc¢des foram preparadas em baldes volumétricos de 5 e 10
mL e em cinco diferentes concentragdes as quais foram analisadas em triplicata

utilizando as mesmas condigdes.
4.1.6 Polarimetro

A rotagdo especifica foi medida em um Polarimetro AUTOPOL I, com Lampada
de Tungsténio com precisdo de 0,001°, em cubeta de 100mm de comprimento utilizado
metanol como solvente.
4.1.7 Difragao de Raio-X

Os dados de intensidade de raio-X foram medidos num espectrémetro Bruker

Kappa X8 APEX II CCD sistema difractometro equipado com um monocromador de

grafite e um cristal de Mo Ka selado tubo cerdmico de raios X (A = 0,71073 A).

4.2 Discaria americana Gilles and Hocker

4.2.1 Extragdo, Fracionamento e Cromatografia

A espécie Discaria americana foi coletada nos municipios de Sdo Sepé e

Santana do Livramento em diferentes épocas do ano a fim de poder tracar seu perfil
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cromatografico qualitativo e verificar as possiveis variacdes dos seus metabolitos
secundarios levando em conta os aspectos de sazonalidade e locais de coleta. A
identificacdo dos materiais foi feita através de comparacdo com amostra ja existente no
Herbario do Departamento de Botanica da UFSM, sob o nimero SMDB 2829.

Para cada uma das coletas foi realizado a separacdo da parte lenhosa da casca da
raiz, sendo que todo o material vegetal, em separado, foi colocado em estufa, 50°C, a
fim de secar e eliminar a possibilidade de proliferagdo de fungos. Apos a secagem, as
cascas da raiz de cada coleta foram moidas em moinho de Wiley obtendo, assim, a
massa seca moida (MSM). Cada uma das MSM foi submetida a extragdo com aparelho
de Soxlet, utilizando metanol como solvente. Ao final de varias extragdes, até a
exaustdo do material vegetal, o solvente foi evaporado em rota evaporador com pressdo
reduzida, obtendo, assim, o extrato bruto (EB), caracterizado como um residuo escuro
viscoso avermelhado.

O rendimento da MSM e do EB de cada coleta esta listado na tabela abaixo

(Tabela 6).

Tabela 6: Rendimento da MSM e do EB obtidos das coletas de Discaria americana

Local de Coleta/Més/Ano Massa Seca Moida Extrato Bruto
(MSM) (EB)

Sao Sepé 05/11 1.756,7¢g 402,9g

Séo Sepé 08/13 8.387,6g 1.122,23¢

Santana do Livramento 04/11 1.050,00g 311,2¢g

Santana do Livramento 09/11 1.013,5¢g 217,15¢g

O processo de fracionamento do extrato bruto de cada uma das coletas foi
realizado em trés etapas, as quais estdo exemplificadas na Figura 10. A primeira etapa
do fracionamento ocorreu com a dilui¢do em agua do extrato bruto, seguida da adi¢do
de NH4OH (pH ~ 9) e posterior extracdo com o solvente éter dietilico para obter a
fragdo basica etérea (FBE). Na segunda etapa, a FEB foi submetida a uma lavagem com
solugdo acida de HCI (2N) (pH ~1,5) em uma ampola de separacdo, onde foi vertida
exaustivamente, a fim de esgotar, da fase organica, os alcaloides. Na terceira etapa, a
solucdo aquosa acida foi basificada com NH4OH (pH ~ 9) para, enfim, fazer a extracdo
com ¢éter dietilico e obter a fragdo chamada de alcaloides totais (FBEAT). A fase

organica da primeira etapa foi chamada de Residuo (FBER).
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Figura 11: Fracionamento 4cido-base

FRACAO BASICA ETEREA

EXTRATO BRUTO

) Agua,
Eter Etilico,
NH4OH (pH ~ 9)

Lavagem com solugdo acida
HCI 2N (pH ~ 2)

Eter Etilico

FRACAO BASICA ETEREA
RESIDUO (FBER)

FRACAO ETEREA BASICA
ALCALOIDES TOTAIS
FBEAT

SOLUCAO AQUOSA
SOLUCAO AQUOSA
NH4OH (pH ~ 9)
Eter etilico
SOLUCAO AQUOSA
(DESPREZADA)

A fracdo alcaloides totais da coleta de Sdo Sepé 08/13 néo foi trabalhada pois

sua composicdo quimica era similar as outras coletas e ja havia bastante material para

trabalhar. As demais fragcdes foram analisadas por CCD, utilizando vérios sistemas

solventes, lampadas UV3s4 € UV36snm, reagente de Drangendorff e acido sulfurico/etanol
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(10:30 v:v). Assim, foi observado que as fragdes basicas etéreas alcaloides totais
continham manchas com Rfs semelhantes, desta forma, foram reunidas, 6,1409 g, ¢
submetidas a cromatografia em coluna, na qual foi utilizada silica gel 60H (230-400
mesh) como adsorvente e Cloroférmio-Metanol como sistema eluente, em gradiente de
concentragdes. Foram coletadas fragcdes de aproximadamente 100,0 mL e analisadas
individualmente em CCD. As fragdes com Rfs semelhantes foram agrupadas conforme
indicado na Tabela 7. Essas fracdes com misturas de substincias foram submetidas a
novos processos de purificacdo, através de cromatografia em coluna (silica gel, 230-400

mesh) ou placas preparativas.

Tabela 7: Cromatografia das fracdes Alcaloides Totais (FBEAT)

Fracao Sistema Solvente Peso (g) Substancia

1-17 (D) CHClL, 0,3254 mistura de substancias
18-27 (I1) CHCl5:MeOH (1%) 1,0591 A28, A0S, A26
28-57 (11D) CHCl5:MeOH (1%) 3,4982 A28, Al19, A10
58-62 (IV) CHCl;:MeOH (2%) 0,5807 A28, A29
63-82 (V) CHCl;:MeOH (3%) 0,8651 A10, AO8, A26, A28
83-97 (VI) CHCl5:MeOH (5%) 1,1016 mistura de substancias
98-99 (VII) CHCl;5:MeOH (10%) 1,9753 mistura de substancias
100-104 (VID) CHCI;:MeOH (30%) 0,8183 mistura de substancias

4.3 Scutia buxifolia

4.3.1 Extracdo, Fracionamento e Cromatografia

As cascas do caule da espécie Scutia buxifolia foram coletadas nas cidades de
Sdo Sepé, Santana do Livramento, Cagapava do Sul e Lavras, RS. A identificagdo do
material coletado foi realizada através de comparacdo com amostra ja existente no
Herbario do Departamento de Botinica — UFSM, sob nimero SMDB 3296. Estas
coletas foram realizadas em diferentes meses do ano para verificar o perfil
cromatografico quantitiativo levando em consideracdio o local de coleta e a

sazonalidade. Os dados de cada coleta estdo listados na Tabela &.
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As cascas do caule, de cada coleta em separado, foram colocadas em estufa,
50°C, a fim de secar e eliminar a possibilidade de proliferacdo de fungos. Apos a
secagem, as cascas do caule de cada coleta foram moidas em moinho de Wiley obtendo,
assim, a massa seca moida (MSM). Cada uma das MSM foi submetida a extragdo com
aparelho de Soxlet, utilizando metanol como solvente. Ao final de varias extragdes, até
a exaustdo do material vegetal, o solvente foi evaporado em rota evaporador com
pressdo reduzida, obtendo, assim, o extrato bruto (EB), caracterizado como um residuo

escuro viscoso avermelhado.

Tabela 8: Rendimento da MSM e do EB obtidos das coletas de Scutia buxifolia

Local de Coleta/Mas/Ano Massa Seca Moida Extrato Bruto

(MSM) (EB)
Sao Sepé 08/13 1.057,0g 208,5¢g
Santana do Livramento 06/13 1.230,5¢g 292,1g
*Santana do Livramento C/E 09/13 833,6g 113,9¢g
*Santana do Livramento S/E 09/13 482,62 98,1¢g
*Cacapava do Sul S/E 10/13 2.841,5g 560,1g
*Cacapava do Sul C/E 10/13 2.229,9¢ 515,0g
Lavras do Sul 01/14 1.210,3g 359,3¢g
Lavras do Sul 07/14 1.397,0g 374,6g
Santana do Livramento 04/14 6.454,4¢g 1.397,9¢g

a = C/E: Com Espinho; S/E: Sem Espinho

O processo de fracionamento do extrato bruto de cada uma das coletas também
foi realizado em trés etapas, as quais estdo exemplificadas na Figura 10. As fragdes
obtidas foram avaliadas por CCD e foi possivel verificar que possuiam manchas com
Rfs parecidas. Dessa forma, foi decidido reunir todas as fragdes para poder conseguir
um maior rendimento dos compostos isolados uma vez que hd perdas no processo
cromatografico e alguns dos compostos obtidos em trabalhos anteriores se encontravam
em pouquissimas concentracdes. Além disso, para cada fracdo obtida foi tracado seu
perfil cromatografico quantitativo (pag. 70) podendo, entdo, verificar em quais coletas
os compostos isolados estdo presentes.

As fragdes reunidas (11,3402g) foram submetidas a cromatografia em coluna

(Tabela 9), tendo como fase estacionaria silica gel (230-400 mesh) e cloroféormio —
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metanol como sistema eluente, em gradientes de concentragdes. As fragdes coletadas,
aproximadamente 100mL, foram analisadas em CCD e as que possuiam Rfs
semelhantes foram agrupadas conforme indicado na Tabela 9. As fragdes foram
submetidas a novos processos de purificagdo por meio de cromatografia em coluna ou

placas preparativas.

Tabela 9: Cromatografia da fracdo Alcaloides Totais (FBEAT)

Fracao Sistema Solvente Peso (g) Substincia

1-8 (S01) CHCl; 0,4396 MS
9-16 (S02) CHCI;:MeOH (1%) 3,8792 S10, S02, MS
17-25 (S03) CHCI;:MeOH (3%) 2,2018 S16, MS
26-33 (S04) CHCl;:MeOH (5%) 0,8342 S02, S16, MS
34-36 (S05) CHCI;:MeOH (5%) 0,3319 S01, S17, MS
37-46 (S06) CHCIl3:MeOH (7%) 0,9369 S04, S17, S01, MS
47-51 (S07) CHCIl3:MeOH (15%) 0,4978 S04, S17, S16, MS
52-60 (S08) CHCIl3:MeOH (15%) 0,8826 S16,S17, MS
61-66 (S10) CHCI;:MeOH (30%) 0,7734 S01, MS
67-68 (S11) CHCIl3:MeOH (30%) 0,1743 S07, S01, S18, MS
69-71 (S12) CHCl;:MeOH (50%) 0,2583 S18, MS

MS: Mistura de Substincias



47

4.4 ANALISE CROMATOGRAFICA QUANTITATIVA (CLAE / HPLC)

As espécies pertencentes a familia Rhamnaceae sdo amplamente utilizadas na
medicina popular, em particular, as espécies Discaria americana e Scutia buxifolia.
Além da composicdo quimica destas duas espécies ter intrigado nosso grupo de
pesquisa, Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN), estas duas plantas sdo
nativas da nossa regido o que nos permitiu as monitorar durante alguns anos com o
intuito de averiguar ndo somente seus metabolitos secundarios, mas também provar seu
uso etnofarmacologico cientificamente.

Os cromatogramas serdo analisados quantitivamente com os padrdes purificados

no nosso grupo de pesquisa por alunos da pds-graduagao.

4.4.1 Discaria americana

As fragdes de alcaloides totais das coletas dos municipios de Sdo Sepé e Santana
do Livramento, RS, apresentaram algumas variagdes em sua composi¢do quimica
quando analisadas via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC). Para
tanto, foram utilizados os seguintes padrdes: Discarina C (41), Discarina B (42),
Discarina D (43), Discareno C (44), Frangulanina (45), Frangufolina (46) e Adouetina
Y’ (47). As fracoes analisadas de alcaloides totais obtidas do fracionamento, descrito

anteriormente (Figura 10), s@o das coletas descritas na Tabela 7.

4.4.2 Scutia buxifolia

Os padroes utilizados para a analise da espécie Scutia buxifolia foram
Scutianina-N (48) e -P (49), e os Scutianenos -X (13), -Z (15), além dos compostos
isolados pela primeira vez na espécie, Aralionina-B S02 (50) e Tembamida S10 (38),
além do composto com estrutura inédita, S18 (51). Foram analisadas as fracdes de
alcaloides totais obtidas do fracionamento descrito anteriormente (Figura 10) das coletas
descritas na Tabela 9, das cidades de Sao Sepé, Santana do Livramento, Cagapava do

Sul e Lavras do Sul, RS.
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4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA /N VITRO

4.5.1 Micro-organismos Utilizados

Os métodos utilizados para determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) e
as concentragdes letais minimas (CLM) foram de micro diluicdo em caldo padronizados
(M7-A6) e (M27-A2) pelo CLSI (NCCLS, 2006; NCCLS, 2002).

Os micro-organismos que foram empregados para a realizagdo da atividade
antimicrobiana sdo cepas referéncia da American Type Collection (ATCC), constituidos

de micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos, Tabela 10.

Tabela 10: Microrganismos indicadores

Caracteristica Micro-organismo ATCC
Bacillus subtilis 19659
Enterococcus spp. 6589

Gram-positivo Enterococcus fecalis 19433
Staphylococcus aureus 25923
Bacillus cereus 11778
Salmonella typhimurium 14028
Proteus mirabilis 25933
Escherichia coli 25922
Pseudomonas aeroginosas 27853

Gram-negativo Shigella flexneri 12022
Enterobacter aerogenes 13048
Morganella morganii 25829
Shigella sonnei 25931
Enterobacter aerogenes 13048

4.5.2 Padrdes utilizados nos Ensaios Microbiologicos

O padrao utilizado para bactérias, Clorofenicol, foi preparado conforme FDA

(FDA, 1991).
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4.5.3 Meios de culturas empregados

Os meios foram preparados conforme instru¢des do fabricante e, esterilizados
em autoclave a 121°C, 1 atm, por 45 minutos. As cepas dos micro-organismos
indicadores foram armazenadas em geladeira, sendo utilizado meio Agar Miiller-

Hinton.

Tabela 11: Meios de cultura

Meio de cultura Composicao Quantidade (g)

Repique de bactérias

Cloreto de sodio 8,0
Meio Agar nutriente Extrato de carne 3,0
Peptona de gelatina 5,0
Agar bacterioldgico 15,0
Cultivo de bactérias
Dextrose 2,5
Meio caldo de caseina de soja Cloreto de sodio >0
Fosfato dibasico de potassio 2,5
Peptona de caseina 17,0
Peptona de soja 3,0

4.5.4 Preparacdo dos inoculos e Determinacao da CIM pelo método de micro dilui¢ao

Foram transferidos, com o auxilio de uma alca de platina, culturas dos micro-
organismos indicadores para tubos de ensaio contendo 5 mL de solucdo salina 0,8%. Os
indculos foram padronizados comparando com o tubo padrio 0,5 da escala
nefelométrica de McFarland, correspondendo a 1,5X10® UFC mL" (Unidades
Formadoras de Colonia por mL).

As amostras testadas foram diluidas em meio liquido (Img/mL) e diluidas
novamente em placas de cultura estéreis de 96 pogos, nas concentragdes de 200 a 1,56
ug/mL para os padrdes e 500 a 31,5 ug/mL para as FBEAT. Cada pogo foi inoculado
com os microrganismos (1x10° células viaveis) e homogeneizados, sendo entdo, as

microplacas incubadas por 24 horas a 35 °C para bactérias. Apds a incubacdo, o
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crescimento microbiano foi visualizado pela turvagdo, podendo ser determinado o CIM,
50 % da capacidade de inibir o crescimento do micro-organismo em especifico.

A leitura foi realizada por meio da medida de Densidade Otica em um
espectrofotometro (Molecular Devices modelo SpectraMax M2). A microplaca de 96
pocos foi colocada num Spectra Max M2 espectrofotometro de microplacas (Molecular
Devices Corp) programado para realizar as medigdes a 23°C. As densidades opticas das
culturas celulares foram lidas utilizando um comprimento de onda de 620 nm, e
agitacdo (30 s) entre cada uma das medi¢des de leitura (LEHTINEN, JARVINEN, et
al., 20006).

4.5.5 Determinag@o da Concentra¢ao Letal Minima (CLM)

Nos pogos que ndo apresentaram crescimento de micro-organismos, foram
repicados das diluigdes para placa de Petri contendo agar Miiller-Hinton para bactérias.
Depois do periodo de incubagdo, foi determinada a menor concentragdo capaz de causar
a morte dos micro-organismos, correspondendo, dessa forma, a CLM. Os mesmos

foram realizados em triplicata, e a analise dos padrdes foi realizada ao mesmo tempo.
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4.6 METABOLITOS ISOLADOS E IDENTIFICADOS

4.6.1 Alcaloides Ciclopeptidicos

4.6.1.1 Alcaloides isolados de Discaria americana

4.6.1.1.1 Discarina B, A08 (42)

s Aspecto fisico: solido branco 48,1 mg;
14 13

N\ Pf.: 238-240°C (Lit. 237-239°C; (GIACOMELLI,
L W/ 2005);
Ve J " RE:025 (CHCL:MeOH 3%);
R \[Q [a]p2’=-172 (¢ 0,1 em CHCLy), (GIACOMELLI,
T N s "
/27 Isolamento: Discaria americana.

RMN de 'H a 400,13 MHz, CDCly: & 4,89 (1H, dd, J=2,1, 7,7 Hz, H-3), § 4,43 (1H,
dd, J=7.8, 10,4 Hz, H-4), § 5,97 (1H, d, J=7,1 Hz, NH-6), & 4,26 (1H, dd, J=6,7, 11,5
Hz, H-7), § 6,13 (1H, d, /=8,9 Hz, NH-9), § 6,5 (1H, H-10), & 6,3 (1H, d, J/=7,6 Hz, H-
11), § 6,79 (1H, dd, J=1,6, 8,6 Hz, H-13), 5 6,93 (1H, H-14), 5 6,97 (1H, H-15), 5 7,10
(1H, H-16), & 2,01 (1H, m, H-17), § 1,22 (1H, d, J=6,8 Hz, H-18), 0,97 3H, d, J=6,4
Hz, H-19), 5 6,96 (1H, NH-20), 5 2,43 (1H, d, J=4,7 Hz, H-22), 5 1,78 (1H, m, H-23), §
1,49-1,25 (1H, m, H-24, H24%), § 0,93 (3H, t, J=7.4, H-25), 5 0,87 (3H, d, J=6,8Hz, H-
26), 5 2,04 (6H, s, N-(CH3),-27, -28), & 3,31 (1H, dd, J=4.9, 14,7 Hz, H-29), § 2,86 (1H,
dd, J=6,1, 14,7 Hz, H-29"), § 8,65 (1H, s, NH-30), & 7,16 (1H, H-31), § 7,58 (1H, d,
J=8,1 Hz, H-34), § 7,06 (1H, H-35), 5 7,30 (1H, d, J=8,1 Hz, H-36), § 7,16 (1H, H-37);

RMN de *C a 100,62 MHz , CDCl3: § 156,2 (C-1), § 81,4 (C-3), § 55,6 (C-4), 5 171,3
(C-5), § 54,2 (C-7), 5 167,6 (C-8), § 125,6 (C-10), § 117,5 (C-11), & 129,9 (C-13), &
122,1 (C-14), 3 131,5 (C-15), & 121,4 (C-16), & 29,1 (C-17), § 20,2 (C-18), & 14,9 (C-
19), § 172,3 (C-21), § 74,0 (C-22), § 34,7 (C-23), § 27,5 (C-24), § 14,5 (C-25), & 12,2
(C-26), § 42,8 (C-27, -28), § 27,3 (C-29), § 123,9 (C-31), § 136,4 (C-32), & 109,4 (C-
33), 8 119,6 (C-34), § 122,3 (C-35), 5 110,9 (C-36), 5 117,8 (C-37), § 127,1 (C-38).
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4.6.1.1.2 Discarina C, A28 (41)

Aspectos fisicos: solido branco 276,9 mg,

Pf.: 240-242°C (Lit. 240-242 °C; GIACOMELLI,
2005);

Rf.: 0,6 (CHCI;:MeOH 3%);

[alp™*= -239 (¢ 0,1 em CHCl3), (GIACOMELLI,
2005);

Isolamento: Discaria americana.

RMN de 'H (400 MHz), CDCly: § 6,15 (1H, d, J=6,4Hz, H-3), § 4,73 (1H, dd, J=6 4,
8,8Hz, H-4), § 6,22 (1H, d, J=7,6Hz, NH-6), § 4,15 (1H, m, H-7), § 6,59 (1H, d,
J=10,0Hz, NH-9), 5 6,73 (1H, dd, J=7.6, 10,4Hz, H-10), 5 6,36 (1H, d, J=7,6Hz, H-11),
8 7,04-7,35 (4H, H-13, -14, -15, -16), & 7,04-7,35 (5H, H-18, -18’, -19, -19°, -20), &
7,30 (1H, NH-21), § 2,62 (1H, dd, J=4,8, 8,0Hz, H-23), § 1,03/1,25 (1H, m, H-24, H-
24%), § 1,61 (1H, m, H-25), § 0,87 (3H, d, J=6,5Hz, H-26), 5 0,81 (3H, d, J=6,4Hz, H-
27), 5 1,69 [6H, s, N-(CH3),-28, -29], 5 1,81/1,39 (1H, m, H-30, H-30"), & 1,43 (1H, m,
H-31), 5 0,81 (3H, d, J=6,8Hz, H-32), 5 0,79 (3H, d, J=6,8Hz, H-33);

RMN de *C a 100,62 MHz , CDCls: § 155,5 (C-1), & 82,0 (C-3), 5 56,3 (C-4), § 171,3
(C-5), 8 52,5 (C-7), & 167,6 (C-8), & 125,8 (C-10), & 115,1 (C-11), & 132,4 (C-12), &
123,7-132,2 (C-13, -14, -15, -16), 5 137,4 (C-17), 5 127,8-132,2 (C-18, -18’, -19, -19’, -
20), § 173,9 (C-22), § 65,7 (C-23), & 34,1 (C-24), 5 24,6 (C-25), § 20,7 (C-26), & 21,9
(C-27), 5 41,0 (C-28, -29), 5 39,4 (C-30), § 26,1 (C-31), § 23,1 (C-32), § 22,8 (C-33).
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4.6.1.1.3 Frangulanina, A26 (45)

15 16

Aspecto fisico: solido branco 47,8 mg;

Pf..  275-277°C  (Lit. 277278  °C;
GIACOMELLI, 2005);

Rf.: 0,4 (CHCl;: MeOH 3%);

[a]lp?: -288 (¢ 0,1 em CHCl3), (GIACOMELLI,
2005);

Isolamento: Discaria americana.

RMN de 'H (400 MHz), DMSO-d°: § 4,86 (1H, dd, J=1,8, 7,5Hz, H-3), § 4,39 (1H, dd,
J=7,5Hz, 1,=10,0Hz, H-4), 5 5,83 (1H, d, J=6,7Hz, NH-6), § 3,92 (1H, m, H-7), § 6,34
(1H, d, J=8,0Hz, NH-9), § 6,49 (1H, t, J=8,0Hz, H-10), 5 6,34 (1H, d, J=8,0Hz, H-11),
8 6,97-719 (4H, H-13, -14, -15, -16), & 1,89 (1H, m, H-17), § 1,18 (3H, d, J=6,6Hz, H-
18), 8 0,93 (3H, d, J=6,6Hz, H-19), & 7,29 (1H, d, J=10,0Hz, NH-20), 5 2,58 (1H, d,
J=2,3Hz, H-22), § 1,69 (1H, m, H-23), & 1,42/1,25 (2H, m, H-24, -24°), § 0,85 3H, t,
J=1,2Hz, H-25), § 0,86 (3H, d, J=7,2Hz, H-26), § 2,11 (6H, s, N-(CH3),-27, -28), &
1,23/1,57 (2H, m, H-29, -29°), § 1,32 (1H, m, H-30), § 0,74 (3H, d, J=6,8Hz, H-31), &
0,68 (3H, d, J=6,8Hz, H-32);

RMN de “C a 100,62 MHz , DMSO-d®: § 156,2 (C-1), & 81,7 (C-3), & 55,4(C-4), &
172,4 (C-5), 8 52,7 (C-7), & 168,0 (C-8), & 125,9 (C-10), § 117,9 (C-11), 8 131,8 (C-12),
§ 121,9-131,4 (C-13, -14, -15, -16), § 29,2 (C-17), 21,6 (C-18), & 15,3(C-19), 5 171,5
(C-21), 8 73,1 (C-22), & 33,9 (C-23), 28,4 (C-24), & 12,3 (C-25), § 15,1 (C-26), & 42,9
(C-27, -28), § 40,3 (C-29), 5 42,9 (C-30), 5 24,5 (C-31), & 22,8 (C-32).
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4.6.1.1.4 Discarina D, A31 (43)

Aspecto fisico: solido branco 6,1 mg;

Pf.: 210-212°C (Lit. 211-213 °C;
GIACOMELLI, 2005);

Rf.: 0,66 (CHCl3:MeOH 3%);

[@]p?®: -148 (¢ 0,1 em CHCL),
(GIACOMELLLI, 2005);

Isolamento: Discaria americana.

RMN de 'H (400 MHz), CDCls: 5 6,39 (1H, d, J=7,6Hz, H-3), § 4,65 (1H, dd, J=6,0,
8,8Hz, H-4), § 6,11 (1H, d, J=6,4Hz, NH-6), § 4,55 (1H, m, H-7), & 6,55 (1H, d,
J=10,0Hz, NH-9), 6,67 (1H, t, J=8,8Hz, H-10), § 6,44 (1H, d, /=8,0Hz, H-11), § 7,05-
7,49 (4H, H-13, -14, -15, -16), § 7,05-7,49 (5H, H-18, -18°, -19, -19°, -20), § 7,29 (1H,
NH-21), § 2,27 (1H, dd, J= 6,0, 7,6 H-23), & 1,11/0,92 (2H, m, H-24, -24°), § 1,49 (1H,
m, H-25), § 0,84 (3H, d, J=6,8Hz, H-26), § 0,78 (3H, d, J=6,4Hz, H-27), 5 1,58 (6H, s,
N-(CH;)-28, -29), & 3,18 (1H, dd, J= 3,6, 15,2Hz, H-30), & 2,85 (1H, dd, J= 8,8,
15,2Hz, H-30"), § 7,05-7,49 (5H, H-32, -32°, -33, -33", -34);

RMN de *C a 100,62 MHz , CDCls: § 155,4 (C-1), § 82,0 (C-3), 5 56,0 (C-4), 5 171,2
(C-5), 8 54,1 (C-7), & 167,0 (C-8), & 125,7 (C-10), & 116,5 (C-11), & 132,5 (C-12), &
123,5-132,0 (C-13, -14, -15, -16), § 137,4 (C-17), 5 123,5-132,0 (C-18, -18’, -19, -19’, -
20), 5 173,7 (C-22), § 65,2 (C-23), 5 34,8 (C-24), 5 26,0 (C-25), & 22,2 (C-26), & 22,8
(C-27),5 40,9 (C-28, -29), § 36,4 (C-30),  123,5-132,0 (C-31, -31°, -32, -32°, -33).
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4.6.1.1.5 Adouetina Y’, A10 (47)

Aspecto fisico: solido branco 2,4 mg;

18 1 12 11
>7 o \ Pf.: 288-289 °C (288-289°C Lit. (GIACOMELLI,
10
19

d O (0}

§_< W | 2005)
5 8

HN 20 Hlélf

Rf.: 0,60 (CHCl;:MeOH 3%);

';"/30 31
21 0
[a]p®": -230 (c 0,1 em CHCl;), (GIACOMELLI,
Nz i » »
26 y 24 N—29 2005);
25 2!; Isolamento: Discaria americana.

RMN de 'H (400 MHz), CDCly: § 5,01 (1H, dd, J=2,0, 7,2Hz, H-3), & 4,47 (1H, dd,
J=1.6, 10,4Hz, H-4), § 5,77 (1H, d, J=7,6Hz, NH-6), § 3,91 (1H, m, H-7), § 6,41 (1H,
d, J=8,0Hz, NH-9), 5 6,64 (1H, dd, J=7,2, 9,6Hz, H-10), 5 6,34 (1H, d, J=7,6Hz, H-11),
8 6,95-7,25 (4H, H-13, -14, -15, -16), § 1,91 (1H, m, H-17), § 1,27 (3H, d, J=6,8Hz, H-
18), 5 1,01 (3H, d, J=6,8Hz, H-19), & 7,74 (1H, d, J=8,8Hz, NH-20), & 3,18 (1H, m, H-
22), § 3,18 (1H, m, H-23), & 2,85 (1H, dd, J= 4,8, 14,0Hz, H-23"), § 6,95-7,25 (5H, H-
25, -25°, -26, 26, 27), § 2,27 (6H, s, N-(CH3),-28, -29), & 2,05 (1H, m, H-30), 5 0,85
(2H, m, H-31, -31°), § 0,69 (3H, t, J=4,4Hz, H-32), § 0,40 (3H, d, J=7,2Hz, H-33);

RMN de C a 100,62 MHz , CDCls: § 155,8 (C-1), 8 81,3 (C-3), § 55,2 (C-4), 5 172,1
(C-5), 8 59,5 (C-7), & 166,9 (C-8), & 125,5 (C-10), & 115,9 (C-11), & 131,8 (C-12), &
122,8-130,0 (C-13, -14, -15, -16), & 29,3 (C-17), § 20,3 (C-18), § 15,6 (C-19), & 172,7
(C-21), § 70,8 (C-22), 5 29,9 (C-23), & 140,27 (C-24), & 122,8-130,0 (C-25, -25°, -26, -
26, -27), 5 41,8 (C-28, -29), & 34,5 (C-30), & 23,6 (C-31), 5 15,13 (C-32), 5 11,99 (C-
33).
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4.6.1.1.6 Frangufolina, A19 (46)

15 16
14 13
18 o ! 12 11 Aspecto fisico: solido branco 9,4 mg;
—3 0o o \ 10 Pf.: 248-250°C (Lit. 247-249 °C; (ABU-
4
19 S\g 8 \n ZARGA, SALIM e AL-ABOUDI, 1995);
7
HN 20 HN 32
” Rf.: 0,70 (CHCI3:MeOH 3%);
6) by €
(22 \,  lalp™=-316 (em CHCL), (HAN, PARK ¢
25 23
2% 24 1/‘1’29 HAN, 1990);
25 g Isolamento: Discaria americana

RMN de 'H (400 MHz), CDCl;: § 5,01 (1H, dd, J=2,4, 7,2Hz, H-3), & 4,49 (1H, dd,
J=7,2, 10,0Hz, H-4), § 5,69 (1H, d, J=7,6Hz, NH-6), § 4,05 (1H, m, H-7), § 6,44 (1H, d,
J=10,4Hz, NH-9), § 6,66 (1H, dd, J=7,6, 10,0Hz, H-10), § 6,44 (1H, d, J=7,2Hz, H-11),
8 7,03-7,26 (4H, H-13, -14, -15, -16), 8 1,95 ( 1H, m, H-17), § 1,29 (3H, d, J=6,8Hz, H-
18), & 1,22 (3H, d, J=6,8Hz, H-19), & 7,84 (1H, d, J=10,4Hz, NH-20), & 3,21 (1H, m, H-
22), 8 3,18 (1H, m, H-23), § 2,75 (1H, dd, J= 8,4, 16,4Hz, H-23"),8 7,03-7,26 (5H, H-
25, 257, -26, -26°, -27), & 2,25 [6H, s, N-(CH3),-28, -29], & 1,69/ 1,21 (2H, m, H-30, -
30%), 1,15 (1H, m, H-31), § 0,65 (3H, d, J=6,4Hz, H-32), & 0,61 (3H, d, J=6,4Hz, H-
33);

RMN de C a 100,62 MHz , CDCls: § 156,0 (C-1), 8 81,7 (C-3), § 55,2 (C-4), § 171,7
(C-5), 8 52,2 (C-7), & 167,5 (C-8), & 125,7 (C-10), & 115,7 (C-11), & 140,4 (C-12), &
122,9-131,4 (C-13, -14, -15, -16), § 29,3 (C-17), 20,3 (C-18), § 15,0 (C-19), & 172,7
(C-21), § 70,5 (C-22), § 30,7 (C-23), & 140,4 (C-24), & 122,9-131,4 (C-25, -25°, -26, -
26°,27) 5 41,9 (C-28, -29), § 39,7 (C-30), 5 24,4 (C-31), § 23,1 (C-32), § 20,5 (C-33).
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4.6.1.2 Alcaloides isolados de Scutia buxifolia
4.6.1.2.1 Scutianina P, SO1 (50)

Aspecto fisico: s6lido branco 26,6 mg;
Pf.: 189-190 °C (Lit. 189-190 °C
(MARANGON, 2014);

Rf.: 0,52 (CHCl;:MeOH 5%);

[a]p2: -137,7° (c= 0,19 em CHCl;),
(MARANGON, 2014);

25

. Isolamento: Scutia buxifolia

RMN de 'H (400 MHz), CDCls: § 4,87 (1H, d, J=6,8, Hz, H-3), § 4,39 (1H, dd,
J=7,5Hz, J,=10,0Hz, H-4), § 6,39 (1H, d, J=8,0Hz, H-6), 5 4,32 (1H, s, H-7), § 6,28
(1H, s, H-9), § 6,51 (1H, s, H-10), 5 6,51 (1H, s, H-11), § 7,03-7,13 (4H, H-13, -14, -15,
-16), 8 1,96 (1H, H-17), § 1,21 (3H, d, J=6,8Hz, H-18), § 0,96 (3H, d, J=6,8Hz, H-19),
87,26 (1H, NH-20), § 2,31 (1H, s, H-22), § 1,74 (1H, m, H-23), § 1,49/1,31 (2H, m, H-
24, -24), 8 0,93 (3H, t, J=7,6Hz, H-25), 5 0,84 (3H, d, J=6,8Hz, H-26), 5 1,96 (6H, s,
N-(CH;)-27, -28), § 5,13 (1H, s, H-29), § 7,13-7,29 (5H, H-31, 31°, -32, -32°, -33);

RMN de C a 100,62 MHz , CDCls: § 156,3 (C-1), 8 81,5 (C-3), § 55,3 (C-4), 5 172,1
(C-5), 8 58,8 (C-7), & 171,7 (C-8), & 120,5 (C-10), & 125,5 (C-11), & 131,0 (C-12), &
131,0 (C-13 ou C-16), 8 131,0 (C-13 ou C-16), & 122,4 (C-14 ou C-15), & 120,9 (C-14
ou -15), § 28,2 (C-17), § 20,2 (C-18), § 15,1 (C-19), & 167.3 (C-21), § 72,2 (C-22), &
34,1 (C-23), § 29,0 (C-24), § 12,5 (C-25), & 14,9 (C-26), & 42,7 (C-27, -28), 5 139,5 (C-
30), 5 126,2 (C-31, -31°), 5 128,6 (C-32, -32°), 5 127,8 (C-33).
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4.6.1.2.3 Aralionina B, S02 (51)

i
1918 o— 2 u Aspecto fisico: Sélido branco 5,7 mg;
20 3 10 Pf.: 102,4-104,6
(o] le) 9 e B >

NH
./ ° Rf.: 0,54 (CHCI3: MeOH 7%)
30—2 [a]p™’: -68,11° (c= 0,054 em MeOH)

Isolamento: Scutia buxifolia

RMN de 'H (400 MHz), DMSO-d*: § 5,76 (1H, s, H-3), § 4,63 (1H, dd, J= 1,6, 10,0,
H-4), 5 7,60 (1H, d, J=8,8 Hz, H-6), § 3,92 (1H, t, J= 8,4, H-7), 8,21 (1H, s, H-9), §
5,98 (1H, d, J=8,4 Hz ,H-10), 5 6,72 (1H, d, /=7,6 Hz ,H-11), § 6,93-7,19 (4H, H-13, -
14, -15, -16), 8 7,60 (2H, d, J= 7,6, H-18, 18°), 7,37 (2H, t, J= 7,2 H-19, 19°), § 7,37
(1H, H-20), 5 7,94 (1H, d, J= 10,0, H-21), 3,05 (1H, dd, J=5,6, 8,4, H-23), § 2,56 (1H,
dd, J=5.2, 14,0, H-24), § 2,38 (1H, dd, J=8,4, 14,0, H-24"), § 6,93-7,19 (5H, H-26, -
26°,-27,-27°, -28), § 2,15 (3H,s, H-29), § 2,47 (1H, m, H-30), § 0,92/ 1,31 (2H, m, H-
31/H-31°), 5 0,75 (3H, H-32), § 0,75 (3H, H-33);

RMN de *C a 100,62 MHz , DMSO-d®: § 158,3 (C-1), & 85,9 (C-3), & 55,1 (C-4), &
166,9 (C-5),5 56,8 (C-7), & 168,7 (C-8), 5 126,8 (C-10), & 128,6 (C-11), § 132,1 (C-12),
8 119,5-127,7 (C-13, -14, -15, -16), & 139,4 (C-17), & 126,8 (C-18), & 127,7 (C-19), &
127,3 (C-21), & 172,4 (C-22), & 65,3 (C-23), & 38,8 (C-24), & 138,0 (C-25), & 119,5-
127,7 (C-26, -26°, -27, 27", -28), & 33,9 C-29), § 36,27 (C-30), & 24,1 (C-31), 5 10,4
(C-32), 5 14,9 (C-33).



59

4.6.1.2.6 Scutianina N, S07 (49)

Aspecto fisico: So6lido branco 6,3 mg;
Pf.: 209-211 °C (Lit. 210,8-212 °C
(MARANGON, 2014)

Rf.: 0,44 (CHCl;: MeOH 5%)

[a]p®": -165 (¢=0,2 em CHCl;)
(MARANGON, 2014)

27 Isolamento: Scutia buxifolia

25

RMN de 'H (400 MHz), CDCl3: § 4,88 (1H, dd, J=2,0; 7,6 Hz, H-3), 5 4,38 (1H, m, H-
4,8 6,15 (1H, d, J=7,6 Hz, H-6), § 4,42 (1H, m, H-7), § 6,22 (1H, d, J=7,6 Hz, H-9), §
6,39 (1H, H-10), § 6,46 (1H, d, J=7,2 Hz ,H-11), § 6,99 (1H, H-13), § 7,10 (1H, d, J=
2,4, 8,4, H-14), § 6,87 (1H, d, J= 8,4 H-15), 5 6,98 (1H, H-16), & 2,04 (1H, m, H-17), §
1,24 (3H, d, J=6,8, H-18), 5 0,99 (3H, d, J=6,8, H-19), 5 7,18 (1H, d, J=8,0, NH-20), 5
2,57 (1H, d, J=4,4, H-22), & 1,82 (1H, m, H-23), § 1,29/ 1,53 (2H, m, H-24/ H-24"), §
0,95 3H, t, J= 7,2, H-25), 5 0,89 (3H, d, J= 6,8, H-26), 2,14 (6H, s, CH;-27, -28,
N(CHs),), § 5,06 (1H, 5, H-29), § 7,26-7,33 (5H, H-31/31, -32/32’, -33);

RMN de C a 100,62 MHz , CDCls: § 156,3 (C-1), & 81,3 (C-3), 5 55,9 (C-4), 5 171,6
(C-5),5 59,4 (C-7), & 166,3 (C-8), & 125,2 (C-10), § 120,2 (C-11), & 131,1 (C-12), &
130,9 (C-13, § 129,8 (C-14), 5 120,8 (C-15), & 122,1 (C-16), & 28,9 (C-17), & 20,1 (C-
18), & 14,8 (C-19), 5 172,9 (C-21), 73,7 (C-22), & 34,5 (C-23), § 27,6 (C-24), & 12,2
(C-25), § 14,5 (C-26), 5 43,1 (C-27, -28). 5 72,7 (C-29), 5 138,7 (C-30), & 125, 9 (C-31,
-31°), 5 128,6 (C-32, 327), § 128,0 (C-33).
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4.6.2 Ciclopeptideos Neutros

4.6.2.1 Discareno C, E02 (44)

15 16

1413 Aspecto fisico: p6 branco 3,4 mg;
PF.: 274-275°C (Lit. 273-275 °C
(GIACOMELLI, 2005);
Rf.: 0,63 (CHCI3-MeOH 3%);

22 o 28 29 | Isolamento: Discaria americana

"H-NMR (600 MHz), CDCly: § 6,14 (1H, d, J=4,0Hz, H-3), 5 4,85 (1H, dd, /=4,4,
10,0Hz, H-4), § 6,32 (1H, d, J=5,2Hz, NH-6), § 4,13 (1H, m, H-7), § 6,63 (1H, d,
J=6,8Hz, NH-9), 5 6,75 (1H, t, J=6,8Hz, H-10), 5 6,36 (1H, H-11), § 7,15-7,55 (4H, H-
13, -14, -15, -16), § 7,15-7,55 (5H, H-18, -18’, H-19, -19°, H-20), § 5,07 (1H, d,
J=5,6Hz, NH-21), § 5,22 (1H, d, J=10,4Hz, H-23), § 6,36 (1H, m, H-24), § 2,26 (1H, m,
H-25), § 0,92/0,91 (6H, d, J=4,0Hz, H-26, -27), § 1,78/1,31 (2H, m, H-28, -28), 5 1,17
(1H, m, H-29), § 0,75 (3H, d, J=4,4Hz, H-30), 0,65 (3H, d, J=6,5Hz, H-31);

RMN de *C a 150,92 MHz , CDCls: § 155,4 (C-1), 5 82,1 (C-3), 5 56,3(C-4), § 171,2
(C-5), 8 52,7 (C-7), & 167,5 (C-8), & 125,7 (C-10), & 114,9 (C-11), & 132,8 (C-12), &
123,6-132,3 (C-13, -14, -15, -16), 5 136,7 (C-17), & 123,6-132,3 (C-18, -18’, -19, 19’, -
20), 5 165,9 (C-22), § 119,3 (C-23), & 153,1 (C-24), & 30,8 (C-25), § 21,4 (C-26), 5 21,3
(C-27), § 39,3 (C-28), & 24,5 (C-29), & 23,2 (C-30), § 20,6 (C-31).
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4.6.2.2 Scutianeno X, S17 (13)

13 Aspecto fisico: po branco 9,4 mg;
. \1 PF.: 227-229°C (Lit. 228-230 °C
10
RN (MALDANER, 2010);

Rf.: 0,44 (CHCI3-MeOH 7%);

Isolamento: Scutia buxifolia

RMN de 1H a 400,13 MHz, DMSO: § 4,17 (1H, d, J= 7.2, Hz, H-3), 4,19 (1H, dd, J=
7,2; 9,0 Hz, H-4), 7,08(1H, s, NH-6), 4,09 (1H, t, J=9,6; Hz, H-7), 8,30 (1H, s, NH-9),
5,97 (1H, dd, J=7,3; 1,2 Hz, H-10), 6,76 (1H, d, J=7,3 Hz, H-11), 6,67-7,64 (4H, H-13,
H-14, H-15, H-16), 1,86 (1H, m, H-17), 1,15 3H, d, J= 6,8 Hz, H-18), 0,89 (3H, d, J=
6,8 Hz, H-19), 7,96 (1H, d, J= 9,6 Hz, NH-20), 6,42 (1H, d, J= 15,8 Hz, H-22), 7,40
(1H, d, J= 15,7 Hz, H-23), 6,67-7,64 (5H, H-25, H-25", H-26, H-26", H-27); 4,26 (1H,
dd, J=9,5; 4,6 Hz, H-28), 5,31 (1H, d, J= 4,6 Hz, HO-28) 6,66-7,64 (5H, H-30, H-30",
H-31, H-31°, H-32);

RMN de 13C a 100,62 MHz, DMSO: § 158,4 (C-1), 86,1 (C-3), 56,0 (C-4), 166,7 (C-
5), 57,2 (C-7), 168,4 (C-8), 127,3 (C-10), 117,3-141,8 (C-11, C-12, C-13, C-14, C-15,
C-16), 27,8 (C-17), 20,1 (C-18), 14,7 (C-19), 163,2 (C-21), 121,6 (C-22), 138,9 (C-23),
134,5 (C-24), 117,3-141,8 (C-25, C-25°, C-26, C-26°, C-27), 73,2 (C-28), 117,28-141,8
(C-29, C-30, C-30°, C-31, C-31°, C-32).
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4.6.2.3 Scutianeno Z, S16 (15)

15 16
1413 Aspecto fisico: solido branco 16,9 mg;
Pf.: 246-248°C (Lit. 248-250 °C (MALDANER,
2010);

Rf.: 0,64 (CHCI3-MeOH 7%);

Isolamento: Scutia buxifolia
24 1 31

26 —23
25

28

RMN de 1H a 400,13 MHz, DMSO-d®: 5 5,73 (1H, s, H-3), 4,81 (1H, dd, J= 1,6; 10,0
Hz, H-4), 7,83 (1H, d, J= 9,2, NH-6), 3,92 (1H, H-7), 8,23 (1H, s, NH-9), 6,71 (1H, d,
J= 1,6 Hz, H-10), 5,99 (1H, d, J=7,2 Hz, H-11), 6,92-7,62 (4H, H-13, -14, -15, -16),
6,92-7,62 (5H, H-18, -18°, -19, -19°, -20), 7,97 (1H, d, J= 10,0 Hz, NH-21), 6,96 (1H, d,
J= 16,4 Hz, H-23), 7,21 (1H, d, J= 16,0 Hz, H-24), 6,92-7,62 (5H, H-26, H-26’, H-27,
H-27°, H-28); 1,43 (1H, m, H-29), 1,32/0,91 (2H, m, H-30, 30°), 0,75 (6H, H-31, -32);

RMN de 13C a 100,62 MHz, DMSO: § 158.6 (C-1), 86,3 (C-3), 56,9 (C-4), 167,1 (C-
5), 55,7 (C-7), 168,8 (C-8), 129,9 (C-10), 126,8 (C-11), 121,82-134,8 (C-12, -13, -14, -
15, -16), 138,4 (C-17), 121,82-134,8 (C-18, -18°, -19, -19°, -20), 164,6 (C-22), 121,82-
134,8 (C-23), 121,82-134,8 (C-24), 139,5 (C-25), 121,8-134,8 (C-26, -26, -27, -27, -
28), 40,6 (C-29), 24,2 (C-30), 10,55 (C-31), 14,9 (C-32).
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4.6.3 Peptideos

4.6.3.1 Scutianina Q, S18 (52)

Aspecto fisico: solido amarelo 60 mg;
Pf.:127-129 °C

Rf.: 0,12 (CHCI3: MeOH 7%)

[a]p: -207° (c= 0,14 em MeOH)

11

10
N\
8

Isolamento: Scutia buxifolia
IUPAC: (2)-2-(2-(2-(dimethylamino)-3-
phenylpropanamido)-3-phenylacrylamido)-3-

methylpentanamide

RMN de 'H (400 MHz), CDCls: § 4,44 (1H, dd, J=4,8, 8,6 Hz, H-2), § 2,12 (1H, m, H-
3), § 1,46/1,03 (2H, m, H-4), § 0,90 (3H, t, J=7,3 Hz, H-5), § 0,96 (3H, d, J=6,9 Hz, H-
6), 8 6,96 (1H, s, H-10), 3 6,45 (1H, d, J= 8,4Hz, NH-7), § 7,25-7,31 (5H, H-12, -12’, -
13, -13°, -14), § 5,56 (1H, s, NH-15), 3,48 (1H, dd, J=5,2, 7,8Hz, H-17), § 3,20 (2H,
dd, J=7.8, 13,9 Hz, H-18), 5 2,88 (2H, dd, J=5,2, 13,9Hz, H-18"), § 7,25-7,31 (5H, H-
20, -21, -22, -23), § 2,35 (6H, s, N-(CHs),-24, -25);

RMN de *C a 100,62 MHz , CDCls: § 173,5 (C-1), § 58,2 (C-2), & 36,1 (C-3), & 24,5
(C-4), 5 15,9 (C-5), 5 11,7 (C-6), & 165,5 (C-8), & 129,7 (C-9), & 125,6 (C-10), & 133,5
(C-11), § 129,2-126,2 (C- 12, -13, -14), § 172,5 (C-16), 5 70,9 (C-17), § 30,7 (C-18), &
139,5 (C-19), § 129,2-126,2 (C- 20, -21, -22), § 42,0 (C-23, -24).
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4.6.3.2 Scutianina R, S04 (52)

) X . Aspecto fisico: solido branco, 1,36 mg;
A\ & S| PL:191,4-192,1 °C
"t OH“ X, . | RL:0,12 (CHCI3: MeOH 7%)
. i ) 5 [olp:
. Isolamento: Scutia buxifolia

22

RMN de 'H (400 MHz), CDCl: 5 4,24 (1H, dd, J=4,8, 8,6 Hz, H-2), 5 1,83 (1H, m, H-
3), 8 1,48/1,13 (2H, m, H-4), 5 0,84 (3H, t, J/=7,2 Hz, H-5), 0,88 (3H, d, J=6,8 Hz, H-
6), 8 7,59 (1H, d, J=6,8 Hz, NH-7), § 7,06 (1H, s, H-10), 5 7,29-7,61 (5H, H-12, -12’, -
13, -13°, -14), & 9,67 (1H, s, NH-15), & 7,57 (1H, d, J=15,2Hz, H-17), 6,86 (1H, d,
J=16,0Hz, H-18), § 7,29-7,61 (5H, H-20, -20°, -21, -21°, -22);

RMN de *C a 100,62 MHz , CDCls: & 172,7 (C-1), § 57,2 (C-2), § 36,4 (C-3), § 24,2
(C-4), 8 11,1 (C-5), 5 15,5 (C-6), 5 164,7 (C-8), & 129,7 (C-9), § 129,99 (C-10), & 133,9
(C-11), 8 126,9-129,7 (C- 12, -13, -14), § 167,7 (C-16), § 140,3 (C-17), 5 120,9 (C-18),
8 134,5 (C-19), & 126,9-129,7 (C- 20, -21, -22).
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4.6.4 Amida

4.6.4.1 Tembamida, S10 (38)

" Aspecto fisico: solido branco 17,2 mg;
Pf.: 146 °C (Lit. 144-146 °C (AGUIRRE,
6 SALGADO-RODRIGUEZ, et al., 2001);
Rf.: 0,64 (CHCI3-MeOH 7%);

Isolamento: Scutia buxifolia

RMN de 1H a 400,13 MHz, CHCly: § 3,52/ 3,87 (2H, m, H-8, -8°), 4,91 (1H, dd, J=
3,2, 7.6, H-7), 6,89 (2H, d, J= 8,8, H-3, -5), 7,33 (2H, d, J= 8,6 Hz, H-2, -6), 7,43 (2H,
d,J=7,7 Hz, H-13, -15), 7,49 (1H, m, H-14), 7,75 (2H, d, J= 7,2Hz, H-12, -16);

RMN de 13C a 100,62 MHz, CHCLs: § 47,7 (C-8), 55,3 (C-17), 73,3 (C-7), 114,0 (C-
3,-5), 126,9 (C-2, -6), 127,1 (C-12, -16), 1286 (C-13, -15), 131,6 (C-14), 133,9 (C-11),
134,2 (C-1), 159,4 (C-4), 168,5 (C-10);



66

5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e a discuss@o da analise
fitoquimica da casca da raiz da espécie Discaria americana e da casca do caule da
espécie Scutia buxifolia, os extratos brutos, as fragdes de residuo (FBER), as fracdes de
alcaloides totais (FBEAT), bem como os metabolitos isolados destas fracoes de ambas
as espécies.

A determinacdo das estruturas dos compostos isolados foi realizada com base
nos dados espectrais de RMN 'H e de *C uni e bidimensionais.

Com a analise das FBEAT foi possivel isolar e identificar os seguintes alcaloides
ciclopeptidicos: Discarina B (42), Discarina C (41), Frangulanina (45), Discarina D
(43), Frangufolina (46) ¢ Adouetina Y’ (47) da espécie Discaria americana. Da espécie
Scutia buxifolia foram isolados: Scutianina-N (48), -P (49), Scutianina-Q (51),
Aralionina-B (50), (R)-Tembamida (38), Scutianeno-X (13) e -Z (15), e Scutianina-R
(52).

No Quadro 1 estdo ilustrados os compostos isolados ¢ identificados durante este

estudo.

Quadro 1: Estruturas numeradas, caracteristicas e identificagdo dos compostos isolados.
Estrutura Caracteristicas Identificag¢do

15 . Discarina B, A08
yon Sélido branco @2) K >
Isolamento: pag. 40
Pf.: 238-240° .
¢ Identificagdo: pag. 48
Ensaios: pag. 116




Solido branco

Pf.: 240-242°C

Solido branco,

Pf.: 250-252°C

Solido branco

Pf.: 275-277°C
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Discarina C, A28,
(41)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 49
Ensaios: pag. 115

Frangufolina, A19,
(46)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 53
Ensaios: pag. 115

Frangulanina, A26,
(45)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 50
Ensaios: pag. 115



Solido branco

Pf.: 288-289°C

Solido branco

Pf.: 210-212°C

Solido branco

Pf.: 189-190°C
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Adouetina Y’, A10,
47)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 52
Ensaios: pag.115

Discarina D, A29,
(43)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 51
Ensaios: pag. 115

Scutianina P, S01,
(49)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 54
Ensaios: pag. 116



Solido branco

Pf.: 102,4-104,6°C

Solido branco
Pf.: 209-211°C

Solido amarelo
cristalino

IUPAC: (2)-2-(2-(2-
(dimethylamino)-3-
phenylpropanamido)-3-
phenylacrylamido)-3-
methylpentanamide

PF: 127-129 °C
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Aralionina B, S02,
(30)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 55
e 77
Ensaios: pag. 116

Scutianina N, S07,
(48)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 56
Ensaios: pag. 116

Scutianina Q, S18,
(5D
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 60
e 92
Ensaios: pag. 116



13 12 Solido branco
14 110 IUPAC: 2-((Z)-2-
0 0 . )
\ 9 NH cinnamamido-3-
8 va z phenylacrylamido)-3-
HN1S BN methylpentanamide
16 =0 A
18 5
NSV ¢ PF: 191,4-192,1°C

Solido branco

Pf.: 227-229°C

15 16 Solido branco

Pf.: 246-248°C

24 31
26 —3 32

27,

28
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Scutianina R, S04,
(32)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 61
e 106
Ensaios: pag. 116

Scutianeno X S17,
13)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 58
Ensaios: pag. 116

Scutianeno Z, S16,
15)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 59
Ensaios: pag. 116



71

Discareno C E02 (44)
Isolamento: pag. 40
Identificagdo: pag. 57

Solido branco

Pf: 270-272°C Ensaios: pag. 116

(Lit. 273-275 °C
(GIACOMELLI,
2005));

27

Sélido branco Tembamida ,Sm (38)
12 " . Isolamento: pag. 40
cristalino . ~
! Identificagdo:
r; 10 15 Pf.: 146°C pag. 47

5.1 RENDIMENTO DO EXTRATO BRUTO E DAS FRACOES

Apds a secagem e a moagem das cascas da raiz da espécie D. americana
coletada nos municipios de Sdo Sepé e Santana do Livramento, RS, os quais foram
submetidos a extragdo, conforme descrito na pagina 62, onde foram obtidos os extratos
brutos metandlicos. Este extrato foi submetido a fracionamento acido-base conforme
descrito na pagina 32, Figura 10, obtendo-se as FBER (Fragao Basica Etérea Residuo) e
as FBEAT (Fragdo Basica Etérea Alcaloides Totais) de cada uma das coletas.

Para a espécie Scutia buxifolia, foi realizado o mesmo procedimento descrito
na pagina 32, Figura 10, com as cascas do caule coletadas nos municipios de Sao Sepé,
Santana do Livramento, Cacapava do Sul e Lavras do Sul, RS.

Os rendimentos abaixo, Tabelas 12 e 13, sdo referentes a planta seca moida e
ao extrato bruto obtido das espécies Discaria americana e Scutia buxifolia,

respectivamente.
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Tabela 12: Rendimento das fragoes etéreas basicas de Discaria americana.

Local de Massa Seca Extrato Fracao Fracao % emrelacdioa % em relacio ao
Coleta/Més/ Moida Bruto Basica Basica planta seca extrato bruto
Ano (MSM) (EB) Etérea Etérea moida (FBER/FBEAT)
Residuo  Alcaloides (FBER/FBEAT)
(FBER) Totais
(FBEAT)
Séo Sepé 1.756,7¢g 402,9¢ 8,0986g 2,4693¢g 0,46/0,14 2,01/0,61
05/11
Séo Sepé 8.387,6g 1.122,23g  25,6996¢ 6,6795g 0,31/0,08 2,29/0,59
08/13
Santana do 1.050,00¢g 311,2¢g 13,8377g 0,8703¢g 1,32/0,08 4,45/0,28
Livramento
04/11
Santana do 1.013,5¢g 217,15¢g 9,6619¢g 2,8013¢g 0,95/0,28 4,45/1,29
Livramento
09/11

Tabela 13: Rendimento das fra¢des etéreas basicas de Scutia buxifolia.

Local de Massa Extrato Fracao Fracao % em relagao a % em relacio
Coleta/Més/Ano Seca Bruto Basica Basica planta seca ao extrato bruto
Moida (EB) Etérea Etérea moida (FBER/FBEAT)
(MSM) Residuo Alcaloides (FBER/FBEAT)
(FBER) Totais
(FBEAT)
Séo Sepé 08/13 1.057,0g 208,5g  3,5836g 0,211g 0,34/0,02 1,72/0,10
(pPH~9)
Santana do 1.230,5g 292,1g  6,3854¢g 1,1726¢g 0,52/0,10 2,19/0,40
Livramento (pH~11)
06/13
Santana do 833,6¢g 113,9¢  3,9279¢ 0,5535g 0,47/0,07 3,45/0,49
Livramento (pH~11)
C/E 09/13
Santana do 482,6g 98,1g 1,8097¢g 0,2247¢g 0,38/0,05 1,85/0,23
Livramento S/E (pH~11)
09/13
Cacapava do 2.841,5g 560,1g  6,3657¢g 0,6295g 0,22/0,02 1,14/0,11
Sul S/E 10/13 (pH~9)
Cacapava do 2.229.9¢ 515,0g  6,7292¢g 3,1052¢g 0,30/0,14 1,31/0,60
Sul C/E 10/13 (pH~11)
Lavras do Sul 1.210,3g 359,3g  5,4300¢g 1,2700g 0,45/0,11 1,51/0,35
01/14 (pH~11)
Lavras do Sul 1.397,0g 374,6g  7,1032¢g 1,3869¢ 0,51/0,10 1,90/0,37
07/14 (pH~11)
Santana do 6.454,4¢ 1.3979g 17,1131g 2,9868g 0,27/0,05 1,22/0,21
Livramento (pH~11)

04/14
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5.2 ANALISE CROMATOGRAFICA QUANTITATIVA

Como descrito na revisdo da literatura, as espécies Discaria americana e Scutia
buxifolia produzem varios metabolitos secundarios, dentre os quais se destacam os
alcaloides ciclopeptidicos. De acordo com MOREL, MALDANER e ILHA, 2009,
foram isolados ¢ identificados 20 alcaloides ciclopeptidicos da espécie Discaria
americana e 19 da espécie Scutia buxifolia listados nas Tabelas 1 a 5. No entanto, ao
longo de varios anos de estudo destas espécies foi possivel verificar certo grau de
variabilidade destes compostos no que diz respeito ao local de coleta e época do ano em
que foram coletadas.

Dessa forma, se faz necessaria uma averiguacdo mais detalhada da composigdo
quimica destas espécies. Para tanto, foram realizadas a analise quantitativa das fragdes
etéreas alcaloides totais para verificar a frequéncia e a quantidade em que os alcaloides
ciclopeptidicos aparecem nos diferentes locais de coleta e a sua sazonalidade. A seguir
seguem uma breve revisdo dos alcaloides ciclopeptidicos isolados até o momento das

espécies Discaria americana e Scutia buxifolia, e os dados obtidos com a analise.

5.2.1 Discaria americana

Esta espécie tem sido estudada por varios anos pelo grupo NPPN. Ao longo
deste tempo foram notaveis algumas mudancas na composi¢do dos alcaloides
ciclopeptidicos presentes na espécie Discaria americana.

Dessa forma, neste trabalho pretendo avaliar de forma quantitativa algumas
fragdes obtidas entre 2011 e 2013 verificando as variagdes no perfil cromatografico de
cada uma delas utilizando como padrdo as Discarinas-C (41) e -B (42), além do
Discareno-C (44), da Frangulanina (45), Frangufolina (46) isoladas novamente durante
o Doutorado, bem como a Discarina-D (43) ¢ a Adouetina Y’ (47) isoladas também
durante este trabalho.

Para cada padrdo foram preparadas cinco diferentes concentracdes e analisadas
em triplicata no sistema solvente acima para a analise a obtencdo dos cinco pontos de
calibragdo de cada um dos sete alcaloides ciclopeptidicos, como mostra a Tabela 14. As

curvas de calibragdo se encontram na Lista de Apéndices.



Tabela 14: Equagdes de regressao linear e intervalo de concentragdes, n=5
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~ ~ - Intervalo de [ ] Tempo ~d N

Padroes Equacido de Regressao r’ mg/mL R(e::;rl;g:z)lo
41 y=3239,5*x + 64,467 0,9939 0,72 -0,0072 17,3 1;1
42 y=6268,1*x + 87,008 0,9973 0,51 -0,0051 18,268
43 y=3083,1*x + 41,507 0,9983 0,61 —0,0061 18,162
44 y=4664,1*x + 33,894 0,995 0,34 -0,0034 26,512
45 y=2577,4*%x + 54,721 0,9964 074 —0,0074 16,979
46 y=2377*x + 43,167 0,9951 0,52 -0,0052 18,644
47 y=1939,3*x + 10,14 0,9979 0,24 - 0,0024 18,235

Como ¢ possivel verificar na Tabela 14, os tempos de retencdo dos alcaloides

ciclopeptidicos 42, 43 e 47 sdo muito proximos sendo que seus picos ficam sobrepostos

e, por isso, ndo foi possivel realizar a quantificacdo mas foram identificados por meio de

co inje¢des nas FBEAT. Embora tenham sido testados outros sistemas solventes,

infelizmente, ndo houve sucesso na separagdo dos mesmos. Dessa forma, foram

determinadas as quantidades dos padroes 41, 44, 45 ¢ 46 cujos dados estdo

demonstrados na Tabela 15. Na Figura 11, é possivel perceber que 42 ¢ 43 estdo

presentes em todas as FBEAT e 47 ndo aparece na SL09/11. Além disto, somente nas

coletas de coleta de SS08/13, e na coleta de SL04/11 ndo ha a presenca de 46.

Tabela 15: Conteudo dos padrdes em diferentes fracoes

[ ] em mg/g
FBEAT
41 45 46 44
SL 09/11 203,77 88,76 50,37 60,83
SS 05/11 7,03 44,94 80,52 4,02
SS 08/13 38,22 29,46 - 10,96
SL 04/11 17,69 7,08 - 15,60
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Figura 12: CLAE das fragdes AT das coletas dos municipios de Santana do Livramento
(SL) e Sao Sepé (SS).
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De acordo com os dados obtidos, Tabela 15, € possivel verificar as diferentes
concentracdes de cada padrdo em cada uma das fracdes. Na FBEAT, SL09/11, a
quantidade de 41, que ¢ de 203,77 mg/g, ¢ de quase 200 mg/g a mais que nas outras
fragdes. Além disso, se compararmos as coletas SL09/11 e SL04/11, ambas de Santana
do Livramento, RS, a quantidade da primeira em relagdo a segunda ¢ de 186,08 mg/g de
fragdo, indicado que a época do ano influencia na producao do alcaloide (em setembro ¢é
a época de floracdo da D. americana). Essa relacdo quantidade/época do ano também
pode ser vista nas coletas de Sao Sepé, SS08/13 (38,22 mg/g) e SS05/11 (7,03 mg/g).
As concentra¢des maiores sdo dentro do periodo que compreende o inverno o que pode
indicar que a planta produz mais essa substancia nesse periodo para alguma necessidade
de defesa. Por outro lado, o local de coleta também indica a possibilidade do habitat
influenciar na produgao.

Para 45, podemos verificar que no outono (Abril e Maio) hd as menores
quantidades indicando que a planta produz, assim como o alcaloide 41, maiores
quantidades no inverno. Ja para 46, a mesma situacdo ndo ocorre. Este alcaloide

ciclopeptidico ndo ¢ produzido em duas das plantas, nas coletas SS08/13 e SL04/11.
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Ainda pode-se verificar a inversdo da produgdo sendo que ¢ produzido em maior
quantidade no outono, ao contrario de 41 e 45.

O ciclopeptideo neutro 44 tem maior produgcdo no més de setembro, coleta
SL09/11, e como o alcaloide ciclopeptidico 46, ndo segue um padrido de produgéo
quando comparado com os alcaloides ciclopeptidicos 41 e 45. Assim, sua producdo
pode estar vinculada a época de florag@o para a planta e ndo com a estagdo do ano nem

ao habitat.

5.2.2 Scutia buxifolia

Essa ¢ uma analise preliminar do contetido presente na espécie Scutia
buxifolia. Dessa forma, este trabalho pretende avaliar, de forma quantitativa, esta
variabilidade levando em conta os locais de coleta e a época do ano em que foram
realizadas as coletas das fra¢des basicas etéreas alcaloides totais (FBEAT) de Lavras do
Sul (LS01/14 ¢ LS07/14), de Santana do Livramento (SL04/14, SL.06/13, SLL0O9/13S/E ¢
SL0O9/13C/E), de Cagapava do Sul (CS10/13S/E e CS10/13C/E) e de Sdo Sepé
(SS08/13).

As analises de CLAE foram realizadas em conforme descrito no item 4.1.4.1.
A Tabela 16 indica os tempos de retencdo dos padroes dos alcaloides utilizados, bem
como a equagdo da reta (regressdo Linear) para esta analise. Os padrdes aqui utilizados
da Scutia buxifolia sdo os alcaloides ciclopeptidicos Scutianina-N (48), -P (49) e
Aralionina-B (50) (Condalina-A), os ciclopeptideos neutros Scutianeno-X (13) e -Z
(15), o precursor de alcaloides ciclopeptidicos Scutianina-Q (51) e a B-hidroxiamida
(R)-(-)Tembamida (38). O ciclopeptideo neutro Scutianeno-Y (72) ndo foi utilizado
nesta analise devido a sua ndo solubilidade no solvente utilizado. Nos cromatogramas a
e b da Figura 13 os picos referentes aos alcaloides ciclopeptidicos 48 e 49 ficaram
sobrepostos e, dessa forma, ndo foi possivel fazer a quantificacdo destas coletas sendo,
portanto, somente identificados.

Assim como para a espécie D. americana, foram preparadas cinco diferentes
concentragdes, para cada padrdo, e analisadas em triplicata no sistema solvente acima
para a obtengdo dos cinco pontos de calibracdo de cada um dos sete alcaloides
ciclopeptidicos, como mostra a Tabela 16. As curvas de calibragdo se encontram na

Lista de Apéndices.



Tabela 16: Equagdes de regressao linear e intervalo de concentragdes, n=5

~ ~ ~ Intervalo de [ ] Tempo fl N
Padroes Equacido de Regressio r’ mg/mL R(e;:leil;::z)lo
48 y=3248,3*x + 54,007 0,9982 0,63 —0,0063 16,07.8
49 y=3234,8%x + 68,618 0,9936 0,62 —0,0062 16,219
50 y= 1584,2*x + 9,2054 0,9994 0,57 —0,0057 17,976
51 y=10527*x + 28,554 0,9999 0,67 — 0,0067 18,171
38 y=3813*x + 70,283 0,9961 0,56 —0,0056 15,838
13 y=10646*x + 247,36 0,9928 0,60 — 0,0060 23,179
15 y=97472%x + 32,9 0,9996 0,44 —0,0044 25,519
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A Tabela 17 apresenta o conteudo dos padrdes nas diferentes fracdes de

diferentes épocas do ano e locais.

Tabela 17: Conteudo dos padrdes em diferentes fragoes

FBEAT

SL06/13
SS08/13
SL09/13 S/E
SL09/13 C/E
CS10/13 C/E
CS10/13 S/E
SL04/14
LS07/13
LS01/14

[ ] em mg/g de FBEAT

48
6,10

0,20
14,10

22,29

50
1,70

136,13
111,30

190,42

51 38
14,16 -
4,11 ;

; 2,95
43,77 112,53

29,92 12,57

18,29 -

125,60 2,67

100,18 -

13
3,83
6,05
15,44
121,85

17,01

15
130,83

30,28
87,55
1,27
19,17
21,90

Com base nos dados da Tabela 17 e na Figura 13, & possivel perceber uma

grande variabilidade na produg¢do dos metabodlitos sendo, a maior producdo dos

alcaloides ciclopeptidicos no inverno (coletas SL 06/13, LS 07/13, SS08/13, SL 09/13

(C/E e S/E)) variando a quantidade produzida, dependendo do local e o periodo do

inverno. O que pode ser observado na coleta SL 07/13 é que houve uma demanda maior

de alguns alcaloides ciclopeptidicos, ou seja, houve a produgdo de praticamente todos os



78

alcaloides ciclopeptidicos e da amida 38, apenas com a excecdo do ciclopeptideo neutro
13.

J& no més de Setembro, coletas de Santana do Livramento (SL09/13 com
espinho e sem espinho), foram produzidos 48 (37,04 mg/g), 49 (98,04m g/g) ¢ 13
(121,85 mg/g) em maior quantidade quando comparado com as outras coletas. Contudo,
nessas mesmas coletas pode-se observar que ha variagdes de uma planta para a outra, o
que pode indicar que a presenca do espinho proporciona uma maior protecao a planta e,
por isso, ndo haveria a necessidade da producdo em maior escala dos alcaloides
ciclopeptidicos 48 ¢ 49. Outro dado intrigante, porém, ¢ que na planta com espinho ha
uma maior producdo do ciclopeptideo neutro 13 o que pode sugerir que a producdo
deste metabolito pode ndo estar ligada a defesa e sim a outra necessidade da planta.

O ciclopeptideo neutro 15 teve sua maior produgdo em junho (130,83 mg/g) e
sua segunda maior producdo foi em outubro, coletas de Cagapava do Sul CS10/13 C/E
(30,28 mg/g) e CS10/13 S/E (87,55 mg/g). Essa maior producdo pode ser em
decorréncia da agressdo sofrida devido ao frio intenso que ocorre na regidao no més de
junho e em outubro poderia ser por coincidir com a época de floracao.

Com relacdo ao peptideo 51, o que se percebe € o pico de producao nos meses de
janeiro (100 mg/g) e julho (125,60 mg/g) periodos em que ocorrem temperaturas
extremas de calor e de frio e, possivelmente, requerem maior producdo de alcaloides.
Este peptideo também foi produzido, em menor escala, nos meses de abril (18,29 mg/g),
de junho (14,16 mg/g), de agosto (4,11 mg/g) e de outubro (43,77 mg/g e 29,92 mg/g).

A amida 38, isolada pela primeira vez nesta espécie e, também, na familia
Rhamnaceae vem sendo produzida principalmente no més de outubro (112,53 mg/g e
12,57 mg/g) porém, foi possivel verificar sua producao nesta época do ano somente no
municipio de Cagapava do Sul, RS. 38 também foi encontrado nas coletas SL09/13 S/E
(2,95 mg/g) e LS07/13 (2,67 mg/g) mas, como pode ser percebido, em quantidade muito

menor.
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Figura 13: CLAE das fragdes AT das coletas dos municipios de Cacapava do Sul,
Lavras do Sul, Santana do Livramento e Sdo Sepé.

mAU
150 -
100 - 3WAR49 5051
. ‘.\“’ ‘-\IlrI 13
a . \_.»._-.J
e St Aan e s . e :
0 5 10 15 20 25 min
»
mAU A
40 i
e J\ J w\rb
0 St G A e R i
T T s T T Y x U
5 10 15 20 25 min
<)
mAU
3E 48 48
75 v 1
50 |
25 \ '|
0 1 1 T "4\] U
5 10 15 20 25 30 mir
13
9 mau
200
100
38 48 4
ol A
0< T 1 1 T T T 1 T T U
14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 min
E)
mAL 38 51
754
] JW\MJM ] ﬂ
25 13
ol A NN
T T L) U 1 U ) T 1 1
14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 min
I
mAU
st 15
- 50“ LF ﬂ 1
0 - T T T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 min
2
mAl 3
100 \
i 52
50 48 \
3 15
04 ! ond WA N J\ \
- Lo R s e : > —
10 15 20 25 30 mir
B 51
mAU
1004 384849 ﬂﬂ
\|,r \"U 15
0l ] Vo A AA
- X - ——
5 10 15 20 25 30 min
h}
mAU |
200 + 51
100 F\!\ 15
E N WAL A n_‘A_.F_.n’\_)hL._}\_,-_ —
e e e
10 125 15 17.5 20 225 25 275 30 325 mir.

CLAE das FBEAT: a) coleta SL06/13, b) coleta SS08/13, ¢) coleta SL09/13 S/E, d) coleta SL 09/13 C/E,
e) coleta CS 10/13 C/E, f) coleta CS 10/13 S/E, g) coleta SL 04/14, h) coleta LS 07/13 e, i) coleta LS
01/14.
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5.3 METABOLITOS ISOLADOS

Aqui serdo discutidos os espectros dos compostos isolados de estrutura
desconhecida, os peptideos S18 ¢ S04, e do alcaloide ciclopeptidico S02. Os demais
alcaloides ciclopeptidicos e ciclopeptideos neutros ndo terdo seus espectros discutidos
pois suas estruturas estdo bem definidas e ja descritas na literatura. Seus dados de RMN
de 'H e C estdo descritos na parte experimental e seus espectros estdo na Lista de

Apéndices.

5.3.1 Alcaloide Ciclopeptidico

5.3.1.1 Aralionina B, S02 (50)

Este metabolito foi isolado da FBEAT, obtida do fracionamento acido-base do
extrato bruto, conforme descrito na pagina 40, das cascas do caule da espécie Scutia
buxifolia. O mesmo foi identificado por meio de dados de RMN 'H e *C, assim como
por comparagdo com dados obtidos da literatura (ARBAIN e TAYLOR, 1993;
TSCHESCHE, KAUBMANN e FELHABER, 1970).

Figura 14: Estrutura do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B.

Os espectros de RMN de 'H e COSY (Figuras 15 e 16) permitiram verificar a

presenga das unidades p-hidroxifenilserina, N-metil fenilalanina e o residuo aminoacido
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isoleucina. Para confirmar a presenc¢a da unidade B-hidroxifenilserina foi utilizado o
hidrogénio B-carbonilico H-3 como ponto de partida. Este hidrogénio aparece na forma
de um simplete em 6 5,76 ppm o qual tem correlacdo somente com o hidrogénio o-
carbonilico H-4 (dd, J= 1,6, 10,0), que aparece na forma de um duplo duplete pela
correlagdo com o hidrogénio amidico NH-21 (6 7,94 ppm, d, J= 10,0) ¢ com o H-3,

constatando este sistema de spins.

Figura 15: Espectro de RMN de 'H do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d°® a 400 MHz.
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Figura 16: Espectro de COSY do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em DMSO-d° a
400 MHz.
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Ja a unidade N-metil fenilalanina foi determinada a partir do hidrogénio
metinico H-23, & 3,05 ppm, dd, J=5,6, 8,4 Hz, o qual aparece na forma de um duplo
duplete pela correlacdo com os hidrogénios metinicos diasterotopicos H-24 e H-24" que
também aparecem na forma de um duplo duplete com constante de acoplamento
J24235=5,2Hz e J,,,,=14,0Hz para H-24 (5 2,56 ppm) ¢ J,,,;=8,4Hz ¢ J,,,,,=14,0Hz para
H-24" (8 2,38 ppm) (Figuras 17, 18 e 19), pelo acoplamento com somente o H-23.

Ainda na Figura 17, podemos perceber os sinais da unidade de aminoacido
isoleucina através das correlagdes entre os hidrogénios metinicos H-7 ¢ H-30, os
hidrogénios metilénicos H-31 e H-31" e, as metilas Me-32 e -33. O H-7 aparece na
forma de um triplete pela correlagdo com o hidrogénio amidico NH-6 (6 7,60 ppm, d,
J=8,8 Hz), Figura 22 (expansdo do espectro de COSY), e com o hidrogénio metinico H-
30, o qual aparece na forma de um multiplete pela sua correlagdo com o H-7, com a Me-
33 (6 0,75 ppm) e com os hidrogénios diasterotopicos H-31 e H31’, ambos aparecem
na forma de um multiplete em 6 0,92 ppm (H-31") e & 1,31 ppm (H-31) e fazem
correlacdo com a Me-32. Na Figura 19 ¢ possivel verificar essa correlagdo da unidade

isoleucina de forma mais efetiva.
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Figura 17: Expansdo do espectro de COSY do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d° a 400 MHz.
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Figura 18: Expansao espectro de RMN 'H do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d’ a 400 MHz.
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Figura 19: Expansao espectro de RMN 'H do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d°® a 400 MHz.
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Figura 20: Expansao do espectro de COSY do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d’ a 400 MHz.

Na regido compreendida entre & 5,90 e 8,30 ppm estdo os hidrogénios

aromaticos, olefinicos e amidicos. Os sinais correspondentes aos hidrogénios olefinicos
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H-10 e H-11 e, o hidrogénio amidico NH-9, que fazem parte do anel macrociclico do
alcaloide ciclopeptidico Aralionina-B. O hidrogénio H-11 (6 6,72 ppm, d, J=7,6Hz)
apresenta correlacdo com H-10 (8 5,98 ppm, d, J=8,4Hz) ambos na forma de um
duplete. H-10 também tem correlacdo com o hidrogénio amidico NH-9 o qual aparece
na forma de um simplete em 6 8,21ppm, Figura 22.

Nas figuras 21 e 22 (expansdes dos espectros de 'H e de COSY,
respectivamente) os sinais dos hidrogénios aromadticos aparecem entre & 6,89 e 7,63
ppm. O anel pertencente a unidade B-hidroxifenilserina teve seus sinais atribuidos com
o auxilio dos espectros HMBC e HMQC (Figuras 22 e 23). Os hidrogénios H-18 e H-
18’ aparecem na forma de um duplete em & 7,60 ppm (d, J= 7,6Hz) pela correlagdo com
os hidrogénios H-19 e H-19’ (& 7,37 ppm, t, J= 7,2Hz) os quais aparecem na forma de
um triplete pois se correlacionam também com o hidrogénio H-20 (& 7,37 ppm). No
entanto, ndo foi possivel a atribui¢do dos sinais dos hidrogénios aromaticos do anel do
sistema macrociclico bem como, os sinais do anel da unidade N-metil fenilalanina

devido a sobreposicao dos sinais.

Figura 21: Expansao do espectro de RMN 'H do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B,
em DMSO-d° a 400 MHz.
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Figura 22: Expansdo do espectro de COSY do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d°® a 400 MHz.

JM M |

= i ® Lo
i
| 1
| 15 16
—_ & = ST 14 13
: | | 19 18 & / W2
! [ | I
! I ! 0 Y4 — \\m
: ! : « P oo o
] | - ._.........,..___....__,..r__, - - W }}Nﬂ v
g A R (S e | o
=T : | e i i il
| H | | i | % y
| 2
‘ | ! : : T I
| | | - — | : %25
\ ' g '
I . EOX
Y o B -
I | e e e S P ey ! v e
I H | |
e e e ey e e gt b e et et e -
Rt e] i
] 85

8.0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 ppm

Com o auxilio dos espectros HMBC e HMQC foi possivel atribuir os sinais dos
carbonos. Os sinais dos carbonos aromaéticos, olefinicos e carbonilicos aparecem na
regido compreendida entre 115 e 173 ppm. A atribuicdo da carbonila C-22 foi feita por
meio da sua correlagdo com os hidrogénios diastereotopicos H-24 e H-24’ bem como
devido a sua correlacdo com o hidrogénio amidico NH-21. Ja a carbonila C-5 foi
atribuida por sua correlacdo com o hidrogénio metinico H-4, Figura 23 (expansdo do

espectro de HMBC).
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Figura 23: Expansao do espectro HMBC do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d°® a 400 MHz.
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A atribuicdo dos sinais dos carbonos aromaticos foi feita a partir do sinal do
hidrogénio metinico H-3 que apresenta correlacio com os carbonos C-18/-18" bem
como com o carbono quaternario C-17. O C-17 por sua vez, apresenta correlacdo com
os hidrogénios aromaticos H-19/-19°. Estes apresentam correlagdio com H-20 que
também tem correlacdo com os carbonos C-18/18’.

Os sinais dos carbonos que se referem ao anel da unidade N-metil fenilalanina
foram atribuidos partindo da correlacdo apresentada do carbono quaterndrio C-25 com
os hidrogénios aromaticos H-26/-26" e H-27/27’. O carbono C-28 foi atribuido por sua
correlacdo com H-27/27" (Figura 24).

Os sinais dos carbonos do anel pertencente ao macro ciclo foram determinados a
partir do sinal do hidrogénio olefinico H-11 que apresenta correlagdo com o C-12 e com
os carbonos C-13 e C-14. Ja os carbonos C-15 ¢ C-16, deste mesmo anel, ndo
apresentaram correlagdo com nenhum hidrogénio.

Assim, através dos espectros de HMBC e HMQC foram atribuidos os sinais de
todos os hidrogénios e carbonos pertencentes a esta estrutura aqui proposta. Nas Figuras

24 e 25 estdo atribuidos os sinais dos hidrogénios e carbonos aromaticos e olefinicos. Ja
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a identificacdo dos sinais dos demais carbonos e hidrogénios pode ser visualizada nas

Figuras 26 e 27.

Figura 24: Expansao do espectro HMBC do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d° a 400 MHz.
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Figura 25: Expansao do espectro HMQC do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d° a 400 MHz.
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Figura 26: Expansao do espectro HMBC do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d°® a 400 MHz.
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Figura 27: Expansao do espectro HMQC do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d° a 400 MHz.
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No espectro de RMN de '*C aparecem 28 sinais sendo que, na regido
compreendida entre 6 119 e 140 ppm, existem sinais com maior intensidade indicando
que ha dois nucleos, dando um total de 33 carbonos, confirmando a estrutura proposta.
No espectro de RMN DEPT 135° aparecem somente os sinais dos carbonos aromaticos,
olefinicos, metilicos, metinicos e metilenicos estando, portanto, ausentes os carbonos

desidrogenados o que possibilitou a identificagdo dos mesmos, Figuras 28 e 29.

Figura 28: Espectro de *C do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em DMSO-d° a
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Figura 29: Espectro de DEPT 135° do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em
DMSO-d° a 400 MHz.
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Tabela 18: Dados de RMN de 'H do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em DMSO-

d® a 400 MHz.
Posicio oy ppm oy ppm* du ppm’
1 - - -
2 - - -
3 5,76 (s) 5,75 (s) 5,81(s)
4 4,63 (dd, J= 1,6, 10,0Hz) 4,69 (d, J= 9,2Hz) 4,58 (d, J=9,2Hz)
5 - - -
6 7,60 (d, J=8,8 Hz) 8,03 (d, J=9,0Hz) 8,03 (d, J=9,0Hz)
7 3,92 (t, J= 8,4Hz) 3,95 (dd, J= 4,4, 9,0Hz) 3,90 (dd, J=4,4, 9,0)
8 - - -
9 8,21 (s) 8,49 (s) -
10 5,98 (d, J=8,4 Hz) 5,96 (d, J=17.3, 9,0Hz) 6,03 (d, J=7,6, 9,0Hz)
11 6,72 (d, J=7,6 Hz) 6,74 (d, J=7,2Hz) 6,98 (d, J=7,6Hz)
12 - - -
13 6,93-7,19 7,00 6,99
14 6,93-7,19 6,93 6,93
15 6,93-7,19 7,14 7,15
16 6,93-7,19 6,91 6,81

17 - - -
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18/18’
19/19°
20
21
22
23
24
24
25
26/26°
2727
28
29
30
31
3r
32
33

7,60 (d, J= 7,6 Hz)
7,37 (t, J= 7,2 Hz)
7,37
7,94 (d, J= 10,0Hz)
3,05 (dd, J=5,6, 8,4Hz)
2,56 (dd, J=5,2, 14,0Hz)
2,38 (dd, J=8,4, 14,0Hz)
6,93-7,19
6,93-7,19
6,93-7,19
2,15 (s)

1,47 (m)

1,31 (m)

0,92 (m)

0,75
0,75

7,58
7,34
7,24
8,76 (d, J=9,3Hz)
3,85 (dd, J= 5,6, 13,6Hz)
3,02
7,0-7,5
7,0-7,5
7,0-7,5
1,89 (s)
1,33 (m)
1,29 (m)
0,92 (m)
0,78 (d, J=6,5)
0,75 (t, J=6,5)

7,58
7,36
7,25
8,03 (d, J=9,2Hz)
3,02(dd, J=5.6, 13,6)
2,52 (dd, J=8.4, 13,6)
2,38 (dd, J=5.6, 8,4)
7,0-7,5
7,0-7,5
7,0-7,5
2,08 (s)
1,40 (m)
1,29
0,86
0.83 (1) J32,31=6.5
0.84 (d) J33,30=6.5

* (MALDANER, 2005)
P (MOREL, ARAUJO, et al., 2002)

Tabela 19: Dados de RMN '3C do alcaloide ciclopeptidico Aralionina B, em DMSO-d°

a 400 MHz.

Posigédo oy ppm oy ppm* oy ppm’
1 158,32 159,2 158,6
2 - - -

3 85,87 86,0 86,3
4 55,08 56,0 55,3
5 166,88 166,7 167,0
6 - -

7 56,80 57,2 56,8
8 168,72 168.,4 169,2
9 - - -

10 126,75 131,9 131,4
11 128,59 1273 126,9
12 132,06 132,8 132,4
13 119,48-127,69 130,0 129,4
14 119,48-127,69 125,0 124,4
15 119,48-127,69 120,2 119,8
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16 119,48-127,69 122,2 121,7
17 139,37 139,9 139,7
18/18’ 126,75 126,5 126,0
19/19° 127,69 127,9 127,6
20 127,32 127,6 127,0
21 - - -
22 172,40 173,0 176,6
23 65,28 63,0 64,5
24 38,83 37,4 39,2
25 138,03 137,0 138,2
26/26’ 119,48-127,69 129,0 128,0
2727 119,48-127,69 129,8 129,9
28 119,48-127,69
29 33,97 32,9 37,6
30 36,27 35,6 34,2
31 24,11 24,7 24,4
32 10,42 15,6 15,2
33 14,91 11,1 10,8

* (MALDANER, 2005)
P (MOREL, ARAUJO, et al., 2002)

Apds uma analise com dados obtidos através dos espectros de 'H e de '*C
mostrados acima, e da literatura podemos perceber algumas diferencas em alguns
deslocamentos quimicos, bem como nos pontos de fusdo e dados de rotacdo oOtica. Ha
descrito na literatura quatro alcaloides ciclopeptidicos com a mesma estrutura (Figura
14). O alcaloide ciclopeptidico Aralionina-B que foi isolada em 1970 por Tschesche
(TSCHESCHE, KAUBMANN e FELHABER, 1970); AM-2, isolado em 1993 por
Arbain (ARBAIN ¢ TAYLOR, 1993); Condalina-A, isolado em 2002 (MOREL,
ARAUIJO, et al., 2002) e descrito novamente em 2005 (MALDANER, 2005) e,
finalmente a Scutianina-M (MOREL, MALDANER, et al., 2005)).

As principais diferengas estdo nos pontos de fusdo. Os alcaloides Aralionina-B e
Condalina-A possuem pontos de fusdo muito proximos, 103-105 °C (1970), 115-116 °C
(2002) mas, quando descrito por Maldaner, 2005, seu ponto de fusdo foi 216-218°C.
Enquanto, o alcaloide AM-2 e a Scutianina-M possuem pontos de fusdo semelhantes,
257-258 °C e 257-259 °C, respectivamente. Ja o ponto de fusdo que obtive foi de 102,4
-104,6 °C.
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Comparando os dados de RMN de 'H e o ponto de fusdo dos alcaloides AM-2 e
Scutianina-M ¢ possivel verificar semelhancas o que pode indicar que sejam compostos
idénticos. Ja comparando os dados que obtive com os dados descritos por Maldaner,
2005, e MOREL, ARAUJO, et al., 2002, conforme descrito nas Tabelas 18 e 19, é
possivel perceber algumas diferencas nos deslocamentos quimicos da unidade N-metil
fenilalanina, mais precisamente dos hidrogenios diastereotopicos H-24 e H-24’. Ha,
também, diferencas nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios amidicos NH-21 e nos
deslocamentos quimicos do carbono da carbonila C-22, no carbono C-29 e seu
respectivo hidrogénio H-29 ( pertencente a unidade N-metil). Além disso, a unidade
isoleucina apresenta diferencas nos deslocamentos quimicos dos hidrogenios e carbonos
H-30 e C-30, em um dos hidrogenios diastereotopicos H-31° bem como nos
deslocamentos quimicos dos carbonos metilénicos CH3-32 e CH3-33.

No entanto, o resultado da rotagdo dptica se mostrou muito proéximo, -68° para o
composto que isolei e descrito na Literatura como sendo -70°, a 20°C, tanto para
Condalina-A quanto para Aralionina-B. Dessa forma, acredito que se trata do mesmo

alcaloide ciclopeptidico.
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5.3.2 Peptideos

5.3.2.1 Scutianina-Q, S18 (51)

Scutianina-Q foi isolada da FBEAT obtida das cascas do caule da espécie Scutia
buxifolia na forma de um so6lido amarelo, conforme descrito na parte experimental (pag
40). Sua estrutura foi determinada por meio de RMN de 'H e de *C, uni e
bidimensionais e homo e heteronucleares e confirmada por difracdo de Raio-X. Seu

peso molecular foi confirmado por espectrometria de massas de alta resolucao.

Figura 30: Scutianina-Q (51)
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A andlise dos espectros de RMN deste metabolito mostra similaridade com
espectros de outros alcaloides ciclopeptidicos isolados. Porém, ndo ¢ observada a
presenga de dois carbonos e seus respectivos hidrogénios, C-3 e C-4, os quais sdo
caracteristicos dos alcaloides ciclopeptidicos de quatorze membros do tipo Integerrina,
0 que sugere um sistema ndo macro ciclico deste metabdlito.

Assim, com base no espectro de RMN de 'H ¢é possivel verificar a presenga das
unidades N, N-dimetilfenilalanina e isoleucina (Figura 31). J& no espectro de RMN de
'H-'H, Cosy (Figura 32), ¢ constatada as correlagdes dos hidrogénios H-2 (& 4,44 ppm,
dd, J=4,8, 8,4 Hz) que aparece na forma de um duplo duplete pela correlagdio com o
hidrogénio amidico NH-7 (8 6,45 ppm, d, J= 8,4Hz) e com o hidrogénio metinico H-3
(6 2,12ppm, 1H, m). O H-3 por sua vez, aparece na forma de um multipleto devido a
sua correlacdo com os hidrogénios diasterotdpicos H-4/ H-4* (8 1,46/1,03 ppm) e com
os hidrogénios metilénicos CH3-6 (3 0,96 ppm), o qual aparece na forma de um duplete.

Para comprovar a presenga da unidade isoleucina podemos verificar a correlagdo dos
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hidrogénios diasterotopicos H-4/ H-4’ com a metila CH3-5 que aparece na forma de um

triplete em 9 0,90 ppm (3H, t, /=7,3 Hz) finalizando este sistema de spins (Figura 33).

Figura 31: Espectro de RMN de 'H de Scutianina-Q (51), em CDCl; a 400 MHz.
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Figura 32: Espectro de RMN de Cosy, de Scutianina-Q (51), em CDCl; a 400 MHz.
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Figura 33: Expansdo do espectro de RMN Cosy, de Scutianina-Q (51), em CDCl; a 400
MHz.
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Ainda na Figura 33 podemos visualizar o outro sistema de spins o qual diz
respeito a unidade N, N-dimetil fenilalanina, formada pelos hidrogénios diastereotopicos
H-18 e H-18’, que aparecem em 6 3,20 ppm (dd, J=7,8, 13,9 Hz) e em & 2,88 ppm (dd,
J=5,2, 13,9Hz) na forma de duplo dupletes e, pelo hidrogénio metinico H-17 (& 3,48
ppm, dd, J=5,2, 7,8Hz), Figura 33. Nesta mesma regido espectral aparece o sinal da
unidade N, N-dimetil em o 2,35ppm que corresponde as metilas (CH3),-24 e -25.

As atribui¢des do sinal olefinico H-10 e dos hidrogénios aromaticos foram feitas
através de HMBC e HMQC como mostra as Figuras 34 e 35. No espectro de HMBC
podemos visualizar a correlacdo do H-10 com o C-8 da carbonila, este, por sua vez,
também apresenta correlacdo com o hidrogénio amidico H-7 e o hidrogénio metinico H-
2. Neste mesmo espectro € possivel verificar a correlagdo do hidrogénio H-2 com o
carbono C-1 da carbonila do grupamento amida.

Ainda na Figura 34, os sinais que correspondem aos hidrogénios H-17, H-18 e
H18’ permitiram fazer a atribui¢do da carbonila C-16 (172,5 ppm) bem como, atribuir
os sinais dos carbonos aromaticos C-19, C-20 e C-20’. Os sinais dos carbonos C-21, C-
21’ foram atribuidos pelas suas correlagdes com os hidrogénios diastereotdpicos H-18 e

H-18°, como mostra o espectro de HMBC (Figura 36). Ja o sinal do C-22 foi
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identificado por meio do espectro de HMQC e COSY, Figuras 34 e 32,

respectivamente.

Figura 34: Expansao do espectro de HMBC, de Scutianina-Q (51), em CDCl; a 400
MHz.
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Figura 35: Espectro de HMQC, de Scutianina-Q (51), em CDCl3 a 400 MHz.
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Nas expansoes dos espectros de HMQC (Figura 36) e HMBC (Figura 37), foi
possivel atribuir com maior efetividade os sinais dos carbonos aromaticos, dos carbono
olefinicos e dos carbono metinicos, metilénicos e metilicos e seus respectivos
hidrogénios.

No espectro de HMQC, o hidrogénio olefinico H-10 foi atribuido pela sua
correlacdo com o carbono que tem seu deslocamento quimico em 125,6 ppm sendo este
entdo denominado C-10. Ainda, foi atribuido o carbono correspondente ao hidrogénio
H-2 o qual tem seu deslocamento quimico em 58,2 ppm (Figura 36).

Com o auxilio do espectro de HMBC, foi realizada a atribuicao dos carbonos
aromaticos. Na Figura 37, podemos destacar a correlagdo do hidrogénio olefinico H-10
com o sinal de carbono que tem seu deslocamento quimico em 129,0 ppm, o qual pode
ser identificado como sendo os carbonos C-12 e C-12°, devido a intensidade do sinal o
que caracteriza a presencga de dois nicleos. Ja os sinais de carbono com 6 em 128,73 ¢
128,71 foram atribuidos como sendo os carbonos C-13, C-13" e¢ C-14. O sinal
correspondente aos C-13 e C-13’ € o que tem intensidade do sinal maior pois, apresenta
dois nucleos (6 128,71 ppm), e o sinal do carbono C-14 (128,73 ppm), que coinside com

o sinal dos carbonos C-13 e C-13°, possui menor intensidade. Ambos os sinais
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apresentam correlacdo com o sinal que correspondem aos hidrogénios aromaticos H-

12/-12°, H-13/-13’, H-14.

Figura 36: Expansao do espectro HMQC, de Scutianina-Q (51), em CDCl; a 400 MHz.

12,13 20,21
12, 13 | 2o, 21

19—1 140

- 150
75 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 ppm

MHz.

10

Jme

- 120

10—

T T
735 730 125 720 715 710 T.05 7.00 6.95 6.90 ppm



101

O espectro de carbono totalmente desacoplado, Figura 38, exibe sinais na regido
espectral compreendida entre 11,7 ppm e 173,5 ppm. Nele podemos observar a presenca
de 20 sinais sendo, quatro deles de maior intensidade indicando que ha dois nucleos ¢
um deles apresenta intensidade um pouco maior indicando ser tres nucleos (sinais
atribuidos aos carbonos aromaticos ¢ aos carbonos olefinicos) resultando num total de
26 carbonos e, assim, confirma a estrutura proposta.

Para os carbonos aromaticos, somente foi possivel atribuir os sinais dos
carbonos desidrogenados com o auxilio do espectro DEPT 135° (Figura 40). A
atribuicdo dos sinais de carbonos foi possivel através dos espectros de HMBC e HMQC
como descrito anteriormente. Os sinais podem ser visualizados nas expansdes dos
espectros de *C e DEPT 135°, Figuras 39 e 41. Ainda neste espectro podemos destacar
a presenga de dois carbonos metilénicos, C-18 e C-4, confirmando a estrutura proposta.

A Tabela 20 contém os dados de RMN de 'H e de *C.

Figura 38: Espectro de RMN de '*C, de Scutianina-Q (51), em CDCIl3 a 400 MHz.
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Figura 39: Expansao do espectro de RMN de *C, de Scutianina-Q (51), em CDCl; a

400 MHz.
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Figura 40: Espectro DEPT 135°, de Scutianina-Q (51), em CDCIl3 a 400 MHz.
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Figura 41: Expansao do espectro DEPT 135°, de Scutianina-Q (51), em CDCl; a 400
MHz.
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Tabela 20: Dados de RMN de 'H e '*C do peptideo Scutianina Q

Posigdo duppm dcppm”
1 - 173,5
2 4,44 (1H, dd, J=4,8, 8,6Hz) 58,2
3 2,12 (1H, m) 36,1
4 1,46 (1H, m) s
e 1,03 (1H, m)
5 0,9 (3H, t, J=7,2Hz) 15,9
6 0,96 (3H, d, J=6,8 Hz 11,7
7 6,45 (1H, d, J= 8,4Hz) -
8 - 165,5
9 - 129,7
10 6,96 (1H, s) 125,6
11 - 133,5

12/12° 129,3

13/13° 7,29 128,7
14 128,7
15 8,778 (NH, s) ;

16 - 172,5
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17
18
18’
19
20/20°
2121
22

3,48 (1H, dd, J=5,2, 7,8Hz
3,20 (dd, J=7,8, 13,9 Hz
2,88 (dd, J=5,2, 13,9Hz

7,25
7,25
7,19

70,9

30,7

139,5
129,0
128,4
126,0

O espectro de massas de alta resolugdo (Figura 25), EMAR, confirmou a massa

molecular do peptideo que ¢ 450,2631 g.mol™. Ele mostra um ion [M+H] com m/z

451,2719
C26H34N403,

indicando a massa molecular correspondente a estrutura proposta,

Figura 42: Espectro de massas de alta resolugdo de S18, Scutianina-Q
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A Figura 43 mostra a estrutura obtida por difracdo de Raio-X, confirmando a

estrutura proposta.
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Figura 43: Difrag@o de Raio-X de Scutianina-Q

Acreditamos que o peptideo Scutianina-Q seja um precursor dos alcaloides
ciclopeptidicos, pois tem em sua estrutura unidades de aminoacidos que estdo presentes
em alguns destes alcaloides. Em 1969, MARCHAND, PAIS, et al., isolaram um
alcaloide ciclopeptidico com seu anel macrociclico aberto na unidade B-hidroxi
aminoacido. Em 1989, HAN, PARK e PARK, isolaram outro alcaloide ciclopeptidico

com o anel macrociclico aberto, a Sanjoinina G2, Figura 44.

Figura 44: estrutura dos alcaloides ciclopeptidicos Lasoidina A e Sanjoinina G2.

HN HN
HN HN

N——
HO /N— /
NMez

Lasoidina A Sanjoinina G2

Na estrutura aqui proposta para Scutianina-Q, ha a auséncia da unidade

hidroxiestirilalanina, mas as demais unidades comuns em um alcaloide ciclopeptidico
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de 14 membros estdo presentes. Portanto, pode-se supor que estes sistemas peptidicos
ndo macrociclicos sejam precursores de alcaloides ciclopeptidicos com o sistema ansa
de 14 membros. A formacdo do sistema ansa viria de uma adicdo de Michael a dupla
ligacdo benzilica em C-10. Possivelmente pela hidroxila de uma unidade de aminoacido
tirosina, originando a unidade P-hidroxiaminoacido (B-hidroxifenilserina) do
macrociclo. No caso de Lasoidina A, que seria um passo mais adiantado da biossintese
de um sistema macrociclo de 14-membros, mostra que este seria o passo final da macro
ciclizacdo. Neste caso, a adi¢do de Michael a dupla, daria origem a unidade -
hidroxileucina.

Dessa forma, Scutianina-Q poderia ser o peptideo precursor dos alcaloides
ciclopeptidicos diastereoisdmeros Scutianina-L, isolado em 1998 da espécie Scutia
buxifolia, e Adouetina Y, isolado em 1969 das espécies Ceanothus americanus,
Waltheria americana e Discaria febrifuga ( (MOREL, MACHADO, et al., 1998),
(SERVIS, KOSAK, et al.,, 1969)). A Figura 45 apresenta como poderia ocorrer a
formag@o do alcaloide ciclopeptidico a partir do peptideo Scutianina-Q com a adigdo da
unidade hidroxiestirilalanina (aminoéacido Tirosina) para o fechamento do anel macro

ciclico.

Figura 45: Proposta da formacao de um alcaloide ciclopeptidico através do peptideo

Scutianina-Q
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Fonte: Adaptado (MOREL, MALDANER e ILHA, 2009)
De acordo com MOREL, MALDANER e ILHA, 2009, ainda ndo foram

realizadas experiencias com precursores marcados que pudessem explicar claramente a

rota biossintética dos alcaloides ciclopeptidicos. Contudo, o primeiro estabelecimento



107

de cultura de tecido de células calosas de Ceanothus americanus (Rhamnaceae) foi um
estudo de seu metabolismo secundario no qual, foi utilizado uma mistura dos
aminoacidos valina, leucina, isoleucina, tirosina, fenilalanina e triptofano, sendo que
obtiveram como resultado os novos tetrapeptideos Val-Leu-Leu-Tyr, Ile-Leu-Leu-Tyr,
Phe-Phe-Leu-Tyr e Phe- Phe-Ile-Tyr, os quais sdo os provaveis precursores dos
alcaloides ciclopeptidicos Americina, Frangulanina, Ceanotina E e Adouectina Y,
respectivamente, como mostra a Figura 46. Em todos os tetrapeptideos obtidos, foi
usado o aminoacido basico tirosina como bloco de constru¢do na biossintese da unidade
de estirilamina nos alcaloides (BAIG, BANTHORPE, et al., 1993). Em 2006, TAN ¢
ZHOU, propuseram uma rota biossintética dos alcaloides ciclopeptidicos de quatorze

membros como mostra a Figura 47.

Figura 46: Proposta para rota biogenética de precursores dos alcaloides ciclopeptidicos
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Fonte: ( (BAIG, BANTHORPE, et al., 1993), (MOREL, MALDANER e ILHA, 2009)).
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Figura 47: Possivel rota biossintética dos alcaloides ciclopeptidicos de 14-membros.
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Fonte: Adaptado ( (TAN e ZHOU, 2006) (MOREL, MALDANER e ILHA, 2009)).
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5.3.2.2 Scutianina R, S04 (52)

Scutianina-R foi isolada da FBEAT, obtida das cascas do caule da espécie Scutia
buxifolia na forma de um so6lido branco, conforme descrito na parte experimental (pag
38). Sua estrutura, Figura 48, foi determinada por meio de RMN de 'H e de *C, uni e

bidimensionais, homo e heteronucleares.

Figura 48: Estrutura do composto Scutianina R
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No espectro de RMN de 'H (Figura 49) de Scutianina R podemos constatar a
auséncia da unidade N, N-dimetil que esta presente na estrutura de Scutianina Q. Além
disso, ha os sinais de dois hidrogénios olefinicos H-17 (6 7,57 ppm,d, J=15,2Hz) e H-18
(0 6,86 ppm, d, J=16,0Hz), os quais ndo estdo presentes no peptideo Scutianina Q
(Figura 51).

A unidade isoleucina (Figura 49 e 50) que pode ser identificada no espectro de
RMN COSY, é comprovadas pelas correlacdes dos hidrogénios H-2 (& 4,24 ppm, dd,
J=4,8, 8,6Hz) o qual tem correlacdo com o hidrogénio amidico NH-7 (& 7,60ppm) e
com o hidrogénio metinico H-3 (6 1,83 ppm). O H-3 por sua vez, aparece na forma de
um multiplete pela sua correlacdo com os hidrogénios diasterotopicos H-4 (5 1,48/1,12
ppm) e com a metila CH3-6 (& 0,88 ppm, d, J=6,8Hz). Ja os hidrogénios H-4 ¢ H-4’
apresentam correlacdo com a metila CH3-5 (6 0,84 ppm, t, J/=7,2Hz). Esta unidade esta
presente, também, no peptideo Scutianina Q e com os deslocamentos quimicos muito

semelhantes, o que confirma a estrutura proposta do composto Scutianina R.



110

Figura 49: Espectro de RMN de 'H do peptideo Scutinanina R, em DMSO-d® a 400
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Figura 51: Expansdo do espectro COSY do peptideo Scutinanina R, em DMSO-d°® a 400

MHz.
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Os sinais de carbono foram atribuidos com o auxilio dos espectros de RMN de
13C (Figura 52), HMBC (Figura 53) e HMQC (Figuras 54 e 55). Foi possivel verificar a
presenca de 20 sinais sendo que, quatro deles apresentam maior intensidade o que
mostra a presenca de dois nucleos totalizando em 24 carbonos distribuidos na regido
compreendida entre & 11,0 e 173,0 ppm. Na regido entre 6 11,0 e 58,0 ppm se
encontram os sinais dos carbonos metinicos C-2 (& 57,2 ppm) e C-3 (& 36,4 ppm), do
carbono metilénico C-4 (3 24,2 ppm) e dos carbonos das metilas Me-5 e Me-6 (6 11,1 e
o 15,5 ppm, respectivamente). Os demais carbonos (aromaticos, olefinicos e

carbonilicos) podem ser identificados nas Figuras 52, 53 e 54.
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Figura 52: Espectro de RMN de "*C do peptideo Scutinanina R, em DMSO-d° a 400

MHz.
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Figura 53: Expansio do Espectro HMBC do peptideo Scutinanina R, em DMSO-d® a
400 MHz.
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Figura 54: Expansio do espectro HMQC do peptideo Scutinanina R, em DMSO-d° a
400 MHz.
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Figura 55: Expansdo do Espectro HMQC do peptideo Scutinanina R, em DMSO-d’ a
400 MHz.




Tabela 21: Dados de RMN de 'H e de '*C do peptideo Scutianina R

Posigéo dyppm dcppm®
1 - 172,7
2 4,24 (1H, dd, J=4,8, 8,6Hz) 57,2
3 1,83 (1H, m) 36,4
4 1,48 (1H, m)
Y 1,13 (1H, m) 42
5 0,84 (3H, t, J=7,2Hz) 11,1
6 0,88 (3H, d, J=6,8 Hz 15,5
7 67,60 -
8 - 164,7
9 - 129,7
10 7,06 (1H, s) 129,99
11 - 133,9
1212’ 7,29-7,61
13/13° 7,29-7,61 126,9-129,7
14 7,29-7,61
15 9,67 (NH, s) ;
16 - 167,7
17 7,57 (1H, d, J=15,2Hz 140,3
18 6,86 (1H, d, J=16,0Hz 120,9
19 - 134,5
20/20° 7,29-7,61
2121 7,29-7,61 126,9-129,7
22 7,29-7,61
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Da mesma forma em que acreditamos que o peptideo Scutianina-Q seja um

possivel precursor dos alcaloides ciclopeptideos,

acreditamos que o peptideo

Scutianina-R seja um possivel precursor dos ciclopeptideos neutros devido a auséncia

da unidade N,N-dimetil ou N-metil na estrutura proposta. Assim, o peptideo Scutianina-

R poderia ser o precursor do ciclopeptideo neutro Scutianeno-Z isolado das cascas do

caule da espécie Scutia buxifolia em 2011 (MALDANER, MARANGON, et al., 2011).

A Figura 27 representa a possivel formacdo do ciclopeptideo neutro a partir do peptideo

Scutianina-R com a adi¢do do aminoacido Tirosina.
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Figura 56: Proposta da formacao de um ciclopeptideo neutro através do peptideo
Scutianina-R com a adi¢do do aminoacido Tirosina.

HO /o o \
o] (o)

H,N OH NH

\ o} o)
NH, HN HN
—_—
—_—
HN HN —_— o
o _—

Fonte: Adaptado (MOREL, MALDANER e ILHA, 2009).
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5.4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

O Grupo de pesquisa NPPN faz uso do método de microdiluicdo em caldo
descrito pela NCCL (National Comittee for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS,
2003) ), na determinagao da atividade antimicrobiana do extrato bruto, das fragdes e das
substancias isoladas das plantas pesquisadas. Essa organizacdo ¢ responsavel pela
padronizacdo dos testes executados a fim de avaliar a atividade antimicrobiana de
compostos naturais no intuito de possibilitar a descri¢do do potencial biologico e sua
utilidade clinica de forma segura e correta. Além disso, com a utilizagdo do
equipamento fluorimetro na leitura dos pogos proporciona uma maior sensibilidade e
reprodutibilidade.

Com isso, foram realizadas as atividades das fragOes etéreas basicas alcaloides
totais (FBEAT) das espécies D. americana e S. buxifolia bem como das substancias
isoladas. No entanto, a amida (38) ndo foi submetida a avaliagdo pois ja ¢ amplamente
estudada. As Tabelas 20 e 21 contém os resultados da atividade antimicrobiana de D.

americana e as Tabelas 22 e 23 os resultados de S. buxifolia.
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Tabela 22: resultado da Atividade Antimicrobiana das FBEAT de D. americana.

CIM/ CLM pg/mL

Micro-organismo*
SL 09/11 SS 05/11 SS 08/13 SL 04/11 Croranfenicol”

Gram-positivos

CcM CIM CIM CIM CIM CLM CIM CIM CIM CLM

Sa 31,2 >500 62,5 >500 500 >500 125 >500 1,56 12,5
Bs 250  >500 250 >500 250 >500 250 >500 3,12 100
Be 250  >500 >500 >500 500 >500 >500 >500 1,56 6,25
Espp. 62,5 125 62,5 125 125 250 125 250 1,56 1,56
Ef >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 6,25 12,5
Gram-negativos
Ec 125 >500 125 >500 250 >500 250 >500 3,12 100
Pa 125 >500 125 >500 125 >500 250 >500 1,56 12,5
Pm 250  >500 250 >500 250 >500 250 >500 3,12 25
Ss 125 >500 125 >500 125 >500 125 >500 6,25 25
St 125  >500 >500 >500 500 >500 >500 >500 3,12 12,5
Mm 125 500 125 >500 125 >500 125 >500 3,12 25
Sf 250  >500 250 >500 250 >500 250 >500 1,56 1,56
Se 500 500 >500 >500 >500 >500 500 >500 1,56 6,25
Ea 62,5 >500 125 >500 500 >500 125 >500 3,12 12,5
Kp 250 500 250 >500 250 500 250 @ >500 25 200

* Bactérias Gram-positicas: Sa:Staphylococcus aureus, Bs: Bacillus subtilis, Be: Bacillus cereus, Espp.:
Enterococcusspp., Ef: Enterococcus fecalis; Gram negativa: Ec: Escherichia coli, Pa: Pseudomonas
aeroginosa, Pm: Proteus mirabilis, Ss: Shigella sonnei, St: Salmonella typhimurium, Mm: Morganella
morganii, St: Shigella flexneri, Se: Salmonella enteritidis, Ea: Enterobacter aerogenes, Kp: Klebsiella
pneumoniae.

b Padrao
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Tabela 23: Resultado da Atividade Antimicrobiana dos padrdes isolados de D. americana.

CIM/ CLM pg/mL
Micro-organismo”

Discarina B Frangulanina Frangufolina Adouetina Y° DiscarinaD  Discarina C  Discareno C ~ Clorofenicol’

Gram-positivo

Sa 200 >200 50 >200 25 >200 25 >200 200 >200 50 >200 200 >200 1,56 12,5
Bs 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 3,12 100
Bc 200 >200 200 >200 100 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 1,56 6,25
Espp. 25 50 25 50 25 50 50 50 50 50 50 50 25 50 1,56 1,56
Gram-negativo
Ef >200 >200 50 >200 50 >200 200 >200 >200 >200 100 >200 25 >200 6,25 12,5
Ec 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 3,12 100
Pa 200 >200 200 >200 50 >200 200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 1,56 12,5
Pm >200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 3,12 25
Ss 50 >200 100 >200 100 >200 50 >200 100 >200 100 >200 100 >200 6,25 25
St 200 >200 200 >200 100 >200 100 >200 100 >200 200 >200 >200 >200 3,12 12,5
Mm NT NT NT NT NT NT 50 >200 NT NT NT NT NT NT 3,12 25
St 25 >200 25 >200 50 >200 50 >200 100 >200 100 >200 100 >200 1,56 1,56
Se 100 >200 200 >200 100 >200 200 >200 200 >200 100 >200 100 >200 1,56 6,25
Ea 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 3,12 12,5
Kp NT NT NT NT NT NT 100 >200 NT NT NT NT NT NT 25 200

* Bactérias Gram-positicas: Sa:Staphylococcus aureus, Bs: Bacillus subtilis, Bc: Bacillus cereus, Espp.: Enterococcusspp., Ef: Enterococcus fecalis; Gram
negativa: Ec: Escherichia coli, Pa: Pseudomonas aeroginosa, Pm: Proteus mirabilis, Ss: Shigella sonnei, St: Salmonella typhimurium, Mm: Morganella morganii, Sf:
Shigella flexneri, Se: Salmonella enteritidis, Ea: Enterobacter aerogenes, Kp: Klebsiella pneumoniae.

b Padrio



Tabela 24: Resultado da Atividade Antimicrobiana dos compostos isolados de S. buxifolia.
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Micro-organismo”

CIM/ CLM pg/mL

ScutianenoX Scutianeno Z ScutianenoY Scutianina Q Scutianina P Aralionina B

Scutianina N

Scutianina R Cloranfenicol”

Gram-positivas

Sa 25 >200 100 >200 100 >200 100 >200 50 >200 50 >200 200 >200 200 >200 1,56 12,5
Bs 100 >200 100 >200 100 >200 200 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 3,12 100
Be 200  >200 100 >200 200 >200 200 >200 200 >200 100 >200 200 >200 200 >200 1,56 6,25
Espp. 25 200 25 50 25 50 50 200 25 100 25 50 25 100 25 100 1,56 1,56
Gram-negativas
Ec NT NT 25 >200 25 >200 25 >200 50 >200 50 >200 50 >200 25 >200 6,25 12,5
Pa 100 >200 100 >200 100 >200 200 >200 100 >200 100 >200 100 >200 100 >200 3,12 100
Pm NT NT 200  >200 200 >200 100 >200 50 >200 100 >200 200 >200 200 >200 1,56 12,5
Ss NT NT 200  >200 100 >200 200 >200 200 >200 100 >200 100 >200 200 >200 3,12 25
St 100 >200 1000 >200 100 >200 200 >200 100 >200 50 >200 100 >200 100 >200 6,25 25
Mm 25 >200 25 >200 50 >200 200 >200 50 >200 50 >200 100 >200 200 >200 3,12 12,5
Sf 50 >200 100 >200 100 >200 50 >200 50 >200 50 >200 100 >200 200 >200 3,12 25
Se 50 >200 50 >200 100 >200 200 >200 100 >200 100 >200 200 >200 100 >200 1,56 1,56
Ea 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 200 >200 1,56 >200 200 >200 1,56 6,25
Kp NT NT 100  >200 200 >200 200 >200 25 >200 50 >200 200 >200 100 >200 3,12 12,5

* Bactérias Gram-positicas: Sa:Staphylococcus aureus, Bs: Bacillus subtilis, Be: Bacillus cereus, Espp.: Enterococcusspp., Ef: Enterococcus fecalis, Gram negativa: Ec:
Escherichia coli, Pa: Pseudomonas aeroginosa, Pm: Proteus mirabilis, Ss: Shigella sonnei, St: Salmonella typhimurium, Mm: Morganella morganii, St: Shigella flexneri, Se:
Salmonella enteritidis, Ea: Enterobacter aerogenes, Kp: Klebsiella pneumoniae.

b Padrio



Tabela 25: Resultado da Atividade Antimicrobiana das FBEAT de S. buxifolia.
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Micre- SL06/13 SS08/13 SL09/13S/E  SL09/13C/E  CS10/13C/E  CS10/13S/E SL04/14 LS07/13 LS01/14 Cloranfenicol”
organismo”
Gram-positivo
Sa 62,5 >500 62,5 >500 500 >500 500 >500 250 >500 250 >500 500 >500 62,5 >500 62,5 >500 1,56 12,5
Bs 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 3,12 100
Bce 500 >500 250 >500 500 >500 250 >500 500 >500 500 >500 250 >500 500 >500 500 >500 1,56 6,25
Espp. 62,5 125 62,5 125 62,5 125 62,5 125 62,5 125 125 250 62,5 125 62,5 250 62,5 125 1,56 1,56
Sa 125 >500 500 >500 250 >500 >500 >500 NT NT >500 >500 500 >500 =>500 >500 125 >500 6,25 12,5
Gram-negativo
Ec 125 >500 250 >500 125 >500 250 >500 125 >500 250 >500 500 >500 250 >500 250 >500 3,12 100
Pa 250 >500 250 >500 500 >500 500 >500 NT NT 500 >500 250 >500 >500 >500 250 >500 1,56 12,5
Pm 500 >500 500 >500 500 >500 500 >500 250 >500 500 >500 500 >500 250 >500 500 >500 3,12 25
Ss 250 >500 125 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 6,25 25
St 125 >500 62,5 >500 250 >500 62,5 >500 125 >500 125 >500 250 >500 62,5 >500 125 >500 3,12 12,5
Mm 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 125 >500 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 3,12 25
Sf 125 >500 31,5 >500 62,5 >500 62,5 >500 125 >500 250 >500 250 >500 125 >500 250 >500 1,56 1,56
Se 250 >500 250 >500 250 >500 500 >500 500 >500 500 >500 250 >500 500 >500 500 >500 1,56 6,25
Ea 62,5 >500 62,5 >500 250 >500 500 >500 NT NT 250  >500 250 >500 62,5 >500 250 >500 3,12 12,5
Kp 250 >500 250 >500 250 >500 250 >500 NT NT 250 >500 250 >500 125 >500 125 >500 25 200

* Bactérias Gram-positicas: Sa:Staphylococcus aureus, Bs: Bacillus subtilis

b Padrao

, Bc: Bacillus cereus, Espp.: Enterococcusspp., Ef: Enterococcus fecalis; Gram negativa: Ec:
Escherichia coli, Pa: Pseudomonas aeroginosa, Pm: Proteus mirabilis, Ss: Shigella sonnei, St: Salmonella typhimurium, Mm: Morganella morganii, St: Shigella flexneri, Se:
Salmonella enteritidis, Ea: Enterobacter aerogenes, Kp: Klebsiella pneumoniae.
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Os resultados da atividade antimicrobiana, das FBEAT da espécie Discariam
americana, tiveram para algumas cepas, bons resultados (Tabela 20). Frente a bactéria
gram-positiva Staphylococcus aureus as fragdes das coletas SL 09/11 (31,2 ug/mL), SS
05/11 (62,5 pg/mL) e a SL 05/11 (125 pg/mL) apresentaram bons resultados para CIM
levando em consideracdo que sd3o uma mistura de alcaloides. O que possibilita
considerar que o sinergismo entre as diferentes estruturas pode atuar na inibigdo desta
bactéria, mas, ndo houve nenhuma atividade bactericida. A bactéria Enterococcus spp.
foi inibida pelas FBEAT SL 09/11 (62,5 pg/mL), SS 05/11 (62,5 pg/mL). Para o
restante das bactérias, a inibi¢do foi menor ou inexistente naquela concentragao testada.

Para os compostos isolados foram obtido resultados satisfatorios para algumas
cepas (Tabela 21). O alcaloide ciclopeptidico Discarina-B inibiu o crescimento
bacteriano de trés bactérias, uma gram-positiva: Enterococcus spp (CIM 25 pg/mL e
CLM 50 pg/mL); e de duas gram-negativas: Shigella sonnei (CIM 50 pg/mL) e Shigella
flexneri (CIM 25 pg/mL). Frangulanina teve potencial inibitorio frente a Staphylococcus
aureus (50 ng/mL) Enterococcus spp de CIM 25 pg/mL e CLM 50 pg/mL, e frente a
Shigella flexneri de CIM 25 ug/mL. Frangufolina, por sua vez, apresentou poder
bacteriostatico frente a Staphylococcus aureus (25 pg/mL), a Enterococcus spp de 25
ug/mL e, também, bactericida de 50 pg/mL. Além disso, inibiu o crescimento de
Pseudomonas aeroginosa com CIM de 50 pg/mL, e o crescimento da Shigella flexneri
(50 pg/mL).

J& Adouetina Y’ apresentou potencial bacteriostatico frente a Staphylococcus
aureus (25 pg/mL), bacteriostatico e bactericida frente a Enterococcus spp. (CIM 50
pg/mL, CLM 50 pg/mL), teve poder inibitério também frente a Shigella sonnei (CIM
50 pg/mL) e Shigella flexneri (50 pg/mL) e foi o Unico alcaloide ciclopeptidico que
apresentou potencial de inibi¢ao frente & Morganella morganii (50 pg/mL).

Discarina C apresentou CIM e CLM, frente a Enterococcusspp, de 50 pg/mL
cada. Teve potencial inibitério para Staphylococcus aureus (25 pg/mL). Discarina-D
teve potencial de inibicdo somente para Enterococcusspp (50 pg/mL). O ciclopeptideo
neutro Discareno-C apresentou CIM de 25 pg/mL frente a Enterococcus fecalis e
Enterococcus spp bem como, CLM de 50 pg/mL frente & Enterococcus spp.

Na Tabela 21 constam os resultados obtidos para os compostos isolados da
espécie Scutia buxifolia. Nela podemos observar que os padrdes que conseguiram inibir

a bactéria Staphylococcus aureus foram o ciclopeptideo neutro Scutianeno-X (25
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pg/mL), Scutianina P (50 pg/mL) e Aralionina B (50 pg/mL). Para esta bactéria ndo
houve CLM.

Para a bactéria Enterococcus spp, todos os compostos testados apresentaram
CIM de 25 pg/mL, com excegdo da Scutianina Q que inibiu com uma concentragdo de
50 pg/mL. J4 os resultados de CLM variaram de 50 pg/mL a 200 pg/mL. Com excec¢ao
de Scutianeno X, todos os outros padrdes testados inibiram a bactéria Escherichia coli,
Scutianeno Z (25 pg/mL), Scutianeno Y (25 pg/mL), Scutianina Q (25 pg/mL),
Scutianina P (50 pg/mL), Aralionina B (50 pg/mL), Scutianina N (50 pg/mL) e
Scutianina R (25 pg/mL). Nenhum destes compostos teve CLM.

Proteus mirabilis teve seu crescimento inibido apenas por Scutianina P, com
CIM de 50 pg/mL. Ja Salmonella typhimurium, foi inibida por Aralionina B com CIM
de 50 pg/mL. Além disso, os Scutianenos X, -Z e -Y, a Scutianina P e a Aralionina B
apresentaram apenas CIM frente a bactéria Morganella morganii com 25, 25, 50, 50 e
50 ug/mL, respectivamente. Para a bactéria Shigella flexneri, os alcaloides com maior
potencial bacteriostatico foram Scutianeno X (50 pg/mL), Scutianina Q (50 pg/mL), -P
(50 pg/mL) e Aralionina B (50 pg/mL).

Salmonella enteritidis foi inibida pelos ciclopeptideos neutros Scutianenos X ¢ Z
com CIM de 50 pg/mL cada. Enterobacter aerogenes teve seu crescimento inibido por
Scutianina N com CIM de 1,56 ug/mL sendo o mais significativo resultado
considerando as outras bactérias e os outros compostos. Os alcaloides Scutianina P e
Aralionina B apresentaram o potencial inibitério frente a Klebsiella pneumoniae com
CIM de 25 para o primeiro e 50 pg/mL, para o segundo.

Os resultados das atividades antimicrobianas das FBEAT de S. buxifolia,
apresentados na Tabela 23, mostram CIM mais significativos para cinco bactérias, o
contrario dos resultados apresentados na Tabela 22, dos padrdes que demonstraram
potencial bacteriostatico para dez bactérias das quatorze testadas. Indicando que estes
alcaloides possuem potencial antimicrobiano maior quando isolados do que quando
atuam em sinergismo misturados na fracdo, como ¢ o caso das FBEAT dos alcaloides
ciclopeptidicos de D. americana. As FBEAT SL06/13, SS08/13, LS07/13 e LS01/14
apresentaram potencial bacteriostatico frente a Staphylococcus aureus de 62,5 ng/mL
cada. Frente a Enterococcus spp. as fracdes tiveram CIM entre 62,5 pg/mL e 125
pg/mL e, CLM variando entre 125 pg/mL e 250 pg/mL. Salmonella typhimurium teve
seu crescimento inibido nas FBEAT SS08/13, SL09/13 C/E e LS07/13 com CIM de

62,5 ng/mL. SS08/13 teve seu potencial de inibicdo maior frente a Shigella flexneri com
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CIM de 31,2 pg/mL. Ja SL09/13, C/E e S/E, a inibiram com CIM de 62,5 pg/mL.
Enterobacter aerogenes foi inibida pelas fragdes SL06/13, SS08/13 e LS07/13 com
CIM de 62,5 ng/mL.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste estudo fitoquimico da espécie Discaria americana foi possivel o
isolamento de sete alcaloides ciclopeptidicos: Discarina-B, -C, -D, Frangufolina,
Frangulanina, Adouetina Y’ e Discareno-D, todos com estrutura conhecida. Porém, a
purificacdo destes compostos possibilitou realizar a andlise quantitativa, um estudo
preliminar, para verificar a ocorréncia destes alcaloides na espécie assim como,
quantifica-los nas FBEAT obtidas das cascas da raiz. Dessa forma, foi possivel verificar
a ocorréncia destes em diferentes locais de coleta como, Santana do Livramento e Sdo
Sepé, RS. Além disso, foi possivel analisar a variabilidade da ocorréncia destes
compostos em diferentes meses do ano. Dos compostos isolados, infelizmente, ndo se
conseguiu um sistema solvente adequado para separar as Discarinas-B ¢ D e a
Adouetina Y’ os quais tem seus sinais sobrepostos e de dificil separacdo. Neste caso,
sera necessaria uma adequacao dos eluentes e, talvez, da coluna do equipamento CLAE.

Quanto ao estudo fitoquimico da espécie Scutia buxifolia, foram isolados os
alcaloides ciclopeptidicos Scutianina-P, -N (diastereoisomeros isolados anteriormente),
Aralionina B, conhecida como Condalina A, os ciclipeptideos neutros Scutianeno-X ¢ -
Z. Além destes, foi possivel isolar duas novas substancias, Scutianina Q ¢ R ambas,
como discutido anteriormente, precursoras de alguns alcaloides ciclopeptidicos devido
as unidades de aminoacidos que compde suas estruturas. Outra substancia que foi uma
surpresa estar presente nesta espécie, uma vez que, ela € caracteristica da familia
Rutaceaae, foi a (R)-Tembamida.

Com estes compostos isolados foi possivel, também, fazer a analise quantitativa
dentro das FBEAT obtidas das cascas do caule. Foram realizadas varias coletas em
diferentes locais e épocas do ano e, assim, verificar a sazonalidade da producdo destes
compostos nesta espécie.

Vale ressaltar, que este ¢ um trabalho preliminar de quantificagdo e que seriam
necessarias varias coletas dentro de cada uma das estagdes do ano para que se possa ter
um dado mais preciso sobre a produgdo dos alcaloides ciclopeptidicos nas duas espécies
aqui estudadas.

Quanto os resultados da atividade antimicrobiana os alcaloides ciclopeptidicos
isolados de Discaria americana podemos ressaltar a variedade de bactérias tanto Gram-
positivas quanto negativas que foram inibidas, ou seja, estes compostos apresentam

potencial bacteriostatico significativo e, assim, serem fortes candidatos a inibidores
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destas bactérias. Assim como, a inibi¢cdo das FBEAT frente a algumas bactérias testadas
mostrou-se muito satisfatorio.

Os alcaloides ciclopeptidicos isolados da Scutia buxifolia também se mostraram
eficientes na inibi¢do quanto na morte das bactérias aqui testadas. Os peptideos também
se mostraram eficientes como inibidores do crescimento bacteriano. Da mesma forma,

as FBEAT tiveram excelentes potenciais inibitorios e bactericidas.
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8 APENDICE

Apéndice 1: Espectro de 'H da Discarina B, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 2: Expansao do espectro de 'H da Discarina B, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 3: Espectro de Cosy da Discarina B, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 4: Espectros de *C da Discarina B, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 5: Espectro de 'H da Discarina C, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 7: Espectro de *C da Discarina C, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 8: Espectro de 1H da Discarina D, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 9: Espectro de Cosy da Discarina D, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 10: Espectro de *C da Discarian D, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 11: Espectro de 'H da Frangufolina, em CDCl; a 400MHz.

o 32
18 19 o=

I\
T T

EIEME N [EEEE e

T T T T T T T T
8.0 715 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 L0

).

CEALE B B RE E

ppm

Apéndice 12: Espectro de Cosy da Frangufolina, em CDCIl; a 400MHz.
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Apéndice 13: Espectro de Cosy da Frangufolina, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 14: Espectro de *C da Frangufolina, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 15: Espectros de Cosy da Frangulanina, em DMSO-d® a 400MHz.

1

o 0

e e T T T - 18 % NH g
6
s = HN
HN2g oy H 3
- - 25__ 24 21=0 2’9\3{
3
22 -

2

2

71.62
41.65

—82.34

——5541

—52.14
418

LSy

130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



139

Apéndice 17: Espectro 'H da Adouetina Y’, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 19: Espectro de *C da Adouetina Y’, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 20: Espectro de 'H do Discareno C, em CDCl; a 400MHz.
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Apéndice 21: Espectro de Cosy do Discareno C, em CDCl; a 400 MHz.
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Apéndice 23: Espectro de 'H de Scutianina P, em CDCIl3 a 400 MHz.
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Apéndice 24: Espectro de Cosy de Scutianina P, em CDCl; a 400 MHz.
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Apéndice 25: Espectro de '*C de Scutianina P, em CDCl; a 400 MHz.
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Apéndice 26: Espectro de ! de Scutianina N, em CDCl; a 400 MHz.
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Apéndice 27: Espectro de Cosy de Scutianina N, em CDCl; a 400 MHz.
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Apéndice 29: Espectro de 'H de Tembamida, em CDCl; a 400 MHz.
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Apéndice 31: Espectro de '*C de Tembamida, em CDCls a 400 MHz.
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Apéndice 32: Espectro de 'H de Scutianeno X, DMSO-d® a 400 MHz.
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Apéndice 33: Espectro APT de Scutianeno X, DMSO-d® a 400 MHz.
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Apéndice 34: Espectro de Cosy de Scutianeno X, DMSO-d® a 400 MHz.
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Apéndice 35: Espectro de 'H de Scutianeno Z, DMSO-d® a 400 MHz.
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Apéndice 36: Espectro de Cosy de Scutianeno Z, DMSO-d® a 400 MHz.

MM J_ A nl e

g

JLU.I“J__Jl | ILA_J /\L‘l\,
1 LT o

TR
1 il

85 80 75 70 6.5 6.0



149

Apéndice 37: Espectro de *C de Scutianeno Z, DMSO-d® a 400 MHz.
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Apéndice 38: Grafico da equagdo da reta de Discarina B
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Apéndice 40: Grafico da equacdo da reta de Discarina C

Discarina C y = 3239,5x + 64,467
R? = 0,9939
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Apéndice 41: CLAE de Discarina C
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Apéndice 42: Grafico da equacdo da reta de Frangulanina
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Apéndice 44: Grafico da equagdo da reta de Frangufolina
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Apéndice 46: Grafico da equacdo da reta de Adouetina Y’
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Apéndice 48: Grafico da equacdo da reta de Discarina D

Discarina D y = 3083,1x + 41,507
R?=0,9983
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Apéndice 50: Grafico da equacdo da reta de Discareno C
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Apéndice 51: CLAE de Discareno C
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Apéndice 52: Grafico da equacdo da reta de Scutianina P
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Apéndice 54: Grafico da equacdo da reta de Aralionina B
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Apéndice 56: Grafico da equacdo da reta de Scutianina N
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Apéndice 57: CLAE de Scutianina N
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Apéndice 58: Grafico da equacdo da reta de Tembamida

. y =3813x + 70,283
Tembamida R?= 09961
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Apéndice 59: CLAE de Tembamida
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Apéndice 60: Grafico da equacdo da reta de Scutianina Q

Scutianina Q
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Apéndice 61: CLAE de Scutianina Q
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Apéndice 62: Grafico da equagdo da reta de Scutianeno Z

. y=9747,2x + 32,9
Scutianeno Z R? = 0,9996
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Apéndice 63: CLAE de Scutianeno Z
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Apéndice 64: Grafico da equagdo da reta de Scutianeno X

y = 10646x + 247,36

Scutianeno X R?=0,9928
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Apéndice 65: CLAE de Scutianeno X
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