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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO E BIOATIVIDADE DOS EXTRATOS E FRACOES
DE Minquartia guianensis (OLACACEAE).

lorena.cursino@gmail.com

Este estudo teve como objetivo isolar os constituintes quimicos de Minquartia
guianensis (Olacaceae) e avaliar os extratos das folhas e galhos quanto as atividades
antifungica e antibacteriana. Foram realizadas duas coletas desta espécie, uma em abril (12
coleta) e outra em julho (22 coleta), na Reserva Ducke, Manaus, AM. Apds secagem e
moagem, 0s materiais vegetais foram extraidos com diclorometano (DCM), Metanol (MeOH)
e Agua (H,0). Os extratos DCM e MeOH foram submetidos & prospecgéo fitoquimica por
meio de cromatografia em camada delgada e reveladas com alguns reveladores para
determinar indicios de classes quimicas presentes. O estudo fitoquimico do extrato DCM das
folhas forneceu trés triterpenos, lupen-3-ona (1), taraxerona (2), acido oleandlico (3) e um
poliacetileno, acido minquartinoico (4). O extrato DCM dos galhos forneceu outro triterpeno,
3-B-metoxi-lup-20-(29)-eno (5). Quanto a atividade antibacteriana, os extratos foram
avaliados frente a diversas cepas e os melhores resultados foram: os extratos MeOH das
folhas e dos galhos da primeira coleta contra Edwarsiella tarda (CIM de 62,5 ug/mL) e 0
acido minquartinoico isolado das folhas ativo contra Aeromonas hydrophila (CIM de 45,5
pg/mL e CMB > 91 pg/mL). Quanto & atividade antifingica frente & Cryptococcus gattii, as
fragdes dos extratos foram testadas por bioautografia e diversas apresentaram atividade. Uma
destas fracGes foi fracionada, obtendo o acido minquartinoico, 0 que sugere que este possa ser
o responsavel pela atividade antifungica. Este é o primeiro relato das substancias taraxerona,
acido oleandlico e 3-B-metoxi-lup-20-(29)-eno em Olacaceae e da presenga de atividade

frente a bactéria A. hydrophila e ao fungo C. gattii dos extratos de M. guianensis.

Palavras chaves: Olacaceae, Minquartia guianensis, triterpenos
Area de concentragdo: quimica de produtos naturais
Linha de Pesquisa: bioprospeccdo de plantas e seus micro-organismos visando novos

antimicrobianos.
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ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY AND BIOACTIVITY OF THE EXTRACTS AND
FRACTIONS FROM Minguartia guianensis (OLACACEAE).

lorena.cursino@gmail.com

The aim of this study was to isolate the chemical compounds of Minquartia guianensis
(Olacaceae) and evaluate the leaf and branch extracts as antifungal and antibacterial agents.
There were performed two collections of this species, the first in April and the second in July
at Reserva Ducke, Manaus, AM. After drying and milling, the plant materials were extracted
with dichloromethane (DCM), methanol (MeOH) and water (H,O). The DCM and MeOH
extracts were submitted to thin layer chromatography analisys in order to identify chemical
classes. The phytochemical study of DCM extract from leaves provided three triterpenes
lupen-3-one (1), taraxerone (2), oleanolic acid (3) and polyacetylene minquartinoic acid (4).
The DCM extract from branches yielded one triterpene, 3-B-methoxy-lup-20-(29)-ene (5).
The extracts were evaluated against some bacteria and the best results were found to MeOH
extract from leaves and branches from first collection against Edwarsiella tarda (MIC of
62.5 pg/mL) and the minquartinoic acid isolated from leaves against Aeromonas hydrophila
(MIC of 455 pg/mL and MBC > 91 ug/mL). Some fractions were assayed against
Cryptococcus gattii by the bioautography assay and several showed activity. One of the active
fractions was fractionated and the polyacetylene, minquartinoic acid was isolated, which
suggests than it can be the responsible for the activity. This is the first report of the substances
taraxerone, oleanolic acid and 3-p-methoxy-lup-20-(29)-ene in Olacaceae and A. hydrophila

and C. gattii activity of M. guianensis extracts.

Keywords: Olacaceae, Minquartia guianensis, triterpenes.
Concentration area: chemistry of natural products
Research line: bioprospection of plants and their microorganisms in order to find new

antimicrobials.


mailto:lorena.cursino@gmail.com
javascript:abreDetalheLinha('0084106WL1MCCC',%206)
javascript:abreDetalheLinha('0084106WL1MCCC',%206)

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

LISTA DE ILUSTRACOES

Ocorréncia mundial da familia Olacaceae.

Foto da espécie M. guianensis, com destaque para o tronco (Nunez, 2008)
Folhas de M. guianensis (Foto: MOBOT, 2008).

Fluxograma da preparacdo dos extratos.

Fotos das placas referentes as fracoes 4.1 (substancias 1 e 2) e 4.2.
Fracionamento do extrato diclorometanico das folhas da primeira coleta.
Fracionamento do extrato metandlico da segunda coleta.

Fotos das placas referente a fracdo 8-14.1 (substancia 5).

Fracionamento do extrato diclorometanico dos galhos da primeira coleta.

Figura 10. FragOes em destaque testadas do extrato diclorometanico das folhas da

primeira coleta contra Cryptococcus gattii.

Figura 11

. FracOes em destaque testadas do extrato metandlico das folhas da primeira

coleta (CURSINO et al., 2006).

Figura 12
coleta.

Figura 13.

coleta.

Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.

. Fragdes em destaque testadas do extrato metanolico das folhas da segunda

FracOes em destaque do extrato diclorometano dos galhos da primeira

Fotos das placas dos extratos DCM das folhas da 12 e 22 coleta.
Fotos das placas dos extratos DCM dos galhos da 12 e 22 coleta.
Fotos das placas dos extratos MeOH das folhas da 12 e 22 coleta.
Fotos das placas dos extratos MeOH dos galhos da 12 e 22 coleta.
Espectro de RMN de *H de lupen-3-ona e taraxerona.

Expanséo do espectro de RMN de 'H de lupen-3-ona e taraxerona.
Espectro de RMN de **C de lupen-3-ona e taraxerona.

Expansdo do espectro de RMN de **C de lupen-3-ona e taraxerona.
Espectro de RMN de *H do &cido oleandlico.

Expanséo do espectro de RMN de *H do 4cido oleandlico.
Espectro de RMN de **C do 4cido oleandlico.

DEPT do &cido oleandlico.

Pagina

26
27
30
33
35
38
40
40
41

42

42

43

46
47
48
48
53
54
55
56
59
60
61
62



Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.

Espectro de RMN de *H do poliacetileno.

Expansdo do espectro de RMN de *H do poliacetileno.

Espectro de RMN de **C do poliacetileno.

Espectro de COSY do poliacetileno.

Mapa de contorno de HSQC do poliacetileno.

Mapa de contorno de HMBC do poliacetileno.

Espectro de massas do poliacetileno

Espectro de RMN de *H do 3-B-met6xi-lup-20(29)-eno

Expansdo do espectro de RMN de *H de 3-B-metéxi-lup-20(29)-eno
Espectro de RMN de **C de 3-B-met6xi-lup-20(29)-eno

Expansio do espectro de RMN de **C do 3-B-metoxi-lup-20(29)-eno
Mapa de contorno HSQC de 3-B-metoxi-lup-20(29)-eno

Expansdo do mapa de contorno HMBC de 3-B-metdxi-lup-20(29)-eno
Fotos da bioautografia da fracdo 63-66.

Fotos da bioautografia da fracdo 9-12.

Fotos da bioautografia da fracdo 28-30.

Fotos da bioautografia da fragdo 15.1C.

Fotos da bioautografia da fragdo 15.3B.

65
66
67
68
69
70
71
75
76
77
78
79
80
82
82
83
83
84



Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.
Tabela 4.
Tabela 5.
Tabela 6.
Tabela 7.
Tabela 8.
Tabela 9.

Tabela 10.
Tabela 11.
Tabela 12.
Tabela 13.
Tabela 14.
Tabela 15.
Tabela 16.
Tabela 17.
Tabela 18.
Tabela 19.
Tabela 20.
Tabela 21.

Tabela 22.

Tabela 23

LISTA DE TABELAS

Alcaloides

Cromona

Diterpenos

Esteroides

Flavonoides

Derivados Fenolicos

Derivados de Glicerol

Isoprenos

Poliacetilenos

Poliisopreno

Proantocianidinas

Sesquiterpeno

Triterpenos

Triterpenos glicosilados, saponinas

Poliacetileno de M. guianensis

Xantona de M. guianensis

Triterpenos de M. guianensis

Eluentes utilizados para cada grupo de fragbes do fracionamento de 10-13
Eluentes utilizados para cada grupo de frag6es do fracionamento de 23-29
Eluentes utilizados para cada grupo de fragfes do fracionamento de 63-66
Eluentes utilizados para cada grupo de fracdes do fracionamento da fase
DCM

Eluentes utilizados para cada grupo de fracdes do fracionamento da fase
AcOEt

. Eluentes utilizados para cada grupo de fracbes de 3-5

Tabela 24. Dados de RMN de **C da lupen-3-ona comparados com a literatura

(NUNEZ et al., 2000)

Tabela 25. Dados de RMN de *C da taraxerona comparados com a literatura

(SAIRAIVA et al., 2006)

Xi

Pagina

11
12
13
14
14
15
17
17
18
18
20
22
23
23
32
33
34
36

37

39
51

52



Xii

Tabela 26. Deslocamentos quimicos de RMN de *C do 4cido oleandlico em 58

comparacdo com a literatura

Tabela 27. Dados de RMN de *H (500 MHz, em CDCls) do poliacetileno 64
Tabela 28. Dados de RMN de **C (125 MHz, em CDCl3) e HMBC do poliacetileno 64
Tabela 29. Dados de RMN de **C para 3--metéxi-lup-20(29)-eno 73
Tabela 30. Efeitos a, B e y calculados a partir do lupeol 74
Tabela 31. Halos de inibicao dos extratos frente as duas cepas de A. hydrophila 85
Tabela 32. Halos de inibicdo dos extratos da 12 coleta frente as bactérias testadas 86
Tabela 33. Halos de inibicdo dos extratos da 22 coleta frente as bactérias testadas 87
Tabela 34. CIM dos extratos da 12 coleta 87

Tabela 35. CIM dos extratos da 22 coleta 88



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACN - Acetonitrila

AcOEt - Acetato de etila

CC - Coluna Cromatografica

CCDC - Cromatografia em Camada Delgada Comparativa
CCDP - Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
CIM - Concentracdo Inibitéria Minima

CMB - Concentracdo Minima Bactericida

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DCM - Diclorometano

Hex - Hexano

MeOH - Metanol

Rf - Fator de retengéo

Rt - Tempo de retengéo

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

u.m.a. - Unidade de Massa Atémica

UV - Ultra-violeta

Xiii



Xiv

SUMARIO
Pagina

1. INTRODUGAO 1
1.1 Plantas medicinais 1
1.2 Atividade antifungica 2
1.3 Atividade antibacteriana 3
1.4 Olacaceae S
1.4.1 Atividades bioldgicas de espécies da Olacaceae 21
1.4.2 Quimiossistematica 21
1.5 Minquartia guianensis 22
2. OBJETIVOS 28
2.1 Geral 28
2.2 Especificos 28

3. MATERIAL E METODOS 29
3.1 Obtencdo dos extratos 29
3.2 Cromatografia em camada delgada dos extratos 31
3.3 Fracionamento cromatografico 32
3.3.1 Extrato diclorometanico das folhas 32

3.3.2 Extrato metandlico das folhas 36

3.3.3 Extrato diclorometanico dos galhos 38

3.4 Atividade antiflngica sobre Cryptococcus gattii (R265) 41
3.5 Atividade antibacteriana 44
3.5.1 Cepas testadas 44

3.5.2 Método difusdo em agar 44

3.5.3 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) 44

3.5.4 Concentragdo Minima Bactericida (CMB) 45

4. RESULTADOS E DISCUSSAO 46



4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos extratos
4.2 Substancias identificadas de Minquartia guianensis
4.2.1 ldentificacdo das substancias 1 e 2
4.2.2 ldentificacdo da substancia 3
4.2.3 ldentificacdo da substancia 4
4.2.4 ldentificacdo da substancia 5
4.3 Resultado do fracionamento do extrato metandlico
4.4 Atividade antiflngica
4.4.1 Bioautografia frente a Cryptococcus gattii (R265)
4.4.1.1 Extrato diclorometanico das folhas da primeira coleta
4.4.1.2 Extrato metandlico das folhas da primeira coleta
4.4.1.3 Extrato metandlico das folhas da segunda coleta
4.4.1.4 Extrato diclorometanico dos galhos
4.5 Atividade antibacteriana
4.5.1 Método de difusdo em agar
4.5.1.1 Aeromonas hydrophila

4.5.1.2 Edwarsiella tarda, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens

e P. aeruginosa
4.5.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
4.5.3 Concentracdo Minima Bactericida (CMB)
5. CONCLUSOES
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

46
49
50
57
63
72
81
81
81
81
82
83
84
84
85
85
86

87
89
90
91

XV



1. INTRODUCAO
1.1 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas na medicina popular ocorre ha muitos anos e esse costume é
passado de geracdo em geracdo até os dias atuais. No entanto, a acdo dessas plantas no
organismo pode variar em cada pessoa, podendo causar até o efeito contrario do esperado.
Desta forma, faz-se necessario o estudo aprofundado com as plantas medicinais a fim de se
comprovar a atividade biologica para a qual ela € empregada. A busca por principios ativos
com propriedades terapéuticas tem aumentado visando novos medicamentos oriundos de
vegetais (RATES, 2000).

Em vista de comprovar as propriedades terapéuticas de principios ativos é necessaria a
realizacdo de etapas, como isolamento, purificacdo das substancias isoladas, analises
biolégicas dos extratos além do estudo da estrutura/atividade para determinar a acdo do
principio ativo (MACIEL et al., 2002).

Com isso, destaca-se a importancia da integracdo das areas de quimica e farmacologia,
ja que a quimica busca o isolamento e determinacdo estrutural e a farmacologia contribui para
as andlises que comprovam a atividade de um extrato ou de uma determinada substancia pura
(FILHO & YUNES, 1997). A partir das analises farmacoldgicas iniciais d4-se continuidade a
estudos mais complexos visando chegar ao medicamento que € o fator fundamental para o
conhecimento do potencial terapéutico das plantas usadas pelas populacdes tradicionais para
combater doencas (VIEGAS et al., 2006).

Entre as doencas que afetam os seres humanos estdo as provocadas por micro-
organismos. A necessidade de se encontrar novos compostos que possam combater
efetivamente os micro-organismos patogénicos tem forcado os cientistas a busca de novas
drogas, principalmente porque 0s micro-organismos costumam adquirir resisténcia aos
antibidticos usados comercialmente.

A busca de novas drogas antimicrobianas sdo obtidas a partir de vegetais devido
apresentarem muitas substancias de interesse comparando com produtos obtidos por sintese.
Com isso, as plantas tém se tornado o foco de estudos cientificos com énfase nas diversas
propriedades medicinais (NOVAIS et al., 2003; VERPOORTE, 1998).

Dentre a diversidade de classes de metabolitos secundarios existentes, algumas se

destacam pela atividade bioldgica. Os monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos apresentam



atividade inseticida (VIEGAS Jr. et al., 2003). Os triterpenos apresentam atividades
cardioprotetora (SUDHAHAR et al., 2007), gastroprotetora (PERTINO et al., 2007),
antiinflamatéria (MEDEIROS et al., 2007), antitumoral (BRAGA et al., 2007), leishmanicida
(DELGADO-MENDEZ et al.,, 2008) e anti-hiperglicémica (SATO et al., 2007). Os
flavondides foram relatados por apresentar atividades antioxidante e antiinflamatéria (VOLP
et al., 2008) e os alcaldides pelas atividades antioxidante, antiinflamatoria e inseticida
(OLIVEIRA et al., 2009).

Visando contribuir para a obtencdo de novas substancias antimicrobianas, o presente
projeto teve como alvo o estudo fitoquimico e avaliagdo das atividades antifungica e
antibacteriana dos extratos e fracGes de Minquartia guianensis (Olacaceae).

1.2 Atividade antiflingica

A importéncia de estudos em busca de substancias antifungicas isoladas de plantas
utilizadas ha muito tempo pela medicina popular deve-se ao aumento de problemas de satde
publica, destacando-se as micoses e surgimentos de patdgenos resistentes a antibioticos. Com
isso, substancias produzidas pelas plantas sdo fontes importantes de novos antimicrobianos
(MAGRO et al., 2006).

H& muitos relatos sobre a resisténcia adquirida por micro-organismos a determinados
antibidticos, o que impulsiona a busca por novos antimicrobianos. Com isso, metabolitos
secundarios com atividade contra certos fungos tornam-se o alvo para novas pesquisas. Ha
diversos exemplos de metabdlitos antifingicos, tais como: fenilpropandides de Nectandra
megapotamica (GARCEZ et al., 2009), saponinas de Swartizia langsdorffii (MARQUI et al.,
2008), alcaloides de Pterogyne nitens (REGASINI et al.,, 2010), estilbeno, flavonona,
pterocarpano, triterpeno e mistura de esteroides de Swartzia apetala (ARAUJO et al., 2008).

Com isso, no presente projeto foi escolhido o fungo Cryptococcus gatti, um patdégeno
que causa doenca tanto em individuos saudaveis quanto em pessoas imunodeprimidas e
pessoas infectadas pelo virus HIV (LITVINTSEVA et al., 2005; MORGAN et al., 2006). Em
1999, este patdgeno provocou um surto que afetou muitas pessoas na llha de Vancouver,
Canada (KIDD et al., 2004).

Uma das infecgbes causada pelo género Cryptococcus € a criptococose. Em

consequéncia desta doenca apresentar manifestacGes clinicas inespecificas, ocorre atraso no



diagnostico contribuindo para a demora do inicio do tratamento causando mortes freqlientes.
A manifestacdo mais comum é por doenca pulmonar que ocorre em regifes tropicais e
subtropicais (SEVERO et al., 2009).

Na busca por antifingicos, alguns extratos foram avaliados, como por exemplo, 0
extrato diclorometanico das raizes de Calophyllum brasiliense e o0 extrato acetato de etila de
Spiranthera odoratissima, 0s quais mostraram-se ativos frente ao C. gattii (ALBERNAZ et
al., 2010). Outro estudo realizado com a espécie Eugenia dysenterica mostra que 0S Seus
constituintes volateis foram ativos contra cepas de Cryptococcus neoformans var. neoformans
e C. neoformans var gattii (COSTA et al., 2000).

1.3 Atividade antibacteriana

Infecgdes intestinais estdo entre as doengas que mais acometem viajantes e pessoas em
paises em desenvolvimento. Estudo realizado com criangas de um hospital em Jodo Pessoa,
PB, Brasil, mostrou um ndimero significativo de criancas com infeccdo intestinal (TORRES et
al., 2005). Este problema ocorre em regides tropicais e muitas destas criancas acabam
morrendo por falta de tratamento. O principal sintoma de infeccdo intestinal é a diarréia
(VISWANATHAN et al., 2008).

Devido a resisténcia de bactérias a determinados antibi6ticos, buscam-se alternativas
gue possam beneficiar os seres vivos tanto humanos quanto animais. Varios estudos relatando
a atividade antibacteriana de extratos e fracdes sdo encontrados na literatura como, por
exemplo: extratos de Plinia glomerata cujas fragdes acetato de etila e fragdo aquosa ativas
contra Staphylococcus aureus, e esta mesma fragdo aquosa foram ativas contra Escherichia
coli (SERAFIN et al., 2007). O extrato diclorometanico de Kielmeyera cuspidata mostra
atividade frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans (SOBRAL
et al., 2009); o extrato etanolico de Ocotea duckei foi ativo contra E. coli (ANTUNES et. al.,
2006); o extrato metanolico de Caesalpinia bonducella e os triterpenos, a-amirina, 3-amirina,
lupeol e acetato de lupeol foram ativos contra S. aureus, E. coli, Shigella flexneri (SAEED et
al., 2001); o &cido aleuritdlico isolado de Spirostachys africana foi ativo contra E. coli,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholera, Salmonella typhi, Shigella dysentery, S. flexnerii e
S.boydii (MATHABE et al., 2008).



Aeromonas é um dos géneros de bactérias reconhecidos como patdgenos intestinais de
humanos. Estudo com criangas que apresentaram diarréia mostrou que este sintoma também é
causado por bactérias deste género (MORENA et al., 1993).

A espécie Aeromonas hydrophila destaca-se por causar mortes de peixes de agua doce.
As doencas que envolvem os peixes sdo principalmente hemorragias cutaneas nas nadadeiras
e na superficie do corpo (HOSHINA et al., 1962; COSTA et al., 2003).

Aeromonas hydrophila esta relacionada também com infeccBes nos seres humanos.
Um estudo realizado por Ketover e colaboradores (1973) descreveu que esta espécie causa
infeccdo em hospedeiros imunodeprimidos, pessoas com uma resposta imunologica deficiente
e que as caracteristicas clinicas sdo semelhantes as que acometem infecgdes causadas por

Pseudomonas aeruginosa.



1.4 Olacaceae

A familia Olacaceae possui distribuicdo pantropical, tem registros de 24 géneros e 150
especies. No Brasil ocorrem apenas 12 géneros com 60 espécies (Figura 1), com maior
dispersdo na Amazonia (LORENZI & SOUZA, 2008).
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http:// www.tropicos.org/Name/42000210?tab=maps

Figura 1. Ocorréncia mundial da familia Olacaceae.

Na Olacaceae foram relatados diversos &cidos graxos. Em Curupira tefeensis foram
identificados os acidos palmitico, laurico, miristico, palmitoléico, esteérico, oléico, linoléico,
linolénico, araquiddnico, gonddico, behénico, erucico, lignocérico, nervdnico, cerético
(SPITZER et al., 1990). E também desta espécie foram identificados os acidos ximénico,
9(2),11(2)-octadecadiendico, 9,11-octadecadiendico, e acido exocarpico (SPITZER et al.,
1991). Da espécie Heisteria silvanii foi identificado o &cido 9,10-epoxiestearico (SPITZER et
al.,, 1997). Os é&cidos palmitico, oléico, estearico, linoléico e é&cido linolénico foram
identificados em Mappia foetida (HOSAMINI & PATTANASHETTAR, 2005). Em
Onguekoa gore foram identificados os &cidos isanico e cis-octadecenedientdico (GUSTONE et
al., 1963). Em Ptychopetalum olacoides os &cidos encontrados foram estearico e palmitico
(MONTRUCCHIO et al., 2005). Outros acidos se encontram em uma revisdao do estudo
realizado com algumas espécies da familia Olacaceae (BADAMI & PATIL, K. B., 1981).



Diversas substancias foram isoladas de espécies desta familia e estdo relatadas nas

tabelas de 1 a 14.

Tabela 1. Alcaloides

Espécies

Substancias

Referéncias

Dulacia guianensis

Manicolina A (1)

Manicolina B (2)

POLONSKY et al., 1981

Heisteria nitida

Integerrenina (3)

Oxido de anorldianina 27-N (4)

EL-SEEDI et al., 1999

Anorldianina (5)

EL-SEEDI et al., 2005

Escopolamina (6)

VALERA etal., 1977

Mappia foetida

Camptotecina (7)

O-Acetilcamptotecin (8)

9-metoxicamptotecina (9)

O-cetilmetoxicamptotecina (10)

GOVINDACHARI, T. R.
& N. VISWANATHAN,
1972

Scorodocarpus borneensis

Escorodocarpinas A-C (11)

WIART et al., 2001

Ptychopetalum olacoides

Teobromina (12)

COLOMBO et al., 2010

Cafeina (13)

MONTRUCCHIO et al.,
2005

H,N

OH H3C

CH,CONH,
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Tabela 2. Cromona
Espécie Substancia Referéncia
Scorodocarpus borneensis 5,7-hidroxi-2-metil cromona (14) ABE et al., 1993
OH O
|
Api—Glc—O @)

14



Tabela 3. Diterpenos

Espécies

Substancias

Referéncias

Ptychopetalum

olacoides

60,7a-dihidroxianonena (15)

7-a,20-dihidroxianonena (16)

7-a,hidroxisolidagalactona I (17)

Ptycho-6a,7a-diol (18)

TANG et al., 2009

Ptychonolida (19)

20-0O-metilptychonal acetal (20)

Ptychonal hemiacetal (21)

Ptychonal (22)

TANG et al., 2008

17

MeO

16

18



21

22

10



Tabela 4. Esteroides

11

Espécies

Substancias

Referéncias

Ptychopetalum olacoides

Estigmasterol (23)

B-sitosterol glicosilado (24)

[-sitosterol (25)

MONTRUCCHIO et al., 2005

HO

25
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Tabela 5. Flavonoides

Espécies Substancias Referéncias

(2S)-Ongokein-4°-ona (26)
(25)-4’,4’-Dimetoxi-ongokein (27)
Ongokea gore . S . JERZ et al., 2005
(2S)-cis-4’-hidroxi-ongokein (28)

(2S)-trans-4’-hidroxi-ongokein (29)

Lucenina-2 (30)
Vicenina-2 (31)

Scorodocarpus borneensis Isoschaftoside (32)

ABE, F. & YAMAUCHI,

_ i T., 1993
Tricin 7-O-glicosideo (33)
3-O-B-D-glicosideo (34)
OCH,4
OCHj3
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31: R1=R2=Glc/R3 = OH 33
32: R1=R2=Glc / R3=H
33: R1=Glc / R2=Aro / R3=H

34
Tabela 6. Derivados fendlicos
Espécies Substancias Referéncias
_ Acido vinilico (35)
Ptychopetalum olacoides _ _ COLOMBO et al., 2010
Acido protocatecuico (36)

COH CO,H

OCH3 OH
OH OH

35 36
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Tabela 7. Derivados do glicerol

Espécie Substéncias Referéncia
) Treo-guaiacilglicerol (37) ABE, F. & YAMAUCHI T.,

Scorodocarpus borneensis _ _

Eritro-guaiacilglicerol (38) 1993
CH30
OHOH
HO CH,OH
37: Treo
38: Eritro
Tabela 8. Isoprenos

Espécie Substéncias Referéncia

Grasshoppercetona (39)

) 3-O-B-D-glicosideo (40) ABE, F. & YAMAUCHI T,
Scorodocarpus borneensis
Blumenol B (41) 1993
C19H3408 (42)

OH
OH

O/
41

42



Tabela 9. Poliacetilenos

15

Espécie Substancias Referéncias
Coula edulis FORT et al., 2000
Ochanostachys Acido minquartinoico (43) RASHID et al.,
amentaceae 2001
Acido pentadeca-6,8,10-triendico (44)
Acido octadeca-8,10,12-triendico (45)
o . _ — KRAUS et al.,
Heisteria acuminata Acido trans-pentadec-10-en-6,8-diendico (46) 1998
Acido cis-hexadec-11-en-7,9-diendico (47)
Acido cis-octadec-12-en-7,9-diendico (48)
Acido pirdlico (49)
Acido 13-octadecen-9,11-diindico (50)
— — SPITZER et al.,
Heisteria silvanii Acido heistérico (51)
Acido 9-11-octadecadindico (52) 1997
Acido ximénico (53)
HO,C L L L L
“OH
43
— — — COOH
44
— — — COOH
45
H
— — — COOH

46



\_/ __ L COOH
47
H H
N=/ — — COOH
48
N _ COOH
49
" —————— COOH

50

o~ /\/\/\/\ COOH

51

— — COOH

52

/\/\/\w
o COOH

53
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Tabela 10. Poliisopreno

Espécie Substéncia Referéncia
Curupira tefeensis cis-1,4-isopreno (54) SPITZER et al., 1995
H3C H
54

Tabela 11. Proantocianidinas

Espécie Substancias Referéncias

Ourateacatequina (55)
DIRSCH et al., 1992

Ouratea-proantocianidina A (56)

Heisteria pallida Epiafzelechin-(4 3->8)-
epiafzelechin-(4 p->8)-4’-O-metil- DIRSCH et al., 1993
(-)-epigallocatequina (57)

OCHj

55




Tabela 12: Sesquiterpeno

18

Espécie

Substancia

Referéncia

Scorodocarpus borneensis

Escodopina (58)

WIART et al., 2001

Tabela 13. Triterpenos

@)
A\

HO

58

Espécies

Substancias

Referéncias

Heisteria pallida

Pristimerina (59)

Tingenona (60)

22-hidroxi-tingenona (61)

Netzahualcoiona (62)

DIRSCH et al., 1992

Ptychopetalum olacoides

Lupeol (63)

a-amirina (64)

MONTRUCCHIO et al.,
2005

59: R1:COOCH3/R2:H/R3:H
60:R1=H/R;=0/R3=H
61: Ri=H/R,=0/R3=0H



64

HO

63
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Tabela 14. Triterpenos glicosilados, saponinas

20

Espécies

Substancias

Referéncias

Olax andronensis

Olaxoside (65)

Ester metilico CagH7g015 (66)

C42H66013 (67)

FORGACS, P. & PROVOST,

O. glabriflora i
] Ester dimetilico (68) J.,1981
O. ittacorum ]
Acido 3-O-glicoronideo
oleandlico (69)
@)
o9 65: R = 1-O-glicopiranosil, R’ = H
Me 66: R = 1-O-glicopiranosil, R’ = Me
67:R=R’=H
OH OH 68: R=R’=Me
0=
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1.4.1. Atividades bioldgicas de espécies de Olacaceae

Extratos e substancias obtidas de espécies de Olacaceae possuem registros de
atividades bioldgicas, como o acido minquartindico isolado de Ochanostachys amentaceae
apresentou atividade anti-HIV (RASHID et al., 2001) e também isolado de M. guianensis
(MARLES et al., 1989) mostrou atividade frente ao Plasmodium falciparum e Leishmania
major (RASMUSSEN et al., 2000).

O extrato de Liriosma ovata mostrou um potencial antiinflamatério enquanto as
substancias isoladas mostraram fraca atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus
no ensaio de microdiluicdo (PICERNO et al, 2008).

Um estudo realizado contra larvas de Artemia salina mostra que o extrato etandlico de
Strombosia scheffleri teve baixa citotoxicidade com CLsy maiores que 1000 pg/mL (MOSHI
et al, 2009). Outro estudo com extrato etandlico desta espécie sugere possuir substancias com
propriedade de neuroprotecdo (SIQUEIRA et al, 2004).

Oleos das sementes de Scorodocarpus borneensis mostraram atividade antiflingica
frente a Microsporum e Acremonium e também frente a Candida albicans (RABMAN et al.,
2002). O extrato metanolico de S. borneensis mostrou foto-citotoxicidade in vitro frente a
celulas obtidas de humanos com leucemia (HL 60) (ONG et al., 2009).

Estudos com extratos comerciais da espécie Ptychopetalum olacoides mostraram a
validacdo de método de analise qualitativa e quantitativa por CLAE utilizando o &cido
vinilico (26) como marcador quimico e como padrdo externo (COLOMBO et al., 2010). O
extrato etandlico desta espécie comprovou a atividade antidepressiva (PIATO et al., 2009),
antioxidante in vivo (SIQUEIRA et al., 2007) e também verificou-se atividade contra amnésia
(SILVA et al., 2009).

1.4.2 Quimiossistematica

Em estudo com espécies de Olacaceae e Icacinaceae, verificou-se a auséncia de
miricetina e a presenca de quercetina em ambos, o que infere um vinculo destas duas familias.
A auséncia de proantocianidinas em Icacinaceae pode afirmar que a familia Olacaceae é mais
primitiva que a familia Icacinaceae (HARON & PING, 1997). Alcaloides ciclopeptideos

isolados de Heisteria nitida sugerem que o valor da quimiossistematica tem uma relagéo entre
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Santalales e Asterides (EL-SEEDI et al., 2005).

1.5 Minquartia guianensis

A espécie M. guianensis (Olacaceae) (Figura 2 e 3) € encontrada na regido Amazonica
e em paises como Nicaragua, Panamé e Costa Rica (MOBOT, 2010). Seus nomes populares
sdo: acariquara, acariquara-roxa, huacapu, acari, acapl, acaximba, arariba, entre outros
(CAMARGO & FERRAZ, 2005). As sinonimias desta espécie sdo: Eganthus poeppigii,
Endusa punctata, Minquartia punctata, M. macrophylla, M. parvifolia, e Secretania
loranthacea (MOBOT, 2010).

Ha um fitoterdpico produzido através de decoc¢do das cascas desta espécie conhecido
como Huacapu. Tem como principais usos contra virus, cancer, bactérias, inflamacGes e
vermes (TAYLOR, 2006).

Estudos com o extrato metandlico das cascas desta espécie relatam a toxicidade contra
Artemia franciscana (QUIGNARD et al., 2003). Outro estudo relata a atividade do extrato
hidroalcodlico contra Plasmodium falciparum (RUIZ et al., 2011).

Acidos graxos e ésteres foram identificados nesta espécie como o A&cido 17-
hidroxiestedrico, o 4cido R-O-metilmandélico, o eéster (-)-(R)-O-metilmandélico
(RASMUSSEN et al., 2000), quatro acidos acetilénicos e o &cido trans-14-octadecendico
(MORRIS et al., 1963).

Nas tabelas 15, 16 e 17 estdo mostradas as substancias isoladas da espécie M.

guianensis encontradas na literatura.

Tabela 15. Poliacetileno de M. guianensis

Substancia Referéncias
MARLES et al., 1989
EL-SEEDI et al., 1994

Acido minquartinéico (70)

HO,C

“OH
70
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Tabela 16. Xantona de M. guianensis

Substancia Referéncia
Lichexantona (71) EL-SEEDI et al., 1994
O OH
|
PoSew
71

Tabela 17. Triterpenos de M. guianensis

Substancias Referéncias

Eritrodiol (72)

Eritrodiol esterificado com acido
graxo (73)

Betulina (74)

Betulina esterificada com acido EL-SEEDI et al., 1994
graxo (75)

Eter derivado do eritrodiol (76)

13,28-epoxi-3-acetoxi-11-
oleaneno,3p,13p (77)

Lupeol (78)

Esqualeno (79)
CURSINO et al., 2009

Lupen-3-ona (80)

Taraxerol (81)




72:R=H
73: R = Acidos graxos

76:R=H
77:R=COCHjs

79

HO

74:R=H
75: R = Acidos graxos

78

24
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80
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com destaque para o tronco (Nunez, 2008)

ianensis

Figura 2. Foto da espécie M. gu
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Figura 3. Folhas de M. guianensis (Foto: MOBOT, 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Realizar o estudo fitoquimico dos extratos de Minquartia guianensis e avaliar 0

potencial antifingico e antibacteriano.

2.2 Especificos

e Isolar substancias, identificar ou elucidar a estrutura quimica através da
combinagdo de métodos espectroscopicos (RMN de 'H e de *C, mono e
bidimensionais, IV e UV).

e Avaliar a atividade antifungica das fracdes obtidas dos extratos DCM e MeOH das
folhas, DCM dos galhos da primeira coleta e MeOH das folhas da segunda coleta
frente a Cryptococcus gattii por bioautografia.

e Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos DCM, MeOH e aquoso (H,0) das
folhas e galhos obtidos da primeira coleta e DCM e MeOH das folhas e galhos
obtidos da segunda coleta, frente a Aeromonas hydrophila, Edwarsiella tarda,

Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e P. aeruginosa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos extratos

As folhas e galhos da espécie M. guianensis foram coletados na Reserva Florestal
Ducke, Manaus, AM. Foram realizadas duas coletas, sendo uma em abril de 2005 e a outra
em julho de 2008. Os extratos brutos foram comparados por CCD e por serem distintos nao
foram reunidos.

O material vegetal secou-se a temperatura ambiente, moido e submetido a extracdo
com diclorometano, metanol e agua, em ultra-som, por um periodo de 20 minutos para cada
solvente. Cada extracdo foi realizada em triplicata. Apos, foi realizada a evaporacdo dos
solventes, utilizando rota-evaporador e liofilizador, para obtencdo dos extratos brutos (Figura
4).



FOLHAS (289 g)
GALHOS (281 g)

- Filtracéo

l

A 4

Extratos DCM

Material

vegetal

- Evaporacdo do solvente

30

- Extracdo em DCM por 20 min

- Extragcdo em MeOH por 20 min
- Filtracéo
- Evaporagéo do solvente

l

Extratos MeOH

A 4

Material

vegetal

- Extracdo em H,O por 20 min
- Filtracdo
- Evaporagdo do solvente

l

Extratos H,O

\ 4

I Residuos I

Figura 4. Fluxograma da preparagdo dos extratos.
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3.2 Cromatografia em camada delgada dos extratos

Os extratos foram analisados por CCD para obter indicios de classes quimicas
presentes e também para ter uma comparacao entre 0s extratos das duas coletas realizadas em
meses distintos. Para cada extrato foi preparada uma solugdo (5 mg/mL) e em cada placa
foram adicionados 10 pL desta solugéo.

As placas foram observadas sob luz ultravioleta, nos comprimentos de onda (A) 254 ¢
365 nm (método fisico). Reveladores quimicos também foram utilizados como: iodo, solucdes
de sulfato cérico, anisaldeido sulfarico, cloreto férrico, cloreto de aluminio e Dragendorff. Os
procedimentos para preparacao de cada um dos reagentes estdo mostrados a seguir:

lodo: as placas foram colocadas em uma cuba de vidro contendo iodo ressublimado. O
aparecimento de manchas amarelas indica a presenca de ligacdes duplas.

Solucéo de sulfato cérico: foram dissolvidos 4,2 g de sulfato de cério 1V em 50 mL
de agua destilada. Acrescentou-se 2,8 mL de H,SO, concentrado e foi aquecido. Apds
resfriado, foi completado com 100 mL de agua destilada. Este é um revelador universal, mas
cores entre lilas, laranja, vermelho e rosa indicam a presenca de terpenos.

Solucéo de anisaldeido sulfarico: foram misturados 0,5 mL de anisaldeido + 10 mL
de &cido acético glacial + 85 mL de MeOH + 5 mL de H,SO, concentrado. Este € um
revelador universal, mas cores como lilas e rosa indicam a presenca de terpenos.

Solucédo de cloreto férrico: foram dissolvidos 3 g de cloreto férrico em 100 mL de
alcool etilico. Esta solucdo revela indicios da presenca de compostos fendlicos.

Solucéo de cloreto de aluminio: foi dissolvido 1 g de cloreto de aluminio em 100 mL
de alcool etilico. Quando a placa foi borrifada, observou-se no UV 365 nm a intensificacdo da
fluorescéncia, o que indica a possivel presenca de flavonoides.

Solucdo de Dragendorff: preparam-se duas solucdes (I e I1). A solugdo | consistiu em
dissolver, sob aquecimento, 0,85 g de nitrato basico de bismuto em 10 mL de &cido acético
glacial. Apds, esta solucédo foi adicionada a 40 mL de &gua destilada. A solugdo Il consistiu
em dissolver 8 g de iodeto de potassio em 30 mL de &gua destilada. Estas duas solucdes (I e
I1) foram reunidas e denominadas de solucdo estoque. A solugéo para borrifamento direto nas
placas foi preparada adicionando 10 mL de agua destilada + 1 mL da solucdo estoque + 2 mL
de &cido acético glacial. A solucdo de Dragendorff quando borrifada na placa revela a

presenca de alcaldides com manchas de cor laranja.
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3.3 Fracionamento cromatografico

Os extratos fracionados foram o diclorometanico das folhas e dos galhos da primeira
coleta, e o metanodlico das folhas da segunda coleta. Durante o fracionamento, as fracGes

foram analisadas por CCD reveladas por métodos fisicos e quimicos (Item 3.2).

3.3.1 Extrato diclorometanico das folhas

Foi realizado o fracionamento do extrato diclorometanico das folhas que resultou em

109 fracbes (CURSINO et al., 2006). Apds analise por CCD, as fracGes quimicamente

semelhantes foram reunidas. A fragdo denominada 10-13 foi escolhida para seguir o

fracionamento, por mostrar-se interessante quimicamente quando revelada com Ce(SO,),,
sugerindo a presenca de terpenos, o que é compativel com a literatura consultada.

Esta amostra 10-13 (390 mg) foi fracionada em coluna aberta (65 cm de altura e 1,5 cm

de didmetro) de Florisil (40 g, particulas de 100-200 mesh — ASTM, MERCK), usando
gradiente de AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 18).

Tabela 18. Eluentes utilizados para cada grupo de fragdes do fracionamento de 10-13

Fracdes coletadas Eluentes
0-5 Hex/AcOEt 98:2
6-11 Hex/AcOEt 97:3
12-15 Hex/AcOEt 96:4
16-18 Hex/AcOEt 95:5
19-21 Hex/AcOEt 9:1
22-24 Hex/AcOEt 8:2
25-27 Hex/AcOEt 7:3
28-30 Hex/AcOEt 6:4
31-33 Hex/AcOEt 1:1
34-35 AcOEt 100 %
36-37 AcOEt/MeOH 9:1
38 AcOEt/MeOH 85:15
39-41 AcOEt/MeOH 8:2
42 AcOEt/MeOH 75:15
43-44 AcOEt/MeOH 7:3
45 AcOEt/MeOH 1:1
46-48 MeOH 100 %
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O volume de cada sistema de elui¢do adicionado & coluna cromatogréfica foi de 160
mL, enquanto que o volume das fragdes recolhidas variou de 50 a 80 mL. Foram obtidas 48
fracdes, as quais foram reunidas, apos analisadas por CCD. A fracdo 4, apds ser purificada
com hexano, resultou em duas subfragcfes: a subfracdo 1 denominada de substancia 1 e 2
(cristais brancos) e a subfracdo 2 denominada de fracdo 4.2 (sobrenadante amarelo). Esses
cristais foram registrados na luz visivel, UV 254 nm, UV 365 nm e por fim foram revelados
com vapores de iodo e anisaldeido sulfurico (Figura 5). Os cristais foram analisados por

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e de *C.

Anisaldeich
sulfdrico

/

Figura 5. Fotos das placas referentes as fragfes 4.1 (substancias 1 e 2) e 4.2

A fracdo 23-29 (480 mg) resultou da reunido das fracGes 23 a 29 por apresentarem perfil
semelhante em CCD, foi submetida ao fracionamento em coluna cromatografica aberta (25 x
2 cm), recheada com 40 g de silica gel 60 (230-400 mesh) com gradiente de acetona em

diclorometano, conforme descrito na Tabela 19.

Tabela 19. Eluentes utilizados para cada grupo de fragdes do fracionamento de 23-29

Fracdes coletadas Eluentes
0-10 DCM/Acetona 99:1
11-12 DCM/Acetona 98:2
13 DCM/Acetona 9:1
14-15 DCM/Acetona 7:3
16 DCM/Acetona 1:1
17-18 Acetona 100%
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O volume de cada sistema de elui¢do adicionado a coluna foi de 150 mL e para as
fragdes recolhidas utilizaram-se volumes de 50 a 100 mL. A partir das fragOes analisadas foi
possivel reunir as fracbes de 9 a 11 por apresentarem caracteristicas quimicas semelhantes,
quando analisadas por CCD. Essa fragcdo 9-11 foi purificada por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A amostra foi dissolvida em AcOEt e gotas de acetonitrila (ACN). A
analise dessa fracdo foi realizada em coluna analitica de cianopropil (Phenomenex®) e a
purificacdo foi realizada em coluna semi-preparativa cianopropil (Phenomenex®), 250 x 10
mm, 5 um, volume de injegdo 25 pL, fluxo 1 mL/min. Foram observados 4 picos com tg = 4,
10, 20 e 40 min. Estabelecida a melhor condigédo de separagéo, esta amostra foi fracionada em
coluna semipreparativa cianopropilsilano (Phenomenex®), 250 x 10 mm, 5 um, volume de
injecdo 35 pL, fluxo 5 mL/min. As fracOes obtidas, correspondentes a cada pico foram
analisadas por RMN de *H e 3C, destacando a fragdo 4b (denominada de substancia 3) que
mostrou elevado grau de pureza.

Outra fracdo escolhida para fracionamento foi a 63-66, por apresentar atividade frente a
analise por bioautografia contra Cryptococcus gattii. Foi fracionada em coluna aberta (28 cm
de altura e 1,2 cm de diametro) de silica gel (18 g e particulas de 230-400 mesh — ASTM,
MERCK), com gradiente de acetona em hexano, MeOH em acetona até MeOH 100% (Tabela
20).

Tabela 20. Eluentes utilizados para cada grupo de fragdes do fracionamento de 63-66

Fracdes coletadas Eluentes

0-2 Hex/Acetona 9:1

3-6 Hex/Acetona 8:2
7-10 Hex/Acetona 7:3
11-13 Hex/Acetona 6:4
14-15 Hex/Acetona 1:1
16-19 Acetona 100%
20-22 Acetona/MeOH 9:1
23-25 Acetona/MeOH 8:2
26-27 Acetona/MeOH 7:3
28-29 Acetona/MeOH 6:4
30-31 Acetona/MeOH 1:1
32-35 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluigéo adicionado a coluna cromatogréafica foi de 80 mL,
enquanto que o volume das fragdes recolhidas variou de 20 a 30 mL, foram obtidas 35
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fracOes, as quais foram analisadas por CCD e reunidas. A fragdo 9A (substancia 4) se mostrou
pura quando analisada por CCD, observada sob luz visivel, UV 254 e 365 nm e reveladas com
iodo e anisaldeido sulfarico (Figura 6). Por esta razdo foi analisada por RMN de *H e *C e
também foram obtidos os espectros de massas registrados em espectrémetro do tipo lon-
trap modelo LCQ Fleet (Thermo scientific) operando com fonte de ionizagdo quimica a
pressao atmosférica (APCI). Os seguintes parametros de operagdo foram utilizados: Vaporizer
temp (°C) - 300; Sheath gas (arb) - 30; Aux gas (arb) - 10; sweep gas (arb) - 0; Discharge
voltage (Kv) - 3; Capilary temp (°C) - 275; Capilary voltage (v) - 10; Tube lens (v) - 75.
Fluxo de 30 uL/min.

O fluxograma com todo o fracionamento do extrato diclorometanico das folhas

encontra-se na Figura 6.

Extrato DCM
Folhas (3,784 g)

// // cCdeS19y //
/7 [/ // /7
0-2 10-13 23-29 63-66 105-109
(390 mg) (480 mg) (177 mq) [ ]
CC de Florisil CC de SiO,
/] //
[ //// [ //// | CC de SiO, // //
0 4 41-48 .
43m 0-3 Substancia 4 35
(4.3 mg) [ potaci 3
Purificacdo com hexano
// //
/7 /7
Substancias 1 e 2 4.2 0-3 | 911 (1718
(2,3 mg) (25 mg)

Purificagdo por CLAE
/7

1 [ Substancia 3]

(2 mg)

Figura 6. Fracionamento do extrato diclorometénico das folhas da primeira coleta.
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3.3.2 Extrato metanélico das folhas

Realizou-se o fracionamento do extrato metanolico das folhas da segunda coleta, que
foi ativo para analise antifungica frente a Cryptococcus gatti e analise antibacteriana frente a
Aeromonas hydrophila. Foi realizada uma parti¢do liquido-liquido deste, a massa inicial foi
de 10 g solubilizados numa mistura de MeOH/H,0 1:9. A solucéo foi extraida com 500 mL
de DCM em funil de separacdo (repetindo 3 vezes) e com AcOEt (repetindo 3 vezes). Por fim,
a fase hidrometanolica foi liofilizada.

A fase DCM foi fracionada em coluna aberta (30 cm de altura e 3 cm de diametro) de
Florisil (100-200 mesh ASTM, MERCK), com gradiente acetona em hexano, MeOH em
acetona e MeOH 100% (Tabela 21), obtendo um total de 56 fracdes. As fragdes foram

reunidas, apos serem analisadas por CCD.

Tabela 21. Eluentes utilizados para cada grupo de frac6es do fracionamento da fase DCM

Fracdes coletadas Eluentes

0-4 Hex/Acetona 95:5

5-7 Hex/Acetona 9:1
8-10 Hex/Acetona 8:2
11-14 Hex/Acetona 7:3
15-18 Hex/Acetona 6:4
19-21 Hex/Acetona 1:1
22-25 Hex/Acetona 3:7
26-29 Hex/Acetona 1:9
30-32 Acetona 100%
33-35 Acetona/MeOH 9:1
36-38 Acetona/MeOH 8:2
39-41 Acetona/MeOH 7:3
42-44 Acetona/MeOH 6:4
45-48 Acetona/MeOH 1:1
49-56 MeOH 100%

A partir das fragdes obtidas da coluna realizada da fase DCM, verificou-se que as
fragbes 5, 6 e 7 mostraram forte intensidade quando analisadas por luz UV 365 nm, com
fluorescéncia azul. Estas fracbes foram reunidas, denominadas de fracdo 5-7, quando

analisadas por CCD observou-se duas manchas, portanto, foi submetida a cromatografia em
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camada delgada preparativa (CCDP). A amostra foi diluida em hexano e eluida em
hexano/acetona 8:2.

A fase AcOEt (130,5 mg) foi fracionada para possivel isolamento de substancias com
atividade bioldgica. Foi realizada uma coluna aberta (26,5 cm de altura e 1 cm de didmetro)
de silica gel (silica gel 60 — tamanho de particula de 0,04 - 0,06 mm), usando gradiente de
AcOEt em hexano, MeOH em AcOEt até MeOH 100% (Tabela 22).

Tabela 22. Eluentes utilizados para cada grupo de fragdes do fracionamento da fase AcOEt

Fracdes coletadas Eluentes

0-4 Hex/AcOEt 9:1

5-8 Hex/ AcOEt 8:2
9-10 Hex/ AcOEt 7:3
11-12 Hex/ AcOEt 1:1
13-14 AcOEt 100%
15-17 AcOEt/MeOH 9:1
18-20 AcOEt/MeOH 7:3
21-22 AcOEt/MeOH 6:4
23-25 AcOEt/MeOH 1:1
26-30 MeOH 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a coluna cromatografica foi de 40
mL, enquanto que o volume das fracdes recolhidas variou de 5 a 10 mL. Foram obtidas 30
fracdes que foram analisadas por CCD e reunidas.

O fracionamento do extrato metanolico estad mostrado na Figura 7.
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Extrato MeOH
Folhas (10 g)

Extragdo em DCM

[ Fase DCM ]

Coluna de Florisil

//
/7

(03] ) (37) (®5]

Purificagdo
com hexano

[4_1] [ 4.2] Hex/gge[t)(fna&z

[ Fase Aquosa]

Extracdo em AcOEt

[ Fase ACOEt ] [ Fase Aquosa]

Coluna de Silica

//
/7

Figura 7. Fracionamento do extrato metanolico da segunda coleta.

3.3.3 Extrato diclorometanico dos galhos

O extrato diclorometanico dos galhos foi fracionado totalizando 103 fracdes que ap0os
serem analisadas por CCD foram reunidas (CURSINO et al., 2008). Dentre estas, a fracdo

reunida da 3 a 5 (74,8 mg) foi escolhida para continuar o fracionamento. Realizou-se uma
coluna aberta (33 cm de altura e 1 cm de didmetro) de silica gel (7 g de silica gel 60 —

tamanho de particula de 0,04 - 0,06 mm), usando gradiente de DCM em hexano, AcOEt em

DCM até AcOEt 100% (Tabela 23).
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Tabela 23. Eluentes utilizados para cada grupo de fracGes de 3-5

Fracdes coletadas Eluentes

0-8 Hex/DCM 95:5
9-16 Hex/DCM 9:1
17-20 Hex/DCM 85:15
21-27 Hex/DCM 8:2
28-32 Hex/DCM 75:25
33-37 Hex/DCM 7:3
38-43 Hex/DCM 65:35
44-48 Hex/DCM 6:4
49-53 Hex/DCM 55:45
54-58 Hex/DCM 1:1
59-63 DCM 100%
64-68 DCM/ACcOEt 95:5
69-74 DCM/AcOEt 9:1
75-77 DCM/ACOEt 8:2
78-80 DCM/ACOEt 7:3
81-83 DCM/AcOEt 6:4
84-86 DCM/ACOEt 1:1
87-89 AcOEt 100%

O volume de cada sistema de eluicdo adicionado a coluna cromatogréfica foi de 50
mL, enquanto que o volume das fragdes recolhidas variou de 15 a 25 mL. Foram obtidas 89
fracdes, as quais foram reunidas por semelhanca quimica. A fracdo 8-14 foi purificada em
acetona resultando em duas fracdes, uma denominada de 8-14.1 correspondente a substancia 5
e a outra de 8-14.2 (Figura 8). A substancia 5 apresentou alto grau de pureza e foi enviada
para analise de RMN de 'H e de *C.
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Figura 8. Fotos das placas referente a fracdo 8-14.1 (substéncia 5).

O fluxograma do extrato diclorometanico dos galhos esté apresentado na Figura 9.

Extrato DCM
Galhos (8,5 g)

CC de SiO,

// //

/7 /]
0-1 3-5 82-103
(74,8 mg)
CC de SiO,

// //

// //

0-3 8-14 63-89
(27 mg)

Purificacdo com acetona

(3,2 mg)

[ Substancia 5 ] 8-14.2

Figura 9. Fracionamento do extrato diclorometanico dos galhos da primeira coleta.

40
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3.4 Atividade antifungica sobre Cryptococcus gattii (R265)

A andlise foi realizada em colaboracdo com a Profa. Dra. Marilene Henning Vainstein,
pesquisadora do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

Os ensaios foram realizados frente a linhagem de C. gattii, isolado de ambiente
clinico. Os extratos foram testados frente a esta linhagem e verificou-se atividade antiflngica
(AZEVEDO et al, 2010).

Portanto, as fracbes obtidas dos extratos diclorometanico, metandlico das folhas e
diclorometanico dos galhos da primeira coleta e fracGes do extrato metandlico das folhas da
segunda coleta, totalizando 53 fragOes, foram testadas por bioautografia visando o
monitoramento. As fracdes escolhidas para serem analisadas estdo destacadas nas Figuras 10,
11, 12 e 13. Como ja haviam sido fracionados alguns extratos no Programa de Bolsas de
Iniciacdo Cientifica (PIBIC) (CURSINO et al, 2008), algumas das fracdes de cada

fracionamento também foram analisadas.

Extrato DCM
Folhas (3,784 g)

/] // CCdeSio, /)y //
/7 ‘ /7 /7 ‘ /7
0-2 1018 30-33 63-66 105-109
CC de Florisil ‘ /c/c de SiO,
//
T -/ // 77

|
[ 0 ][ 4 ] Ealt M Substancia 4 35

Purificacdo com hexano

| |
Substancias 1 e 2

Figura 10. Fragdes em destaque testadas do extrato diclorometénico das folhas da primeira coleta

contra Cryptococcus gattii.
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Extrato MeOH
Folhas (5 g)

Coluna filtrante

0-5 (Hex/DCM) 6-8 (AcOEt) 9-12 (MeOH)
Coluna de SiO, Coluna de SiO,
// // //
77 /7

‘ '//‘ ‘

0-3 6-7 || 15 17-21 || 28-30 [ 0-1] [ 70 ] 71-73

Coluna de Florisil
4-5 9-11 16 // //

[ 06 ] [3639| [4551

Figura 11. Fracdes em destaque testadas do extrato metandlico das folhas da primeira coleta
(CURSINO et al., 2006).

Folhas (10 g)
Particdo com DCM

Fase DCM [ Fase Aquosa]
(15.1.0)

Fase AcOEt Fase Aguosa
(15.2) (15.3B)

[ Extrato MeOH 1

Particdo com AcOEt

‘ Coluna de Silica

30 fracoes

Figura 12. FragGes em destaque testadas do extrato metandlico das folhas da segunda coleta.
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Extrato DCM
Galhos (8,5 g)

CC de SiO,
// //
/7 //
0-1 3-5 13 82-103
(74,8 mg)
CC de SiO,
// //
// //
0-3 8-14 63-89
(27 mg)
‘ Purificacdo com acetona
Substancia 5 8-14.2

Figura 13. FragGes em destaque do extrato diclorometano dos galhos da primeira coleta.

As fragcdes foram preparadas na concentracdo de 5 mg/mL e uma aliquota de 25 pL
desta solucdo foi adicionada em cada ponto de aplicacdo da cromatofolha, enquanto o
controle positivo resultou da adicdo de uma aliquota de 5 puL do antibiético anfotericina B
(0,5 pg/mL).

Primeiramente, o fungo foi repicado e apds 48 h foi realizado o preparo do indculo que
se iniciou com a adi¢do de uma colénia em uma solucao salina (0,85 %), apds foi comparado
com a escala de Mc Farland. Este in6culo também foi levado ao espectrofotdmetro com
comprimento de onda (L) = 530 nm e absorbancia entre 0,12 — 0,15. Ap0s solidificacdo do
meio de cultura YEPG - peptona (1 %), extrato de levedura (0,5 %), glicose (2 %) e agar (2
%), o0 indculo foi aplicado nas placas cromatograficas. Em seguida, estas foram incubadas na
estufa por 35 °C e a leitura foi realizada ap6s 72 h. Para melhor visualizagdo da atividade, foi
borrifado o revelador MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)

(Marca NITROGEN) (2,5 mg/mL) que apresenta cor parpura e onde tem atividade revela uma
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cor branca amarelada. Ao borrifar o revelador nas placas, estas foram incubadas na estufa 35
°C e ap6s 2 h foi realizada a leitura.

3.5 Atividade antibacteriana

3.5.1 Cepas testadas

As analises foram realizadas frente as bactérias Aeromonas hydrophila (ATCC 7966 e
B32), Edwarsiella tarda (ATCC 15947), Escherichia coli (ATCC 11775), Pseudomonas
fluorescens (ATCC 13525) e P. aeruginosa (ATCC 10145).

3.5.2 Método difusdo em agar

O ensaio foi realizado em colaboracdo com o Prof. Dr. Takeshi Matsuura, da
Universidade Federal do Amazonas - UFAM.

O método utilizado foi o de difusdo em Agar que consiste na metodologia em que o
micro-organismo-teste é inoculado em placa de Petri contendo o meio de cultura Agar
Mdieller-Hinton, onde foram feitas incis@es circulares, com didmetro de 6,0 mm, de modo a
obter-se uma cavidade. Foi utilizado como controle negativo o dimetilssulféxido (DMSO) e a
oxitetraciclina como controle positivo. Em seguida, as placas foram incubadas a 30 °C (A.
hydrophila e Pseudomonas fluorescens) e 37 °C (Edwarsiella tarda, Escherichia coli e P.
aeruginosa) por um periodo de 18 a 24 horas. Ao final do periodo de incubacéo, verificou-se
a formacdo dos halos de inibicdo de crescimento e mediu-se o didmetro. A analise foi
realizada em triplicata.

3.5.3 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Para esta analise, o0 método utilizado foi o de microdiluicdo modificado (ELOFF,
1998). Os extratos foram primeiramente solubilizados em DMSO a 5%, e em seguida foram
realizadas diluigBes sucessivas até a obtencdo das concentracdes de 1000 pg/mL a 15,6
png/mL. Em seguida, cada concentracdo foi adicionada em pocos (microplaca de 96 pocos).
Foram adiciondos 95 pL de cada concentracdo do extrato e 5 pL do inoculo (Mc Farland 0,5
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contendo aproximadamente 1,5 x 10°) diluida 10 vezes. Para o controle negativo foi utilizado
95uL de caldo mais DMSO e o inoculo. O controle positivo foi utilizado o antibidtico
oxitetraciclina nas concentragdes de 125 pg/mL — 0,97 pg/mL. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Em seguida a placa foi agitada e incubada a temperatura e tempo
adequado para cada microrganismo. A CIM foi detectada com o auxilio do revelador cloreto
de 2,3,5 trifeniltetrazélio (2 mg/mL), foi adicionado 40uL deste revelador em cada poco.
Micro-organismos metabolicamente ativos coram-se de vermelho. A CIM foi definida como a

menor concentracdo do extrato que ndo houve mudanca de coloracao.

3.5.4 Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

Foi realizada também a andlise para a determinacdo da CMB, que determina onde ndo
houve crescimento bacteriano a partir da CIM. Primeiramente, foram retirados 10 pL de cada
concentra¢do que ndo demonstrou crescimento microbiano na CIM e apés foi semeada em
Agar Mueller-Hinton. As placas foram incubadas a temperatura de 30 °C (Aeromonas
hydrophila e Pseudomonas fluorescens) e 37 °C (Edwarsiella tarda, Escherichia coli e

Pseudomonas aeruginosa) por um periodo de 18 a 24 horas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos

Os extratos DCM das folhas foram analisados por CCD e revelados para determinar
possiveis classes quimicas presentes. De acordo com a Figura 14 observou-se a presenca de
substancias caracteristicas de terpenos, por revelar com sulfato cérico (coloracdo roxa). O
eluente utilizado foi Hex/AcOEt 6:4. Quando estes extratos foram revelados com cloreto

férrico e Dragendorff verificou-se que ndo ha presenca de compostos aromaticos e alcaloides.

/ Visivel UV 254 UV 365 Ce(SO4)z\

1

.

Figura 14. Fotos das placas dos extratos DCM das folhas da 12 e 22 coleta.
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Ao analisar os dois extratos DCM dos galhos (12 e 22 coletas) verificou-se
fluorescéncia quando irradiados por luz UV 365 nm, caracterizando possivelmente compostos
aromaticos. Observaram-se também manchas de cores laranja e roxa quando reveladas com
sulfato cérico, confirmando a presenca de terpenos.

As placas reveladas com cloreto férrico e Dragendorff confirmaram a auséncia de

compostos aromaticos e alcaldides. O eluente utilizado foi Hex/AcOEt 6:4 (Figura 15).

V|S|vel UV 254 UV 365 Ce(SO4)2

Figura 15. Fotos das placas dos extratos DCM dos galhos da 12 e 22 coleta.

Os extratos MeOH das folhas da 12 e 22 coleta mostraram a presenca de compostos
aromaticos, quando revelados com cloreto férrico, sendo possivelmente taninos hidrolisaveis
pela cor azulada (SIMOES et al., 2004). Quando reveladas com Dragendorff observou-se a
auséncia de alcaloides e quando reveladas com cloreto de aluminio, foi sugestiva a possivel
presenca de flavondides, pois ao analisar no UV 365 nm, observou-se intensificacdo da
fluorescéncia. Os extratos revelados com sulfato cérico e anisaldeido apresentaram coloragdo
lilds possivelmente triterpenos (WAGNER & BLADT, 2001). O eluente utilizado foi o
AcOEt/MeOH 7:3 (Figura 16).
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/ Cloreto  Cloreto de
Visivel UV 254 UV 365 férrico a|um|n|o

%ﬂlul

Figura 16. Fotos das placas dos extratos MeOH das folhas da 1% e 22 coleta.

Ao revelar os extratos MeOH dos galhos com anisaldeido (cor marrom avermelhada) e
sulfato cérico (lilas) verificou-se a presenca de terpenos. Quando as placas foram reveladas
com cloreto férrico observou-se uma coloracdo verde azulada, caracterizando compostos
aromaticos; quando reveladas com cloreto de aluminio e observadas sob luz UV 365 nm,
verificou-se a intensificagdo da fluorescéncia, sugerindo a presenca de flavonoides. Essa
coloragdo azul é caracteristica de taninos hidrolisaveis (SIMOES et al., 2004). Verificou-se a
auséncia de alcaldides para estes extratos, quando revelados com Dragendorff. O eluente
utilizado foi 0 AcCOEt/MeOH 7:3 (Figura 17).

Cloreto
V|S|vel UV254 UV 365 o Cloreto .de\

férrico aluminio

I .
o] T

Figura 17. Fotos das placas dos extratos MeOH dos galhos da 12 e 22 coleta.




49

4.2 Substéncias identificadas de Minquartia guianensis

1 2
Lupen-3-ona Taraxerona

COOH

Acido oleandlico

HO,C 9 11 13 15 17

Acido minquartinéico

.

5

HsCO 3-B-metoxi-lup-20-(29)-eno
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4.2.1 ldentificacao das substéncias 1 e 2

A fracdo 4.1, obtida do extrato diclorometanico, apresentou solido branco amorfo e
quando revelada com anisaldeido sulfarico verificou-se coloragdo amarela.

O espectro de RMN de 'H desta fracdo mostra a presenca de sinais mais intensos na
regido de ligacdes duplas terminais em oy 4,5 (1H, dd, J=2,5e 1,0 Hz) e 64 4,6 (1H, d, J =
2,5 Hz) indicando a presenca de triterpeno com esqueleto lupano. Os sinais menos intensos
foram observados em &y 5,5 (1H, dd, J = 8,0 e 3,0 Hz) (Figuras 18 e 19) indicando a presenca
de outro triterpeno com esqueleto taraxerano.

No espectro de RMN de **C (Figuras 20 e 21), verificam-se os sinais mais intensos em
dc 151,0 (C) e em d¢c 109,6 (CHy), referentes aos carbonos olefinicos, caracteristicos de
triterpeno com o esqueleto lupano. Outros sinais foram observados em 6¢ 157,7 (C) e 117,4
(CH) referentes aos carbonos olefinicos de outro triterpeno do tipo taraxerano. Foi observado
em &¢ 218,3 a presenca de carbonila.

Os dados de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de **C estido mostrados nas
Tabelas 24 e 25.

A comparacdo dos dados de RMN com os da literatura possibilitou propor as mesmas
como sendo a mistura de dois triterpenos: 0 com sinais mais intensos como sendo a lupen-3-
ona e 0 outro com sinais menos intensos, a taraxerona. Esta identificacdo foi baseada na
metodologia que indica que sinais de intensidades semelhantes sdo da mesma substancia
(OLEA & ROQUE, 1990; BROCHINI et al., 1998).

Os dados obtidos de RMN de *H (500 MHz) e de *3C (125 MHz) para taraxerona foram
comparados com dados da literatura de RMN de *H (200 MHz) e de *C (50 MHz)
(SARAIVA et al., 2006). Os dados obtidos de RMN de *H (500 MHz) e de **C (125 MHz)
para lupen-3-ona foram comparados com dados da literatura de RMN de *H (500 MHz) e de
3C (125 MHz) (NUNEZ, et al., 2000).

A lupen-3-ona foi previamente identificada das folhas de Minquartia guianensis
(CURSINO et al., 2009). A taraxerona esta sendo descrita pela primeira vez na familia

Olacaceae.
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Tabela 24. Dados de RMN de **C da lupen-3-ona comparados com a literatura (NUNEZ et al., 2000)

Posicéo

© 0 NOoO Ol & W N B

W NDNDNDNDNDNNMNDNNMNDNNNMNMNNMNRRPRPRPEPRPERPERPERPRPREREBRE
O W oo NoO o~ WMNPEPODOWWNO O P~WDNEO

oc
Observado
40,21
34,36
218,28
47,54
55,15
19,55
33,80
41,01
50,02
37,11
21,71
25,39
38,40
43,12
27,66
35,75
43,21
48,47
48,17
151,01
30,07
39,84
26,89
21,26
16,19
16,02
14,71
18,25
109,63
19,92

dc
Literatura
39,56
34,07
217,90
47,24
54,88
19,63
33,53
40,73
49,75
36,83
21,43
25,12
38,14
42,84
27,39
35,48
42,93
48,21
47,89
150,70
29,79
39,93
26,61
20,98
15,90
15,74
14,43
17,97
109,36
19,27

Carbonos

CH;
CH,
C=0
C
CH
CH;
CH,

CH,
CH,
CH;
CH;
CH;
CH;
CH;
CH;
CH,
CH;

Lupen-3-ona
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Tabela 25. Dados de RMN de **C da taraxerona comparados com a literatura (SARAIVA et al., 2006)

Posicéo

© 0 NOoO Ol & W N B

W NDNDNDNDNDNNMNDNNMNDNNNMNMNNMNRRPRPRPEPRPERPERPERPRPREREBRE
O W oo NoO o~ WMNPEPODOWWNO O P~WDNEO

oc
Observados
38,6
34,3
218,3
47,8
56,0
20,2
35,3
39,1
49,0
36,0
17,7
36,9
37,9
157,7
117,4
38,0
37,5
48,9°
40,9
29,0
30,0
33,3
26,3
21,6
15,0
30,9
25,8"
30,2
33,6
21,6

dc
Literatura
38,5
34,2
217,7
48,8
55,9
20,1
35,2
37,9
48,9
35,8
17,5
36,8
37,7
157,3
117,3
37,8
37,7
48,9
40,8
28,9
33,7
33,2
26,2
21,6
14,9
30,0
25,7
30,1
33,5
21,5

Carbonos

CH;
CH,
C=0
C
CH
CH;
CH,

CH;
CH;

Taraxerona
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Figura 18. Espectro de RMN de *H de lupen-3-ona e taraxerona.
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4.2.2 ldentificacdo da substancia 3

A fracdo 4b mostrou-se um sélido amorfo com elevado grau de pureza quando
purificada por HPLC.

O espectro de RMN de ‘H (Figuras 22 e 23) apresentou sinais de metilas na regido
entre 0,7 e 1,4 ppm, 0 que indica sinais caracteristicos de triterpenos. Na regido de
hidrogénios de carbonos olefinicos, observaram os sinais em éy 5,30 (1H, t, J = 4,0 Hz) e 64
2,82 (1H, dd, J = 14,0 and 4,0 Hz) caracteristicos de triterpeno do esqueleto oleanano.

O espectro de RMN de *C (Figura 24) mostrou sinais de carbonos olefinicos em 8¢
122,8 e d¢c 143,7 caracteristicos de C-12 e C-13, respectivamente, do triterpeno com esqueleto
oleanano. Apos, observou-se a um sinal em ¢ 173,9 inferindo a presenca de carboxila (C-28)
e outro sinal em ¢ 80,4, caracteristico de carbono carbinolico (Tabela 26).

No espectro de DEPT (Figura 25) observaram-se sinais intensos de CH; e CH e
principalmente sinais de CH, em d¢ 46,0; 38,4; 34,6; 34,5; 32,1; 27,9 27,7; 23,6; 23,7; 18,1.
Quando estes sinais foram comparados com a literatura (MAHATO & KUNDU 1994;
GOHARI et al., 2009) permitiu a identificacdo do acido oleandlico (3).

Os dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) foram comparados com dados
da literatura de RMN de RMN de *H (500 MHz) e *3C (125 MHz) (GOHARI et al., 2009).

Este triterpeno esta sendo descrito pela primeira vez em Olacaceae.
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Tabela 26: Deslocamentos quimicos de RMN de **C do 4cido oleandlico em comparagdo com a

literatura

dc (GOHARI et 6c (MAHATO &

Posicao al., 2009) KUNDU, 1994) 8¢ Observado Carbono
1 39,0 38,5 38,4 CH,
2 28,2 27,4 27,7 CH,
3 78,1 78,7 80,4 CH
4 39,4 38,7 38,2 C
5 55,8 55,2 55,6 CH
6 18,8 18,3 18,1 CH,
7 33,3 32,6 32,1 CH,
8 39,8 39,3 39,5 C
9 48,2 47,6 47,7 CH
10 37,4 37,0 37,9 C
11 23,7 23,1 23,7 CH,
12 122,6 122,1 122,8 CH
13 1448 143,4 143,8 C
14 42,2 41,6 419 C
15 28,4 27,7 27,9 CH,
16 23,8 23,4 23,6 CH,
17 46,7 46,6 46,7 C
18 42,0 41,3 41,3 CH
19 46,5 45,8 46,0 CH,
20 31,0 30,6 30,9 C
21 34,3 33,8 34,6 CH,
22 33,2 32,3 34,5 CH,
23 28,8 28,1 28,2 CH,
24 16,6 15,6 16,9 CH;
25 15,6 15,3 15,6 CH;
26 17,5 16,8 17,0 CH,
27 26,2 26,0 26,1 CH;
28 180,2 173,9 173,9 C
29 33,3 33,1 33,2 CH;
30 23,8 23,6 23,8 CH;

29 30
19 21
12
28
COOH
3
HO Acido oleandlico

23 24
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4.2.3 ldentificacéo da substancia 4

Apo6s alguns fracionamentos, a fracdo 9A, obtida do extrato diclorometanico das
folhas, mostrou-se purificada quando analisada por RMN de *H e de *C. Esta apresentou cor
lilas quando revelada com anisaldeido sulfurico.

Primeiramente observou-se, no espectro de RMN de *H (Figuras 26 e 27), um quarteto
em oy 4,59 (J = 6,5 Hz), referente ao hidrogénio ligado ao carbono carbonilico. Em 6y 2,36
um tripleto (J = 7,5 Hz) referente ao hidrogénio ligado ao carbono vizinho ao grupo carboxila
e em dy 2,31 observou-se outro tripleto (J = 7,0 Hz) (Tabela 27).

No espectro de RMN de **C (Figura 28) verificaram-se sinais em 8¢ 178,8 e 8¢ 79,2
correspondentes a carbonos quaternarios e em d¢ 59,1 a carbono CH e em 6¢ 33,1 a carbono
CH, ligado ao grupo carboxila (Tabela 28).

O espectro de COSY (Figura 29) mostrou acoplamento de 6y 4,59 com 8y 1,48; 6y 2,36
com 1,64; 6y 2,31 com 1,54 e acoplamento de 64 1,64 com 1,35. Os mapas de contorno de
HSQC e HMBC também foram analisados. No mapa de contorno de HSQC (Figura 30) foram
observados acoplamentos entre &. 19,5 e oy 2,31; 6 24,0 e oy 1,48; 8. 29,2 e oy 1,34 e entre o
33,1 e 6y 2.36. Para 0 mapa de contorno HMBC (Figura 31) sdo observadas as correlacdes
entre 5. 178,8 e 8y 2,36 (2); 8. 80,5 e &y 2,31(%J); 8. 79,2 e &1 1,48 (3J); 5. 66,3 € 5y 2,31 (3J);
8. 59,1 e 84 1,48 (4J); 8 28,2 e 84 2,31 (2J) e 0 acoplamento entre §. 24,8 e &y 2,36 (XJ).

No espectro de ions totais (Figura 32) é possivel observar o ion em m/z 267 u.m.a. como
0 mais abundante. Este jon é referente ao produto de desidratacdo [M + H — H,O]" da
molécula protonada cuja m/z em 285 u.m.a. € discretamente observada no espectro de massas.
A fragmentacdo deste ion gera ainda perdas de CO e H,O quando submetido a sucessivas
fragmentacfes. A perda de agua (18 u.m.a.) na fonte esta de acordo com o comportamento
esperado para moléculas hidroxiladas, sensiveis a aplicacdo de temperatura, quando
analisadas em fonte APCI, como uma consequéncia do processo de dessolvatacdo. Com base
nestes dados, propde-se a massa molecular de 284 u.m.a. para a substancia em questdo. A
coeréncia dos dados de RMN de 'H e **C com os obtidos dos espectros de massas permitiu
confirmar a estrutura do &cido minquartinoico (acido 17-hidroxi-octadec-9,11,13,15-inoico), e
confirmados pela comparacdo com dados da literatura (MARLES et al., 1989). Vale ressaltar
que este poliacetileno foi obtido de uma fragdo ativa contra o fungo Cryptococcus gattii,

podendo ser o responsavel pela atividade antifungica do extrato.



HO,C

64

17

Acido minquartindico

“"OH

Tabela 27. Dados de RMN de *H (500 MHz, em CDClI,) do poliacetileno

On
2,36
1,64
1,34
1,40
1,54
2,31
4,59
1,48

Multiplicidade 'H-'H-cosY
t,J=75 1,64 H-3
qt,J=75 2,36 H-2

M 1,64 H-3

M 154 H-7e2,34
qt,J =75 1,40 H-6 e 2,31 H-8
t,J=7,0 1,54 H-7
9, J=65 1,48 H-18
d,J=6,5 4,59 H17

Constantes de acoplamento (J em Hz)

Tabela 28. Dados de RMN de *C (125 MHz, em CDCl3) e HMBC do poliacetileno

Posicéo
1

O© 00 NO U1l A WDN

el e I ol =
O ~NOO U WNR O

Oc
178,8
33,5
24,8
28,8
29,4
28,0
19,5
80,5
66,3
63,4

HSQC
2,36
1,64
1,34
1,40
1,26
1,54
231

1,48

C
C
CH,
CH;
CH,
CH,
CH;
CH,

OOOOOOOO(:E

O
I

CH;

HMBC
2,36 ()

2,36 (%))
1,34 e2,36 ()

2,31 H-8 (3)

2,31 H-8 (3J)
2,31 H-8 ()
2,31
1,48 H-18 (°J)
1,48 H-18 (*J)

O poliacetileno, acido minquartindico, foi descrito em Minquartia guianensis

(MARLES et al., 1989) e também em mais duas espécies da familia Olacaceae, Coula edulis
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(FORT et al., 2000) e Ochanostachys amentaceae (RASHID et al., 2001). Este foi ativo
contra maléaria, leishmaniose (RASMUSSEN et al., 2000) e o virus HIV (RASHID et al.,
2001).
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4.2.4 ldentificacdo da substancia 5

A substancia 5 foi obtida do extrato diclorometanico dos galhos e mostrou coloragdo
lilds quando revelada com anisaldeido sulfarico por CCD.

O espectro de RMN de *H (Figura 33 e 34) mostrou a presenca de um d em &4 4,69 (J
= 2,0 Hz) e um dd em 64 4,57 (J = 2,0 e 1,0 Hz) referentes aos hidrogénios olefinicos,
apresentado caracteristicas de triterpeno com esqueleto lupano. Foram observados sinais em
on 3,35 (3H, s) referente ao hidrogénio do grupo metoxila ligado ao C-3 e em 642,63 (1H, dd,
J=12,0 e 4,0 Hz) a presenca do hidrogénio pertencente ao C-3.

No espectro de RMN de *C (Figura 35 e 36) verificaram-se sinais em 8¢ 150,9 e em
dc 109,2 caracteristicos de carbonos com ligagdo dupla terminal, pertencentes aos carbonos
olefinicos C-20 e C-29 de triterpenos do tipo lupano (MAHATO & KUNDU, 1994). Outros
sinais foram observados em d¢ 88,9 referentes ao carbono carbindlico e em 3¢ 57,5 referente
ao carbono do grupo metoxila. Os demais deslocamentos quimicos dos outros carbonos estdo
apresentados na Tabela 29.

No mapa de contorno de HSQC (Figura 37) observam-se 0s seguintes acoplamentos:
3¢ 109,2 (C-29) e 6y 4,57 (H-29); ¢ 109,2 (C-29) e 6y 4,69 (H-29); ¢ 88,7 (C-3) ¢ oy 2,64
(H-3) e também se verificou o acoplamento de &¢ 57,5 (C-31) e 6y 3,35 (H-31). Para 0 mapa
de contorno HMBC (Figura 38) s&o observados acoplamentos entre & 88,7 e &y 3,35 (3J); 8¢
48,3 e &y 4,69(*J); 8. 19,3 e &y 4,69(°J) e 0 acoplamento entre & 48,3 e &4 4,57(°J).

Todos estes deslocamentos de RMN de *H (500 MHz) e de *C (125 MHz) foram
comparados com dados da literatura de RMN de H (500 MHz) e de *C (125 MHz)
(MAHATO & KUNDU et al., 1994; CURSINO et al., 2009).
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Tabela 29: Dados de RMN de **C para 3-8-metdxi-lup-20(29)-eno

&c do lupeol dc do lupeol
Posicéo (MAHATO & (CURSINOet &cObservado Carbono
KUNDU, 1994) al., 2009)

1 38,7 38,7 40,0 CH;
2 27,4 27,5 25,2 CH;
3 78,9 79,0 88,7 CH
4 38,8 38,9 38,0 C
5 55,3 55,3 55,9 CH
6 18,3 18,3 20,9 CH;
7 34,2 34,3 34,3 CH;
8 40,8 40,9 38,6 C
9 50,4 50,5 50,5 CH
10 37,1 37,2 37,2 C
11 20,9 20,9 22,3 CH,
12 25,1 25,2 29,4 CH,
13 38,0 38,1 38,8 CH
14 42,8 42,8 42,8 C
15 27,4 27,4 27,4 CH;
16 355 35,6 35,6 CH,
17 43,0 43,0 43,0 C
18 48,0 48,3 48,0 CH
19 47,9 47,9 48,3 CH
20 150,9 150,9 150,9 C
21 29,8 29,9 31,9 CH;
22 40,0 40,0 40,9 CH,
23 28,0 28,0 28,0 CHs
24 15,4 15,3 16,0 CH;
25 16,1 16,1 16,1 CHs
26 15,9 15,9 16,1 CHs
27 14,5 14,5 14,5 CH;
28 18,0 18,0 18,0 CHs
29 109,3 109,3 109,3 CH,
30 19,3 19,3 19,3 CH;
31 - 57,5 OCH;

Como o triterpeno mais comum com este esqueleto é o lupeol, foi realizado um
calculo para confirmar os deslocamentos quimicos afetados pelo grupo metoxila presente no
carbono 3. De acordo com efeitos a, B e y, primeiramente subtraiu-se 0s valores tirando a OH,
depois foram somados os valores para calcular a MeO- (Tabela 30). Estes resultados foram

comparados com a literatura (SILVERSTEIN et al., 2005) e permitiu a identificacdo do
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triterpeno  3--metoxi-lup-20(29)-eno (4). Este é o primeiro relato deste triterpeno em

Olacaceae.
Tabela 30. Efeitos o, B e y calculados a partir do lupeol
3
‘ v Lupeol Efeito Calculado  Efeito m(e:t?jlfilfll Ssoz(g(gg)
H3CO 8 (Lit.1) -OH (lupano) + OMe
€no)
1 38,7 +5 43,7 -4 39,7
2 274 -8 194 +5 24,4
3 79,9 -41 38,9 +51 89,9
4 38,8 -8 30,8 +5 35,8
5 55,3 +5 60,3 -4 56,3

3-p-metoxi-lup-20(29)-eno
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4.3 Resultado do fracionamento do extrato metandlico

Apols os fracionamentos realizados ndo foi possivel chegar a identificacdo de

substancias puras do extrato metanolico das folhas.

4.4 Atividade antifungica

4.4.1 Bioautografia frente a Cryptococcus gattii (R265)

Dentre as fracGes (Item 4.4) analisadas dos extratos diclorometanico e metandélico das
folhas e diclorometanico dos galhos da primeira coleta e extrato metandlico das folhas da
segunda coleta, cinco fragbes foram ativas, sendo uma obtida do extrato diclometénico das
folhas, duas do extrato metandlico das folhas da primeira coleta e duas do extrato metandlico
das folhas da segunda coleta. O extrato diclorometanico dos galhos foi o Unico que nao

apresentou fracdes ativas.

4.4.1.1 Extrato diclorometanico das folhas da primeira coleta

Para este extrato foram selecionadas cinco fracdes. A fracdo ativa foi obtida da
primeira coluna, denominada de 63-66, cuja fracdo foi submetida ao fracionamento e foi
possivel isolar o poliacetileno &cido minquartindico. Foi realizada analise por CCD desta
substancia com eluente AcOEt/MeOH 7:3, apresentando Rf de 0,74. A bioautografia da
fracdo antes de ser purificada foi analisada com o eluente: AcCOEt/MeOH 7:3 e o Rf do
composto ativo foi 0,72 (Figura 39). Esta substancia com este Rf indica que pode se tratar da
mesma substancia, por terem Rfs similares, inferindo que a substancia ativa pode se tratar do

poliacetileno.
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Figura 39. Fotos da bioautografia da fraca 63-66

4.4.1.2 Extrato metandlico das folhas da primeira coleta

Foram testadas 12 fracGes, dentre estas duas fracfes foram ativas: uma proveniente da
primeira coluna realizada denominada de 9-12 e a outra obtida de outra coluna denominada de
28-30. A bioautografia da fracdo 9-12 foi realizada com eluente MeOH/H,0 1:1 e o Rf do
composto ativo foi igual a 0 (Figura 40), a fracdo 28-30 foi analisada com eluente
AcOEt/MeOH 6:4 e o Rf do composto ativo foi igual a 0,73 (Figura 41).

f Visivel UV 254 UV 365 Revelador Antibiéti(h

J

Figura 40. Fotos da bioautografia da fracdo 9-12
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Figura 41. Fotos da bioautografia da fracdo 28-30

4.4.1.3 Extrato metandlico das folhas da segunda coleta

As fragOes ativas deste extrato foram: 15.1.C (Fase DCM) e 15.3.B (Fase MeOH/H,0),
obtidas da particao liquido-liquido realizada. A placa da fracdo 15.1C obtida foi realizada com
0 eluente AcOEt/MeOH 8:2 e obteve-se um Rf do composto ativo igual a 0,69 (Figura 42). A
outra placa da fracdo 15.3.B foi realizada com o eluente MeOH/H,0 1:1 (Figura 43).

/ Visivel UV 254 UV 365 Revelador Antibiéticﬁ
v

d IIH/

Figura 42. Fotos da bioautografia da fragdo 15.1C
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Figura 43. Fotos da bioautografia da fracdo 15.3B

J

Dentre as substancias identificadas neste trabalho, as que foram testadas foram as
substancias lupen-3-ona (1), taraxerona (2) e 3-p-metdxi-lup-20-(29)- eno (4), todas foram

inativas.

4.4.1.4 Extrato diclorometanico dos galhos

Dentre as quatro fracGes testadas do extrato diclorometanico dos galhos, nenhuma foi

ativa contra Cryptococcus gatti.

4.5 Atividade antibacteriana

O extrato é considerado ativo quando apresenta um halo de inibicdo maior que 13 mm
(VIEIRA et al., 2010). Entre 6 e 12 mm é considerado com atividade mediana; entre 2 e 5 mm
é considerado com baixa atividade, e quando apresentar halo menor que 1 mm é considerado
sem atividade.

A anadlise da atividade antibacteriana foi divida em duas etapas. A primeira etapa
consistiu em comparar as duas cepas de Aeromonas hydrophila. A segunda etapa consistiu em
realizar os ensaios frente as bactérias: Edwarsiella tarda, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa e P. fluorescens.



4.5.1 Método de difusdo em &gar

4.5.1.1 Aeromonas hydrophila
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Os resultados dos extratos da primeira e da segunda coleta da andlise frente as duas

cepas de Aeromonas hydrophila (cepa B32 e cepa Tipo — ATCC 7966) estdo exibidos na

Tabela 31.

Tabela 31. Halos de inibicdo dos extratos frente as duas cepas de A. hydrophila

Extratos
12 coleta Aeromonas hydrophila | Aeromonas hydrophila
(B32) (Tipo)
DCM NA NA
Folhas MeOH 11 mm 5mm
H,O 11 mm 4 mm
DCM 8 mm NA
Galhos MeOH 14 mm Smm
H,O 11 mm 5mm
2% coleta
DCM 10 mm NA
Folhas
MeOH 13 mm 6 mm
DCM NA NA
Galhos
MeOH NA 7mm
NA = N&o ativo

A maioria dos extratos da primeira coleta apresentou atividade frente as duas cepas

testadas, porém sendo maior atividade frente a cepa B32. Observa-se que o extrato DCM das

folhas foi inativo sobre as duas cepas e que o extrato DCM dos galhos tinha sido ativo apenas

para a cepa B32, mas apresentou-se inativo para a linhagem Tipo.

Avaliando os extratos da segunda coleta frente as duas cepas de A. hydrophila

observa-se que o extrato DCM dos galhos foi inativo para as duas cepas, enquanto o extrato

DCM das folhas foi ativo apenas para a cepa B32 e o extrato MeOH dos galhos foi ativo

apenas para a linhagem Tipo.
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As diferencas dos resultados obtidos para as duas cepas justificam a necessidade de se
conhecer a origem da bactéria e ter sua identificacao correta.

4.5.1.2 Edwarsiella tarda, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e P. aeruginosa

De acordo com a analise antibacteriana, os extratos da primeira coleta que mostraram
alta atividade foram os extratos MeOH das folhas, MeOH e H,O dos galhos frente a
Edwarsiella tarda. Os extratos DCM das folhas e galhos ndo apresentaram atividade para
nenhuma das bactérias testadas e os extratos H,O dos galhos mostraram media atividade

frente a Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Tabela 32).

Tabela 32. Halos de inibicdo dos extratos da 12 coleta frente as bactérias testadas

Folhas Galhos
DCM MeOH H,O DCM MeOH H,O CP
Edwardsiella 14 2 17 15 24
tarda NA 14 2 NA 17 15 24
14 2 17 15 24
Escherichia 3 2 6 19
coli NA 3 NA NA 2 6 19
3 2 6 19
Pseudomonas 5 6 6 9
aeruginosa NA 5 NA NA 6 6 9
5 6 6 9
Pseudomonas 1 2 3 20
fluorescens NA NA 1 NA 2 3 17
1 2 3 19

CP: Controle positivo; NA: Néo ativo

Os extratos da segunda coleta mostraram-se menos ativos que os da primeira coleta,
pois apenas os extratos MeOH das folhas foram ativos frente a Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa e o0 extrato MeOH dos galhos frente a P. aeruginosa e P.
fluorescens (Tabela 33).
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Tabela 33. Halos de inibicdo dos extratos da 22 coleta frente as bactérias testadas

Folhas Galhos
DCM MeOH DCM MeOH CP
Edwardsiella 24
tarda NA NA NA NA 24
24
Escherichia 3 3 19
3 3 19
Pseudomonas 5 7 9
aeruginosa NA 5 NA 7 9
5 7 9
Pseudomonas 5 20
fluorescens NA NA NA g g

CP: Controle positivo; NA: Nao ativo

4.5.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os extratos da primeira coleta mostraram-se promissores. Os extratos MeOH e H,0
tanto das folhas quanto dos galhos apresentaram, respectivamente, CIM de 62,5 e 250 pg/mL
contra Edwardsiella tarda e também o extrato MeOH dos galhos mostrou CIM de 250 pg/mL
contra Aeromonas hydrophila. Os outros apresentaram CIM de 500 pg/mL ou maiores que 1

mg/mL contra Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Tabela 34).

Tabela 34. CIM dos extratos da 12 coleta

Folhas Galhos

DCM MeOH H,O DCM MeOH H,O CP
Edwardsiella 500 62,5 250 >1 62,5 250 | <0,97
tarda pg/mL | pg/mL | pg/mL | mg/mL | ug/mL | ug/mL | pg/mL

Escherichia coli 500 >1 >1 500 >1 >1 1,95
pg/mL | mg/mL | mg/mL | pg/mL | mg/mL | mg/mL | pg/mL

PSEUdO_monaS 500 500 >1 500 500 >1 31,25
aeruginosa pg/mL | pg/mL | mg/mL | pg/mL | pg/mL | mg/mL | pg/mL
Aeromonas 1 1 1 >1 250 1 <0,97
hydrophila mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | pg/mL | mg/mL | pg/mL
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Os extratos da segunda coleta também se mostraram promissores. O extrato DCM das
folhas apresentou CIM de 250 ug/mL e os extratos MeOH das folhas e galhos apresentaram
CIM de 250 ¢ 125 pg/mL, respectivamente, contra Edwardsiella tarda. Outro extrato que
mostrou CIM de 250 ug/mL foi o extrato MeOH dos galhos contra Aeromonas hydrophila. Os
outros extratos apresentaram CIM de 500 pg/mL ou maiores que 1 mg/mL contra Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa e Aeromonas hydrophila (Tabela 35).

Tabela 35: CIM dos extratos da 22 coleta

Folhas Galhos

DCM MeOH DCM MeOH CP
Edwardsiella 250 250 >1 125 <0,97
tarda pg/mL ug/mL mg/mL ug/mL pg/mL

Escherichia >1 >1 >1 500 1,95
coli mg/mL | mg/mL | mg/mL | pg/mL | pg/mL
Pseudomonas >1 >1 >1 500 31,25
aeruginosa mg/mL | mg/mL mg/mL ng/mL pg/mL
Aeromonas >1 1 ma/mL >1 250 <0,97
hydrophila | mg/mL g mg/mL | pg/mL | pg/mL

Além dos extratos também foi testado o poliacetileno (substancia 4) obtido do extrato
diclorometénico das folhas. Este apresentou CIM de 45,5 ng/mL e concentragdo bactericida
minima (CMB) > 91 ug/mL contra Aeromonas hydrophila. Este resultado mostra que a

substancia isolada é mais ativa que o extrato, pois este apresentou CIM de 1 mg/mL.
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4.5.3 Concentra¢do Minima Bactericida (CMB)

A CMB foi considerada a menor concentracdo de extrato que ndo houve crescimento
sobre a superficie do meio de cultura. Com isso, foi observado que 0s extratos que
apresentaram CMB foram os MeOH das folhas e dos galhos da segunda coleta com CMB de
250 pg/mL e o extrato H,O dos galhos da primeira coleta com CMB de 250 pg/mL contra
Edwardsiella tarda. Os extratos MeOH e H,O das folhas da primeira coleta apresentaram
CMB de 1 mg/mL contra Aeromonas hydrophila. Estes extratos que apresentaram CMB
indicam que 0s mesmos possuem atividade bactericida, ou seja, possuem capacidade de matar

a bactéria.
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5. CONCLUSOES

v O estudo fitoquimico de Minquartia guianensis resultou no isolamento de um

poliacetileno e quatro triterpenos.

v O extrato MeOH das folhas e galhos da primeira coleta apresentaram atividade
antibacteriana com a menor concentracdo inibitéria minima (CIM) contra Edwarsiella
tarda (CIM de 62,5 pg/mL).

v O poliacetileno obtido do extrato diclorometanico das folhas testado contra Aeromonas
hydrophila obteve um CIM de 45,5 ug/mL e CMB > 91 pg/mL.

v Quanto a atividade antifiingica, pode-se afirmar que as fracdes dos extratos testados foram

ativas, com excecéo das fracdes do extrato DCM dos galhos.

v A fracdo, da qual foi isolado o poliacetileno, foi ativa contra Cryptococcus gattii o que

significa que este pode ser o responsavel pela atividade do extrato.

v Os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para o conhecimento da atividade
bioldgica e principalmente para o conhecimento da composicdo quimica de Minquartia
guianensis. Vale ressaltar que os triterpenos taraxerona, acido oleandlico e 3-B-metoxi-
lup-20-(29)-eno estdo sendo descritos pela primeira vez em Olacaceae e o poliacetileno

isolado ainda n&o tinha sido testado contra Aeromonas hydrophila.
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