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EPIGRAFE

“O desejo mede os obstaculos, a vontade vence-0s.”

Herculano



RESUMO

BATISTA AL. Avaliacéo da atividade antimicrobiana e antiradicalar dos extratos e
substancias dos frutos de Buchenavia tomentosa —Eichler (Combretaceae) e Ouratea
spectabilis Aubl. (Ochnaceae). Campo Grande; 2011. [Tese — Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Este trabalho apresenta o estudo biomonitorado da avaliacdo de atividade antimicrobiana e
anti-radicalar de: Buchenavia tomentosa (Combretaceae) e Ouratea spectabilis. Os compostos
isolados foram identificados usando técnica de Ressonancia Magnética Nuclear *H, °C, e
bidimensional. O estudo fitoquimico levou aidentificacdo de 23 substancias, sete de B.
tomentosa, &cido fenolicos: galato etila (1), galato de metila (2), &cido galico (3); taninos
hidrolisaveis: corilagina (4), buchenavina (5) e as lignanas pinoresinol (6) e o epipinoresinol
(7); dezesseis de O. spectabilis; biflavonoides: 7”” metil- agastiflavona (8), 6,6’bigenkwanina
(9), 7,7°dimetilavolkensiflavona (10), 7,7° dimetoxiagastiflavona (11), 3,8’ bipegenina (12) e
o 7,7’agastiflavona (22), o isdmero do pinoresinol (13A), butanolideo: isochinosideo A ao D,
(14, 15, 19 e 20 respectivamente), seco-ochinosideo A (16), isolinderanolideo E (17),
ochinosideo A (18), o esteroide B-sitosterol (21) e a cumarina 7,7 hidroxi-bicumarina (23). O
ensaio bioldgico foi realizado usando técnica de microdilui¢do, o extrato etanolico, as fracGes,
subfracGes e compostos isolados foram testados frente a atividade bacteriana com
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis. O teste
antifangico foi realizado com Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida glabrata e Cryptococcus neoformans. Para avaliagdo antiradicalar foi realizado
ensaio com o método radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH). Os resultados mais
significativos frente a atividade antibacteriana foram apresentados pelos compostos de O.
spectabilis o 7,7’ dimetoxiagastiflavona (11), seco-ochinosideo A (16) e o isolinderanolideo
(17) contra E. faecalis com concentracdo inibitéria minima em 25ug/mL. No ensaio
antifungico os compostos de B. tomentosa foram mais ativos, a corilagina (4) contra C.
parapsilosis (1,56 pug/mL) e buchenavina (5) para C. glabrata (3,125 pg/mL). Quanto a
atividade anti-radicalar a corilagina foi mais ativa (1,72 = 0,09 uM). Com este resultado pode-
se concluir que os frutos de B. tomentosa, apresentaram melhor atividade antifingica e anti-
radicalar e os frutos de O. spectabilis atividade antibacteriana.

Palavras-chaves: Buchenavia, Ouratea, antimicrobiana, anti-radicalar, microdiluigdo



ABSTRAT

BATISTA AL. evaluation of antimicrobial activity and antiradicalar extracts and
substances fruit Buchenavia tomentosa — Eichler (Combretaceae) and Ouratea spectabilis
Aubl. (Ochnaceae). Campo Grande; 2010. [Thesis — Center for life sciences and health da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

This thesis presents the study of bioactivity evaluation of antiradical and antimicrobial
activity of two plants: Buchenavia tomentosa (Combretaceae) and Ouratea spectabilis.
Isolated compounds were identified using Nuclear Magnetic Resonance technique ‘H, **C,
and two-dimensional. The study phytochemical study led to identification of 23 substances,
seven Buchenavia tomentosa, phenolic acid, ethyl gallate (1), methyl gallate (2), Gallic acid
(3); hydrolysable tannins: corilagina (4), buchenavina (5) and lignans pinoresinol (6) and
epipinoresinol (7). Sixteen Ouratea spectabilis; biflavonoids: 8-chloro 7, 7'
dimetilagastinoflavona (8), 6,6 ' bigenkwanina (9), 7,7' dimetilavolkensiflavona (10), 7,7’
dimetoxiagastiflavona (11), 3,8' bipegenina (12) and 7,7' agastiflavona (22), the isomer of
pinoresinol (13A), butanolideo: isochinosideo A to D (14, 15, 19 and 20 respectively), seco-
ochinosideo (16), isolinderanolideo E (17), ochinosideo (18), the steroid B-sitosterol (21) and
coumarin 7,7' hydroxy-bicumarina (23). The assay was performed using a microdilution
technique, the ethanol extract, fractions, subfractions and isolated compounds were tested
against bacterial activity with Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and
Enterococcus faecalis. The antifungal testing with Candida albicans, Candida Krusei,
Candida parapsilosis, Candida glabrata and Cryptococcus neoformans. To evaluate
antiradical test was performed with the method free radical 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl
(DPPH). The most significant results activity antibacterial compounds were submitted by the
O. spectabilis 7.7' dimetoxiagastiflavona (11), seco-ochinosideo (16) and isolinderanolideo
(17) against E. faecalis with minimum inhibitory concentration in 25 pg/mL. In the test
antifungal compounds B. tomentosa were more active, the corilagina (4) against C.
parapsilosis (1,56 pg/mL) and buchenavina (5) for C. glabrata (3,125 pg/mL). As for the
antiradical activity was most active corilagina 1,72 £ 0.09 uM. With this result we can
conclude that the fruits of B. tomentosa, showed better antifungal and antioxidant activity and

the fruits of O. spectabilis antibacterial activity.

Keywords: Buchenavia, Ouratea, antimicrobial, antiradical, microdilution
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INTRODUCAO

A busca por substancias com atividades antimicrobianas e anti-radicalares ¢ uma
necessidade permanente em vista do surgimento de cepas patogénicas resistentes e do
aumento das doencas degenerativas. As infecgdes podem ser classificadas em trés tipos: I-
emergentes e reemergentes, que corresponde a doengas novas ou modificadas que estdo
aumentando ou possuem potencial para aumentar no futuro proximo. Il — oportunistas,
guando acometem pessoas com sistema imunoldgico deprimido. Il - hospitalares ou
nosocomiais, quando ocorrem em ambiente hospitalar (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

As infecgdes nosocomiais variam desde uma lesdo cutanea até estados mais graves que
podem levar ao Obito e atingem principalmente pessoas que fazem uso de catéter e que
passam por longo periodo de internagao.

Os individuos mais suscetiveis as infec¢des oportunistas sdo pessoas transplantadas,
ou com cancer, doengas renais, diabetes, lUpus eritematoso e AIDS e aquelas que sofreram
algum tipo de trauma como queimaduras e cirurgias, pois encontram-se estdo com o sistema
imunoldgico comprometido. As infec¢Bes oportunistas podem ser provocadas também pelo
uso indiscriminado de antibidticos, onde a microbiota normal é reduzida e ocorre o
crescimento desordenado de outro microorganismo presente no organismo. Outra forma de
ocorréncia destas infec¢bes é quando o microorganismo migra do seu habitat normal para
outra parte do corpo onde ndo sdo encontrados normalmente. Esta situacdo pode provocar
doengas em pessoas com sistema imunolégico debilitado, ou que estejam com a regido
acometida desprotegida pela microbiota especifica (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Entre os microorganismos que provocam as infec¢es oportunistas estdo as bactérias e
os fungos, sendo que a maior preocupacdo da OMS (Organizagdo Mundial da Saide) em
relacdo a estas infeccdes, é o fato de que sdo provocadas por cepas resistentes. Estas sdo mais
virulentas e ndo se enquadram no espectro de medicamentos atuais. De acordo com a OMS
estas infec¢cBes causam 25% de mortes em todo o mundo e 45% nos paises menos
desenvolvidos (WANNMACHER, 2004).

A resisténcia bacteriana é considerada um problema de sadude publica mundial atraindo
atencdo de 6rgdos governamentais e internacionais como, Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), OMS, Centro de Controle e Prevencao de Doencgas (CDC) e associacoes
de controladores de infeccdes hospitalares, além da industria farmacéutica internacional. De

acordo com o Ministério da Saude, mais de 70% das bactérias que causam infeccdes
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hospitalares sdo resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos comumente
disponibilizados para o tratamento dos pacientes (OLIVEIRA; SILVA, 2008). A resisténcia
aos antimicrobianos pode estar relacionada ao uso indiscriminado de antibidticos. Estudos
brasileiros registram que a prescricdo de antimicrobianos em hospitais de ensino foi
inadequada em 25 a 50% dos casos, principalmente devido a escolha incorreta do
medicamento, dose ou tempo de tratamento. Estes fatos contribuem para os altos indices de
infeccbes hospitalares e o aumento de microorganismo resistente (OLIVEIRA; SILVA,
2008).

O combate a resisténcia bacteriana deve ser abordado sob varios aspectos. Desde o
entendimento dos processos relacionados a acdo dos antibiéticos até a sintese e avaliagdo
farmacoldgica de novos agentes antimicrobianos mais potentes e sua posterior aplicacdo
terapéutica, que deve ser de forma racional. Além disso, se faz necessario a adequacao de
normas para controle de infeccBes hospitalares, destacando que estes diferentes niveis de
acOes devem ser continuos e interligados (SILVEIRA et al., 2006).

As infeccBes flngicas também constituem num problema de salde publica. As
doencas causadas por fungos oportunistas sdo responsaveis pela morbidade e mortalidade de
pacientes imunossuprimidos e as opcdes terapéuticas para estes casos sao limitadas, em vista
da toxicidade elevada e da pouca eficiéncia na erradicacdo da infeccdo (MASOKO; PICARD;
ELOFF, 2005a). O surgimento de cepas resistentes aos atuais medicamentos preocupa 0s
Orgdos de saude, pois alguns antifungicos interagem com as drogas, como 0S retrovirais,
restringindo o espectro de antifungicos disponiveis.

A questdo do efeito colateral dos antifungicos também é preocupante porque, em
funcéo deste, os individuos encerram o tratamento antes de estarem curados, podendo levar ao
surgimento de cepas resistentes.

O uso indiscriminado de antifangicos é menor em relacdo aos antibidticos, mas
devem-se tomar os mesmos cuidados de prescri¢do e respeitar o tempo de tratamento. Essas
atitudes podem controlar a incidéncia de cepas resistentes de bactérias e fungos aos novos
medicamentos.

Outra preocupacdo mundial na atualidade é em relacdo aos radicais livres, que séo
particulas (&tomo ou moléculas) altamente reativas, que contém nimero impar de elétrons em
sua Ultima camada eletronica.

Quando o elétron desemparelhado estd centrado no atomo de oxigénio, sao
denominadas ERO (Espécies Reativas de Oxigénio) e, quando no nitrogénio, ERN. No

organismo estas espécies estdo relacionadas com a producao de energia, fagocitose, regulacao
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do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O aumento da producdo dessas espécies estd relacionado com varias patologias, tais
como artrite, choque hemorrégico, doencas do coracdo, catarata, disfuncdo cognitiva, cancer e
AIDS, podendo ser causa ou fator agravante do quadro geral destas e outras enfermidades
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Segundo Hayder et al., (2008) os radicais livres no organismo provocam oxida¢do nos
sistemas bioldgicos. Todos os organismos aerébicos, inclusive os humanos, possuem defesas
antioxidantes, que os protegem de danos oxidativos. As enzimas de reparo estdo presentes
para remover ou reparar moléculas danificadas. O mecanismo de defesa enzimatico inclui a
superéxido dismutase (SOD), que catalisa a transformacdo de radicais superdxidos em
peréxido de hidrogénio, a catalase (CAT), que converte H,O, em oxigénio e agua, e a
glutatbnia peroxidase, dependente do selénio (GPX), que também catalisa a degradacdo de
H,0,.

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou ha membrana
e o0 seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio
de formagdo. Entre os radicais livres reativos estdo: 'O, (oxigénio singlete), O, (radical
superoxido), OH' (radical hidroxila), NO" (6xido nitrico) ONOO™ (peroxinitrito) e o Q- (radical
emiquinona) (ANDERSON, 1996; YU & ANDERSON, 1997 apud BIANCHI; ANTUNES,
1999).

Os radicais livres podem ser gerados por fontes enddgenas e exdgenas. As enddgenas
originam-se de processos biolégicos que normalmente ocorrem no organismo, envolvendo
vérias organelas celulares como mitocondrias, lisossomos, peroxissomos, nucleos e reticulo
endoplasmatico. As fontes exdgenas geradoras de radicais livres abrangem tabaco, poluicdo
do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiacbes (SOARES, 2002).

A formacéo dos radicais livres pode ser controlada por compostos conhecidos como
antioxidantes, que inibem a oxidacédo de diversas biomoléculas.

O contexto descrito em relacdo as doencas antimicrobianas e degenerativas mostra a
necessidade de novos compostos com atividade antibacteriana, antifingica e antioxidante e a
busca de novas substancia nos leva a um Unico caminho: as plantas, que ha muitos anos sdo
fontes de medicamentos para combater diversas doencas.

Muitas plantas usadas pela populacéo no tratamento de doencas bacterianas e fungicas

foram testadas in vivo e in vitro, sendo comprovada a eficacia das mesmas.
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Atualmente existem diversas campanhas mostrando a importancia de alimentos que
sdo ricos em compostos antioxidantes, porém ha plantas que ndo estdo disponiveis para a
maioria da populacéo e sdo ricas nestes compostos, como as plantas do cerrado.

O cerrado é um ecossistema que ocorre em areas relativamente restritas no Brasil e
que nas Ultimas décadas tem sido utilizado extensivamente para praticas de agricultura e
pecuéria. Esforgos vém sendo realizados para manutencgdo e conservacdo dessas areas, tendo
em vista a importancia da biodiversidade vegetal nela presente (SILVA et al., 2006).

No presente trabalho foi realizado um estudo biomonitorado com extratos de plantas
colhidas no cerrado sul-mato-grossense, com o objetivo de isolar e identificar substancias com
atividades antibacteriana, antifingica e anti-radicalar.

Foram escolhidos dois extratos que apresentaram atividade antibacteriana mais
significativa, os frutos de Buchenavia tomentosa (Combretaceae) e Ouratea spectabilis
(Ochnaceae). Estas espécies sdo comuns no cerrado brasileiro, Uteis na medicina popular e 0s
frutos de B. tomentosa também sdo empregados na alimentacdo. Por serem utilizadas pela
populacdo com fins terapéuticos e alimenticios, faz-se necessario pesquisar 0s componentes
quimicos e as atividades biologicas e anti-radicalares destas plantas.

Este trabalho pode servir de referéncia para outras linhas de pesquisa na area de
alimentos e cosméticos, visto que os frutos podem ser consumidos naturalmente ou como

geléias, sucos e na cosmetologia em linhas de produtos com ag&o antioxidante.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Familia Combretaceae

A familia Combretaceae abrange cerca de 20 géneros e aproximadamente 475 espécies
difundidas nas regides tropicais. Estas espécies possuem caracteristicas evolutivas avangadas,
ocrrendo em diversos biomas, incluindo os ambientes especiais, como mangues e regides
aridas (BARROSO, 1991).

Essa familia possui distribuicdo predominantemente pantropical, sendo que no Brasil
ocorrem cinco géneros nativos (Buchenavia, Crombretum, Conocarpus, Terminalia e Thiloa),
com aproximadamente 60 espécies, e dois exéticos (Bucida e Quisqualis) (SOUZA,;
LORENZI, 2005).

Em paises dos continentes Africano e Asidtico muitas espécies da familia
Combretaceae sdo usadas na medicina popular para combater diversas doencgas e, por esta
razdo, ha varios estudos sobre as mesmas a fim de confirmar suas propriedades medicinais.

O potencial medicinal de sete espécies de Combretaceae (Combretum glutinosum, C.
hispidum, C. molle, C. nigricans, Pteleopsis suberosa, Terminalia avennioides e T. mollis) foi
avaliado quanto a atividade antifungica e todos os exemplares mostraram-se ativos frente as
cepas testadas (BABA-MOUSSA; AKPAGANA; BOUCHET, 1999). Seis espécies dos
géneros Combretum e Terminalia (C. fragans, C. molle, C. psidioides, C. zeyheri, T.
kaiserana, T. sericea) usadas na Tanzania e em outros paises africanos no tratamento de
doencas como gonorréia, sifilis, diarréia, hipertensdo e cancer demonstraram atividade
antibacteriana (FYHRQUIST et al., 2002).

As espécies Anogeissus leiocarpus, Combretum fragrans, Terminalia laxiflora,
Terminalia glaucescens e Terminalia macroptera apresentaram atividade antifungica
(BATAWILA et al., 2005). Estas plantas s@o usadas pela populacéo togolesa no tratamento de
infeccbes fangicas tais como dermatoses, micoses e também sdo indicadas contra outros
males como hipertensdo, problemas gastricos, malaria, eczema, astenia, gonorréia, lepra e
tuberculose. As partes das plantas estudadas foram folhas, raizes e caule e as cinco espécies
investigadas confirmaram as atividades antifingicas.

Outras seis espécies de Terminalia (T. prunioides, T. brachystemma, T.sericea, T.
gazensis, T. mollis, T. sambesica) foram avaliadas quanto a atividade antifingica, e 0s

resultados comprovaram que elas possuem esta atividade. Estes dados corroboram o uso



22

destas plantas no tratamento de vérias doencas relacionadas as infecc¢@es flngicas. Segundo 0s
autores, membros da familia Combretaceae sdo usados pela medicina popular para muitos
fins, destacando-se o tratamento de dores lombares, dor de cabeca, resfriados, febre,
infertilidade feminina, doencas cardiacas, picadas de cobras e escorpido e para purificacdo do
sistema urinario (MASOKO; ELOFF, 2005b).

As folhas de Guiera senegalensis sdo usadas no oeste da Africa (Senegal, Guianea e
Mali) para tratamento de resfriados, bronquite e febre, e as raizes também sdo usadas como
medicinais. Testes realizados com cobaias (Cavia porcellus) confirmam o efeito antitussigeno
desta espécie e de acordo com os pesquisadores este efeito é referente a codeina (BOUCHET
et al., 1996). As folhas de G. senegalensis sdo usadas também no combate a dores reumaticas
e infeccdo pulmonar e as mulheres tomam cha preparado com as folhas desta planta para
aumentar a lactacdo. Investigacdo farmacologica desta espécie comprovou a acao depressiva
do sistema nervoso central, anti-inflamatdria e antidiarréica (MAHMOUD; KHALID, 1997).
Revisio bibliografica sobre plantas do oeste da Africa testadas contra malaria mostra que G.
senegalensis € uma das plantas com maior potencial para uma futura droga contra esta
doenca, pois estudos realizados revelaram que esta planta tem acentuada acao antiplasmadica
e baixa toxicidade (SOH; VICAL, 2007).

A espécie Thiloa glaucocarpa é nativa no Brasil e estudos realizados com o caule
desta levou ao isolamento do &cido arjunélico (MILITAO; ANDRADRE; SILVEIRA, 1993),
0 qual j& foi isolado de outras espécies de Combretaceae. Este acido possui acdo anti-
inflamatoria, antinoceptiva e anticolinesterasica (FACUNDO et al., 2005).

No que diz respeito a atividade anticancer, compostos isolados de Bucida buceras
mostraram potente atividade antitumoral para linhagens de células tumorais humanas: KB
(nasofaringe e seus derivados — KB-vin, KB7d), pulmonar, mama e melanona. (HAYASHI et
al., 2002).

No Brasil, Terminalia brasiliensis é conhecida popularmente como améndoa-brava,
cerne-amarelo, capitdo-do-campo entre outras e é usada no tratamento de barriga inchada e
disenteria (ARAUJO; CHAVES, 2005). O 6leo extraido dos frutos de Terminalia behuria foi
analisado quanto a potencialidade como 6leo comestivel e o subproduto para producdo de
biofertilizante, quando foi detectada a presenca de taninos (BERA et al., 2007). Estes
possuem atividades antioxidante, antibacteriana e antifingica, mostrando assim a importancia
desta planta para a industria alimenticia e para a agricultura (BERLINCK et al., 1995).

As diversas atividades ja pesquisadas em espécies da familia Combretaceae estdo

relacionadas na Figura 1.
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2.1.1 Género Buchenavia —Eichler

O género Buchenavia ocorre na América Central e do norte da América do Sul até o
estado de Santa Catarina.

Muitas espécies sdo conhecidas como tanimbuca [B. capitada (Eichler), B. huberi
(Ducke), B. macrophylla (Eichler), B. grandes (Ducke), B. ochropurumna (Eichler)], e tém
grande importancia econémica porgue possuem madeira resistente ao ataque de cupins, com
cheiro agradavel quando verde e imperceptivel apds a secagem. Por este motivo tém utilidade
na construcdo civil. A madeira de B. ochroprumna também € usada na producdo de energia
(PAULA, 1999). Algumas espécies de Buchenavia sdo usadas em reflorestamento de areas
degradadas, para atrair dispersores de sementes (ATTANASIO et al., 2006).

B. tomentosa é uma arvore nativa dos cerraddes e de mata semideciduas, possuindo a
altura média de 5 a 12m e com o didmetro do tronco de 30 a 50 cm (LORENZI, 2002). E
conhecida no Pantanal como tarumarana, particularmente na regido da Nhecolandia, e produz
frutos no inverno e primavera (Figura 2), os quais sao consumidos pelos pantaneiros (POTT,;
POTT, 1986). A casca é usada no tratamento de tosse pela populacdo pantaneira (POTT,
POTT, SOBRINHO, 2004).

Outras espécies de Buchenavia ja foram estudadas quanto as propriedades medicinais,
sendo que as folhas de B. capitada apresentaram atividade anti-HIV e citotdxica (BEUTLER
et al., 1992) e o extrato etandlico da raiz de B. parviflora apresentou atividade inibidora da
enzima FAS (Fatty Acid synthase), (LI et al., 2002).
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Espécie

Atividade

Referéncia

Anogeissus latifolia

Antillcera e antimicrobiana

GOVINDARAJAN et al, 2006

Combretum leprosum, C. woodi, C.
erythrophyllum, C. imberbe, C. laxum,
C. hartmannianum, C. padoides

Anti-inflamatdria, antinoceptiva e anticolinisterasica;
antibacteriana; antioxidante; antiflngica; anti-HIV;
antimalérica

FACUNDO et al., 2005, ELOFF, FAMAKIN,
KATERERE, 2005; MARTINI, KATERERE,
ELOFF 2007; ANGEH et al., 2007a ; BISOLI et al.,
2008; ALI etal., 2002; ANGEH et al., 2007b

Conarpus erectus

Antimicrobiana

ADONIZIO et al., 2006

Bucida burceras

Antitumoral

HAYASHI et al., 2003

Guirea senegalensis

Antimalérica, antiviral

FIOT etal., 2006; LAMIEN et al., 2005

Terminalia catappa

Antioxidante; hepatoprotetora; antidiabética

CHYAU, KO, MAU, 2006, KINOSHITA
2007; NAGAPPA et al., 2003

et al.,

T. arjuna

Anticancer; desordens cardiovasculares; citotoxica;
antiviral (herpes tipo 2)

KANDIL; NASSAR,1997; DWIVEDI, 2007,
SAXENA et al., 2007; CHENG, LIN, LIN, 2002

T. macroptera

Antimicrobiana, anti-helmintica

CONRAD et al., 1998; SILVA et al., 1997

T. sericea Antiflngica, antibacteriana e citotoxica; anti- MOSHI; MBWAMBO, 2005; ELDEEN et al., 2006;
inflamatdria MOCHIZUKI;HASEGAWA,2007

T. superba Imunossupressiva TABOPDA, et al., 2008

T. chebula Antianafilatica SHIN et al., 2001

T.chebula e T. belerica Hipolipidemica SARAVANAN et al., 2007

T. avicennioids Tripanocida BIZIMANA et al., 2006

Pteleopsis suberosa

Antibacteriana;
antioxidante

anti-inflamatéria,  Antiulcera,

e

LEO et al., 2006; PASQUALE et al,
GERMANO et al., 2008

1995;

P. hylodendron

Antibacteriana

NGOUNOU et al., 1999

Quesqualis indica

Anticolinesterasica

WETWITAYAKLUNG et al., 2007

Figura 1 — Espécies da familia Combretaceae e respectivas atividades.
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Figura 2- Frutos de Buchenavia tomentosa
Fonte: LORENZI (2002)

2.2 Familia Ochnaceae

O namero de géneros e espécies da familia Ochnaceae diverge entre alguns autores.
De acordo com Souza; Lorenzi, (2005) possui 30 géneros e 400 espécies e no Brasil ocorrem
11 géneros e cerca de 120 espécies.

Os géneros nativos do Brasil sdo Blastemanthus, Cespedesia, Elvasia, Krukoviella,
Luxemburgia, Ouratea (= Gomphia), Perissocarpa, Philacra, Poecilandra, Sauvagesia (=
Lavradia, Leitgbia) e Wallacea. Os representantes das Ochnaceae sdo comuns no Cerrado,
especialmente Ouratea spectabilis e Ouratea castanaefolia (SOUZA; LORENZI, 2005).

Ao contrario das Combretaceae, esta familia tem interesse econdmico restrito, com
poucas espécies ornamentais. Algumas espécies de Ochnaceae sdo usadas na medicina
popular nos continentes Africanos e Asiatico, porém ha poucos registros quanto a estudo
fitoquimico.

Lophira alata ¢ uma das espécies da familia Ochnaceae. E usada pela populacio do
oeste da Africa como analgésico, sendo explorada comercialmente e usada na medicina no sul
de Camardes (TIH et al., 1992). Estudos realizados “in vitro” com o extrato metandlico da
casca desta planta, revelaram que esta espécie tem atividade antitumoral (MURAKAMI et al.,
1992).
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Estudo realizado com a casca de L. alata, que é usada também como anti-inflamatoria,
revelou atividade antibacteriana frente a Micrococcus luteus (MURAKAMI et al. 1993),
enquanto a populacdo camaronesa utiliza as folhas de L. alata como cicatrizante (IBE;
NWUFO, 2005).

Um levantamento sobre as espécies de plantas utilizadas pela populacdo da Nigéria
relata o uso de L. alata no tratamento de malaria, ictericia, desordens gastrointestinais e tosse
(KAYODE, 2006). Pesquisadores realizaram testes “in vitro” com dez plantas, entre elas L.
alata, a qual mostrou atividade antibacteriana moderada (PIEME et al., 2008).

Outro género desta familia usado na medicina popular ¢ Ochna. No sul da Africa a
populacdo faz uso de Ochna pulchra (SIBANDA et al., 1993), enquanto na regido sul da
india Ochna obtusata é usada no tratamento de epilepsias, distirbios menstruais, asma,
Ulceras e como antidoto contra picada de cobra (RAO et al., 1997). A indicacdo de Ochna
afzelli na medicina popular é para combater a ictericia, dor de dente, esterilidade feminina,
problemas menstruais e disenteria (PEGNYEMB et al., 2001).

Na Tailandia ocorre Ochna entegerrina, cuja casca tem sido usada como tonico,
digestivo e a raiz como anti-helmintico (LIKHITWITAYAWUID et al., 2001). Na Indonésia
a infusdo das raizes e folhas é usada pela populacdo no tratamento de disenteria e como
antipirética, sendo também utilizada como espécie ornamental (LIKHITWITAYAWUID,;
KAEWMATAWONG; RUANGRUNSGSI, 2005).

Pesquisa realizada com Ochna squarrosa revelou que esta espécie possui potente
atividade analgesica e anti-inflamatoria, porém € utilizada pela populacdo no tratamento de
constipacdo, Ulceras, feridas e cancer. A casca da raiz é usada como ténico digestivo, o cha
das folhas no tratamento de lumbago (dor reumaética) e Ulceras, e 0 decocto das raizes no
tratamento de problemas menstruais e asma (ANURADHA et al., 2006). A casca de O.
lanceolata € usada como abortiva, no tratamento gastrico e de desordens menstruais (REDDY
et al., 2008). As atividades anti-inflamatoria e analgésica podem estar relacionadas com o uso
de plantas deste género no tratamento de disturbios menstruais.

No Brasil, um dos géneros estudados é o Luxemburgia. Estudos realizados com L.
octandra e L. nolis revelaram a presenca do biflavonoide 4°,5,7 tri-hidroxiflavona (3’— O
—47)5”,7” di-hidroxiflavanona, a qual mostrou atividade antitumoral (DE CARVALHO et
al., 2004). A atividade antitumoral de L. octandra foi evidenciada nos compostos
7,7’ dimetilanaraflavona, agastiflavona, 7’ metil-agastiflavona e luxenchalcona isolados desta
espécie, que revelaram atividades significativas contra cinco linhagens de células tumorais:

célon, pulmé&o, mama, ovario e rins (DANIEL et al., 2007).
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2.2.1 Género Ouratea Aubl.

O género Ouratea compreende cerca de 300 espécies tropicais, ocorrendo
principalmente na América do Sul. Algumas espécies deste género tém mostrado atividades
antiviral, antimicrobiana e analgésica (DE CARVALHO; DE CARVALHO; BRAZ-FILHO,
2000). O género Ouratea é endémico na regido neotropical, e é o maior da familia
Ochnaceae, com aproximadamente 120 espécies (SALVADOR; CERVI; SANTQOS, 2005).

Algumas espécies sdo usadas na medicina popular africana para o tratamento de varias
doengas. Segundo MBING et al. (2003a), plantas deste género sdo usadas no tratamento de
reumatismo e doencas gastricas. A espécie Ouratea reticulata € uma delas, sendo utilizada
pela populacdo camaronesa para combater diversos males; o suco das folhas ou das flores é
usado contra dor de dente, enquanto o caule tem aplicacé@o contra disenteria e tosse (MANGA,
MESSANGA; SONDENGAM, 2001).

O extrato de folhas de O. nitida foi avaliado quanto a atividade antimalarica e estudos
in vivo revelaram que o extrato hexanico desta espécie apresentou resultado promissor,
reduzindo a parasitemia induzida. Esta planta é usada pela populacdo como adstringente,
tonica, vermifuga, contra disturbios gastricos e reumatismo (ESTEVAM et al., 2005).

O extrato das folhas de O. sulcata é usado no tratamento de doencas do trato
respiratorio superior, diarréia, dor de dente e disenteria pela populacdo de paises africanos
(Camardes, Nigeéria e Gabdo). Os biflavonoides sulcatone A e 3 hidroxi-2,3-di-hidroapigenil
[T 4’:0, II 3°] di-hidrokaemferol, isolados desta espécie, revelaram atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, o que é compativel com o uso desta planta
no tratamento de infecgbes (PEGNYEMB et al., 2005).

Testes in vivo e in vitro realizados com o extrato hidroalcoolico bruto de O. parviflora
evidenciaram atividade citoprotetora significativa contra danos oxidativos. No teste in vivo a
fracdo hidroalcodlica mostrou-se mais efetiva que a rutina (CARBONARI, 2006).

O. nigrovilacea foi pesquisada apenas quanto & composicdo quimica, sendo isolados
dois biflavonoides (ouratina A e B), que sdo compostos comuns neste género. Esta planta é
usada pela populacdo de Camardes no tratamento de reumatismo, assim como outras espécies
(MBING et al., 2006).

Estudo in vitro do extrato etanolico do caule de O. semiserrata evidenciou atividade
vasodilatadora, produzindo vasodilatacdo significativa, que aponta a espécie como fonte de
substancias bioativas potencialmente (teis para o tratamento da hipertensdo primaria. Ndo ha

relato do uso desta planta pela populacéo no Brasil (VALADARES et al., 2003).
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Outra espécie de Ouratea pesquisada no Brasil é a O. multiflora, da qual foram
isolados quatro biflavonoides diméricos. Os compostos isolados das folhas desta planta foram
testados frente as atividades antimicrobiana, citotoxica, anticolinesterésica e antioxidante, e 0s
resultados revelaram que 0s compostos isolados foram inativos para atividade citotoxica e
anticolinesterasica. Mostraram ainda fraca atividade antibacteriana e apenas um composto
apresentou atividade antioxidante moderada, enquanto outros trés apresentaram fraco
potencial seqlestrador de radicais livres (CARBONEZI et al., 2007).

Entre as espécies de Ouratea, a mais estudada é a O. hexasperma, sobre a qual ha
diversas publicacdes referentes a atividades bioldgicas e composicdo quimica. O extrato
metandlico dos galhos desta espécie foi avaliado quanto a atividade antimicrobiana e mostrou
ser ativo frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus e cepas fungicas
Rhodotorula spp e Candida albicans (FERNANDES et al., 2008). O. hexasperma mostrou
atividade antitumoral, citotdxica e inibidora de DNA topoisomerase (DANIEL et al., 2005).
Um estudo realizado com trés compostos isolados das folhas desta espécie mostraram que
dois (7,7’dimetilanaraflavona e 7”-metilagastisflavona) apresentaram atividade antitumoral
significativa contra cinco linhagens de células: adenocarcinoma de cdélon, carcinoma de
pulmao, renal, mama e adenocarcinoma de ovario (DANIEL et al., 2007).

A espécie Ouratea spectabilis (Mart.ex.Engl.) (Figura 3) é conhecida como folha-de-
serra, e é encontrada no Brasil nos estados da Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e
Parana (LORENZI, 2002).

Estudos realizados com quatro biflavonoides (6,6” bigenkwanina, amenthoflavona,
7,7° dimetoxiagastiflavona e tetradimetoxibigenkwanina) isolados das folhas de O.
spectabilis revelaram que os compostos testados mostraram atividade inibidora contra a
producdo de aflatoxina B1 e B2. As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios de Aspergillus.
flavus e Aspergillus. parasiticus que sdo toxigénicos, carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos para diferentes espécies de animais. Evidéncias indicam que esta toxina pode
estar envolvida na etiologia do cancer de figado em humanos. Alguns compostos naturais
atuam como preventivos contra contaminacdo por aflatoxina e entre estes compostos estdo 0s
flavonoides (GONCALVES; FELICIO; PINTO, 2001).

O. spectabilis possui caracteristicas alelopaticas e estudos realizados com o extrato
etandlico de quinze espécies do Cerrado mostraram que quatro inibiram a germinagdo das
sementes de alface. O extrato etandlico das espécies ativas foi particionado em hexano,
cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, sendo que a atividade ficou concentrada nas fases

cloroférmica e acetato de etila, visto que estas duas fases continuaram a apresentar uma
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capacidade significativa de inibicdo da germinacdo das sementes. Este estudo mostra a
importancia da escolha de plantas para o reflorestamento no cerrado mesmo utilizando plantas
tipicas do ecossistema (SILVA et al., 2006).

Figuura 3- Frutos de Ouratea spectabilis
Fonte: LORENZI, 2002

2.3 Infecgdes

As infeccdes emergentes, oportunistas e hospitalares podem ser causadas por fungos e
bactérias. Estes agentes de infeccdo podem habitar diversos locais inclusive o organismo
humano, e quando ocorre uma redugdo da imunidade eles proliferam causando diversas
doencas.

= InfeccOes emergentes e reemergentes

Doengas emergentes - sdo doencas novas com impacto significativo: sobre o ser
humano em decorréncia de sua gravidade em acometer 6rgdos e sistemas principais, com
potencialidade de deixar sequelas limitadoras e mesmo morte; seja pelas repercussfes sociais
relacionadas a sua prevaléncia, ou reveladoras de degradacdo ambiental, como é o caso da
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). As doencas reemergentes sao as que
reaparecem apds periodo de declinio significativo, como célera e dengue no Brasil e

tuberculose em todo 0 mundo, ou ameagam aumentar em futuro proximo. (PEDROSO, 1999)
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Quando se trata de doengas infecciosas verificam-se alguns focos de atengdo: no caso
de infeccdo emergente - o surgimento e identificacdo de novos problemas de saude, que é
consequéncia de novos agentes infecciosos; quanto as infecgdes reemergentes fatores como;
mudanca no comportamento epidemioldgico de doencas jad conhecidas e introducdo de
agentes ja conhecidos em novas populagdes.

Segundo a literatura um dos fatores que contribui para o aparecimento de novas
doencas é a degradacdo ambiental (CARVALHO et al., 2009).

O réapido processo de urbanizacdo, com migracfes de grandes contingentes
populacionais das &reas rurais para as urbanas, associando-se a auséncia de saneamento
bésico. O descuido com a higiene pessoal doméstica propicia terreno fértil para a propagacao
de doencas (PEDROSO; ROCHA, 2009).

As infeccbes emergentes, em sua grande maioria, sdo de origem viral, mas outros
agentes infectantes como protozoarios, fungos e bactérias proliferam neste ambiente

aumentando condicionalmente o surgimento de doencas.

= Infeccdo oportunista

As infeccdes oportunistas sdo mais frequentes individuos imunocomprometidos. A
imunodepressdo pode ter varias causas, como por exemplo o estress, porém 0s casos mais
preocupantes sdo aqueles em que a baixa imunidade é causada por condi¢Oes especificas;
como em pacientes transplantados, HIV positivo, pessoas em tratamento com quimio e
radioterapia, doentes renais que necessitam de hemodialise, pacientes internados em UTI
(Unidade de Terapia Intensiva) e outras doengas que comprometem o sistema imunoldgico
como lUpus eritematoso sistémico.

Estudo realizado por Macédo et al. (2009) mostrou que a alta incidéncia de infec¢bes
oportunistas por leveduras tem sido evidenciada sob manifestacfes clinicas e fatores de risco
relacionados a neutropenia como Diabetes mellitus, tuberculose pulmonar, lUpus eritematoso
sistémico, AIDS, uso de drogas imunossupressoras, mucosite induzida por quimioterapia ou
altas doses de irradicacao.

= Infeccdo Hospitalar

Nos Ultimos anos as infeccBes hospitalares estdo causando grande preocupacao
mundial. Este evento adverso decorrente da hospitalizacdo do paciente se tornou importante
foco de atencdo nas ultimas décadas, embora desde a antiguidade existiam relatos sobre a
disseminacédo de doencas epidémicas no ambiente hospitalar (GUINTA; LACERDA, 2006).
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A infecgdo hospitalar é potencialmente determinada pela evolucéo tecnoldgica dos
procedimentos diagnosticos e terapéuticos invasivos, demandados pelo modelo clinico de
assisténcia. Alem desses fatores, tém-se ainda o0s medicamentos imunossupressivos,
principalmente os antibidticos, a maior expectativa de vida e o aumento de demanda por
assisténcia a pacientes imunodeprimidos e com doencas cronicas-degenerativas, que
aumentam os riscos das infec¢des hospitalares resistentes (GIUNTA; LACERDA, 2006).

As infeccBes hospitalares representam um grave problema de satde pablica mundial,
pois esta relacionada com altas taxas de morbidade e mortalidade, aumento do tempo de
internacdo e do custo para o sistema de salde, constituindo-se um grande desafio para
medicina atual (OLIVEIRA et al., 2009).

A preocupacdo com este tema € justificado por envolver aspectos juridicos
concernentes aos direitos da cidadania; e por configurar-se em um problema de saude publica
associada a pratica profissional (MOURA et al., 2008).

A infeccdo hospitalar é a principal causa de morbidade e mortalidade de recém-
nascidos, principalmente nas quatro semanas de vida.

Um estudo retrospectivo do registro de 69 dbitos em hospital de ensino pediatrico
(interior de Séo Paulo) identificou a relacdo da infeccdo hospitalar com oObitos foi realizado
em 1993. As infeccBes que mais contribuiram ao Obito foram pneumonia, Infeccdo da
Corrente Sanguinea (ICS) e infeccdo urinaria, causada por Candida sp, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. A infeccdo hospitalar foi mais importante como causa
direta do 6bito nos pacientes com doenca néo fatal e como contribuinte ao 6bito nos pacientes
com doenca fatal ou potencialmente fatal (TURRINI, 2002).

Em Mato Grosso do Sul, no Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (Campo Grande), foi realizada uma pesquisa na unidade pediatrica com 108
pacientes, no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de1999, sendo que as infeccdes mais
comuns foram ICS e pneumonia. Os principais patégenos isolados foram S. aureus, P.
aeruginosa e Candida tropicalis (CHANG et al., 2003).

Chang et al. (2008) realizaram uma analise retrospectiva de casos de infeccdes na
corrente sanguinea por Candida no Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (Campo Grande); foram diagnosticados 96 episddios de janeiro 1998 a
dezembro 2006. As condigdes de risco mais encontradas foram tempo prolongado de
internagdo, uso de catéter venoso central e uso prévio de antibiotico. 58 (60,4%) dos pacientes

foram a dbito durante a hospitalizacdo. A espécie prevalente foi C. albicans (45,8%) seguida



32

de C. parapsilosis (34,4%), C. tropicalis (14,6%) e C. glabrata (5,2%). O maior nimero de
casos foi registrado em criancas e idosos.

Outra pesquisa realizada no Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (Campo Grande), foi na Unidade de Terapia Intensiva (UTI). O estudo
prospectivo foi realizado no periodo de fevereiro a julho de 2006 sendo observado um total de
118 pacientes, com taxa global de infec¢do de 59,3% (63/118). Os procedimentos invasivos
como cateterismo venoso central, cateterismo urinario de permanéncia, intubagdo orotraqueal,
traqueostomia - e a permanéncia prolongada, foram fatores preditivos para a ocorréncia da
infeccdo. As infeccBes mais comuns foram no trato urindrio, respiratorio e de corrente
sanguinea; dentre os microorganismos isolados, houve predominio de fungos como C.
albicans e C. glabrata; e das bactérias, P. aeruginosa e S. aureus (OLIVEIRA et al., 2009).

As infeccdes, sejam elas hospitalares ou ndo, precisam ser controladas e, por esta
razdo, faz-se necessario a busca de novos medicamentos que irdo auxiliar na terapia das
doencas causadas por estes agentes infectantes e que tenham pouca acdo téxica para 0s
organismos infectados.

Alguns dos agentes mais comuns em infecgbes foram testados neste trabalho:
Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa; Enterococcus faecalis; Candida albicans;

C.parapsilosis; C. krusei; C. glabrata e Cryptococcus neoformans.

2.3.1 Bactérias

> Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria gram-positiva frequentemente encontrada na pele e nas fossas
nasais de individuos saudaveis. Este microorganismo pode provocar doencas que vao desde
uma simples infeccdo (espinhas, furinculo e celulite) até infeccBes graves (pneumonia,
meningite, endocardite, septicemia e outras) (SANTOS et al., 2007).

Com a descoberta dos antibidticos achava-se que os problemas com as infeccdes
estavam controlados, mas as bactérias tornaram-se resistentes aos primeiros antibioticos
perpetuando aos medicamentos mais avangados como a vancomicina. A S. aureus tem ampla
distribuicdo, tem o homem como principal reservatorio, pode permanecer viavel por longo
tempo em particulas de poeira (SANTOS et al., 2007).

A bactéria S. aureus pode causar infeccBes sistémicas potencialmente fatais, sendo

comum naquelas de dificil tratamento, tais como infeccbes Osseas, artrites sépticas e de
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proteses 0sseas. Em razéo da resisténcia aos antibidticos e seu amplo potencial infectante, ha
necessidade urgente, ja reconhecida pela OMS, da descoberta e/ou sintese de novos
antibioticos para o tratamento de S. aureus multirresistentes (SANTOS et al., 2007).

Estudos realizados em pacientes com infec¢do na corrente sanguinea mostraram que S.
aureus foi a bactéria predominante em 118 episddios e destes, 66 eram resistentes a meticilina
(GUILARDE et al., 2007).

Ja foi demonstrada a transmissdo de S. aureus resistente a meticilina durante
tratamento dentario. Em experimento realizado no periodo de um ano, placas de Petri com
meio de cultura adequado, foram expostas ao ambiente. Os resultados revelaram uma
significativa contaminagdo por Staphyloccocus spp no ambiente clinico, sendo que dos 32,2%
exemplares, 0,45% foi de S. aureus, alguns resistentes a ampicilina, eritromicina e
tetraciclina, sugerindo a existéncia de isolados multiresistentes (BERNARDO et al., 2005).

As plantas medicinais estdo entre os produtos naturais de grande interesse cientifico
devido a possibilidade de emprega-las como fitofarmacos, algumas sdo utilizadas pela
medicina popular no tratamento de doencas infecciosas e estudos com base nesse
conhecimento confirmam o uso de algumas espécies.

O oleo essencial de Lippia sidoides (Verbenaceae) foi avaliado quanto a atividade
antibacteriana para diversas cepas de S. aureus resistentes isolados de materiais clinicos; os
testes revelaram significativa e promissora propriedade anti Staphylococcus, podendo esta
planta, depois de avaliacdo quanto a toxicicidade, ser usada no tratamento de doencas
causadas por este agente (OLIVEIRA, et al., 2006).

Anacardium occidentale (Anacardiaceae) foi avaliada e obteve comprovagdo de
atividades anti-inflamatoria, antidiabética e anticolenisterasica. Os pesquisadores avaliaram a
acao antimicrobiana do extrato etandlico do caule e os resultados mostraram atividade
significativa “in vitro” sobre linhagens resistente de S. aureus e sensivel a meticiclina (SILVA
etal., 2007).

> Pseudomonas aeruginosa

E outra bactéria que causa preocupacio mundial devido a sua viruléncia e resisténcia
aos antibiodticos. Este microorganismo é um bacilo gram-negativo, que nos ultimos anos tem
ocupado lugar de destaque entre os patdgenos hospitalares, pois é o agente de pneumonia
associada a ventilacdo mecanica, bacteremias, endocardite, meningite, infec¢cdes do trato

urinario e de pele em pacientes internados em unidade de terapia intensiva ou em terapia
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imunossupressora. Na América Latina, particularmente no Brasil, este microorganismo é um
dos agentes mais frequentemente associados a etiologia das infeccBes hospitalares,
especialmente as do trato respiratorio (MITSUGUI et al., 2008).

Muitas amostras isoladas de pacientes ttm mostrado resisténcia ou multirresisténcia, e
um dos fatores para este patdgeno apresentar esta caracteristica pode estar ligado a fonte de
agua.

Os antibidticos e as bactérias resistentes sdo descartados em grandes quantidades no
ambiente, como resultado do frequente uso indiscriminado de antibiético nas préaticas
médicas, veterindrias e agrarias. As &guas dos rios sdo 0s principais receptores desses
poluentes, uma vez que recebem esgotos urbanos, industriais e hospitalares, e 0s rios séo as
fontes de agua para consumo humano e animal, portanto, esta poluicdo pode contribuir para
manutencdo e até a disseminacéo da resisténcia bacteriana (FUENTEFRIA et al., 2008).

P. aeruginosa € um dos principais microorganismos recuperados de efluentes
hospitalares. E um patdgeno nosocomial muito frequente, responsavel por infecgdes em
diversos sitios do corpo humano. Uma das medidas que deve ser tomada para evitar esse foco
da resisténcia, é reduzir ou evitar a liberacdo de material contaminado do ambiente hospitalar
para o meio ambiente (FUENTEFRIA et al., 2008).

As infeccdes hospitalares causadas por P. aeruginosa podem apresentar mecanismo de
resisténcia intrinseca e adquirida, a sintese de metalo-pB-lactamases (MBLs) que € o
mecanismo de maior relevancia na atualidade. Esta resisténcia ocorreu devido ao uso
frequente de carbapenémicos. Na analise de 37 cepas que apresentaram resultados positivos
na producdo de MBLs, foi observado que 35% apresentaram multirresisténcia e 36% foram
resistentes aos carbapenémicos (GRAF; FUENTEFRIA; CORCAO, 2008).

Pesquisadores acompanharam 131 pacientes com episddio de infeccao, causada por P.
aeruginosa, do quais 67 (51,1%) foram a ébito. A causa das mortes ndo foi relacionada com a
resisténcia antimicrobiana, mas com a terapia inicial, idade e choque séptico. A presenga de
cepas panrresistentes foi de 87,1% nos casos onde a terapia inicial foi inadequada
(PINHEIRO et al., 2008).

Uma alternativa para o tratamento de infeccdo causada por P. aeruginosa € a
associagdo de &cido ascorbico com antibidtico, o efeito desta combinagdo foi estudada in
vitro. O acido ascorbico foi combinado com seis antibidticos frente a doze isolados de P.
aeruginosa multirresistentes. Os resultados revelaram que para quatro medicamentos

(cloranfenicol, canamicina, estreptomicina e tetraciclina) a combinacdo apresentou efeito
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sinérgico, sendo que frente a uma das cepas testadas, cloranfenicol teve efeito antagonico.
(CURSINO et al., 2005).

A eliminacdo dos focos causadores de infec¢bes oportunistas também é motivo de
preocupacao dos profissionais da saude. Uma das técnicas testadas foi o uso de microondas,
por ser uma alternativa econdmica, viavel ambientalmente e segura para o tratamento de
residuos de servigos de saude. O teste foi realizado com cepas de P. aeruginosa na forma
vegetativa. Os pesquisadores concluiram que o processamento com microondas em escala de
laboratdrio, pode ser uma técnica de inativacao efetiva, desde que as condi¢des operacionais
sejam bem estabelecidas (PISANI JUNIOR et al., 2008).

> Enterococcus faecalis

O genéro Enterococcus pode ser encontrado como comensal na microbiota intestinal
de individuos saudaveis. A crescente importancia deste microorganismo pode ser atribuida a
cepas resistentes encontradas em ambientes ndo usuais e/ou estressantes como 0 ambiente
hospitalar (CAMARGO, 2005).

Do género Enterococcus a espécie mais isolada encontrada € a E. faecalis, que € um
componente comum na micrbiota fecal normal e dissemina-se para todo intestino, tornando
fonte comum na rota de infecgdo. A presenca deste microorganismo pode causar infecgéo no
trato urinario, peritonite ou formacdo de abscesso, seguida de perfuracdo intestinal. Testes
realizados com 97 exemplares isolados de pacientes mostraram que todos apresentaram
sensibilidade ou resisténcia aos antibidticos analisados (SAUDERS; BODONAIK, 2006).

O surgimento de cepas resistentes dificulta a terapia das infecgdes causadas por este
patdgeno oportunista principalmente em pacientes imunodeprimidos. A resisténcia de
Enterococcus a antibiotico foi registrada em pesquisa realizada por Furtado et al. (2005). O
enterococo resistente a vancomicina (VRE) é um dos principais patdgenos causadores de
infeccBes hospitalares. A sua presenca é notavel em infecgdes urindrias, infecgdes de sitios
cirargicos e bacteremias. O género Enterococcus apresenta resisténcia intrinseca a varios
antimicrobianos e também progressiva resisténcia adquirida a antimicrobiano comumente
utilizados para tratar infeccdes enterocdcicas sendo e a resisténcia a vancomicina mais recente
(FURTADO et al., 2005). Os dados da pesquisa apresentaram aumento progressivo na
incidéncia de VRE em hospitais universitarios e a melhor maneira de controlar a
disseminacdo deste microorganismo sdo as orientacBes quanto ao uso de antimicrobianos,

principalmente ao uso da vancomicina.
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A resisténcia das bactérias as linhas de medicamentos de uUltima geragdo é muito
preocupante porque os médicos ficam sem alternativa na escolha de medicamentos. Por isso
h& necessidade da busca de novos farmacos para auxiliar no tratamento das infeccdes
bacterianas principalmente aquelas causadas por cepas resistentes. Todavia, é necessario que
0S Mesmos sejam menos agressivos aos pacientes e que tenham amplo espectro de acéo,
porém deverdo ser usados de maneira racional, mantendo por mais tempo a sensibilidade da

bactéria.

2.3.2 Fungos

As infecgbes fangicas tém aumentado muito nos ultimos anos, acometendo pessoas
debilitadas que estejam passando por terapias agressivas como o tratamento da AIDS,
neoplasias e transplantados.

As infecgGes mais comuns sdo causadas por Candida sp. podendo ocorrer a presenca
de mais de uma espécie, sendo a identificacdo do patbgeno muito importante para direcionar o
tratamento, tornando-o eficaz e de curta duracéo.

Do ponto de vista taxondmico cerca de 200 espécies de Candida sdo reconhecidas, das
quais 10% podem causar infecgdes nos seres humanos. Destas, C. albicans é a espécie mais
frequenteente descrita em casos de infec¢fes hospitalares em vérios paises. No Brasil as
espécies mais prevalentes sdo Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis,
mas infeccdes por Candida glabrata estdo aumentando, enquanto que, em outros paises, C.
albicans, C. parapsilosis e C. glabrata sdo as mais comuns em pacientes com candidiase
(MALUCHE; SANTOS, 2008).

A espécie de Candida assim como as bactérias, estdo presentes no nosso organismo,
mas tornam-se problema de salde, quando h& imunocomprometimento, ocorrendo entdo o
aumento desordenado destas leveduras.

Os processos mais comuns que levam a infec¢es por Candida sp. incluem as vérias
causas de imunossupressao, como neutropenia, desnutri¢do, quimioterapia antineoplasica, uso
prolongado de catéteres, queimaduras e cirurgias extensas. As infec¢bes fungicas podem
evoluir para processos infecciosos graves levando & alta morbidade e mortalidade
(MALUCHE; SANTOS, 2008).
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> Candida albicans

Candida albicans pode ser encontrada geralmente no trato gastrointestinal, genital e

cutaneo e é a mais frequente nos processos de infeccdo fungica.

Estudo retrospectivo foi realizado com 620 transplantados renais, dos quais 87
apresentaram 107 episodios de candidiase. Em 50% dos casos a infecgdo ocorreu depois de
um ano e o local mais acometido foi o trato urinario, porém houve ocorréncia no trato
respiratério e gastrointestinal, com 14 pacientes apresentando desfecho fatal e 3 deles
diretamente pela candidiase. O uso prévio de antibi6tico foi responsavel por 42 episodios nos
primeiros seis meses. C. albicans foi a mais frequente, mas ocorreram episddios com C.
parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e outras (MOYSES NETO et al., 1997).

As cepas C. krusei e C. glabrata sdo resistentes ao fluconazol, medicamento de
primeira escolha para o tratamento de candidiase no trato urinario (MOIYSES NETO et al.,
1997).

A candidiase vulvovaginal ¢ um processo infeccioso e/ou inflamatério do trato
geniturinario inferior feminino. Estudo foram realizados em pacientes com quadro positivo
para esta infeccdo, correlacionando sintomas, microorganismos e a relevancia dos parceiros
sexuais na manutencdo da infeccdo, relata que as espécies de Candida mais frequentes foram
C. albicans e C. glabrata. Os pesquisadores concluiram que os sinais e sintomas ndo se
correlacionaram com as espécies isoladas e que os testes laboratoriais sdo importantes para
confirmacéo etiologica do agente. Quanto aos parceiros sexuais eles devem ser avaliados em
casos de repeticdo, pois a transmissdo sexual ocorreu em 87% dos casos de reincidéncia
(BOATTO et al., 2007).

Outra infeccdo causada por Candida é a candidiase orofaringea, que € a mais comum
entre pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). De cem pacientes
infectados pelo HIV avaliados, 58 apresentaram culturas positivas para Candida spp. sendo a
C. albicans a espécie mais frequentemente isolada (93%). Testes in vitro revelaram que
algumas cepas isoladas foram resistentes ao fluconazol, a droga mais usada para esta infeccéo,
pela baixa toxicidade, boa absorcao e disponibilidade para uso oral e endovenoso. Os autores
ressaltam a necessidade de drogas de uso tdépico no tratamento de candidiase oral
(WINGETER et al., 2007).

Uma alternativa para o tratamento de infec¢des fungicas estd na pesquisa de plantas;
Um gel produzido com Punica granatum, cujo fruto é conhecido como romd, foi testado

frente as cepas de C.albicans isoladas ou associadas com bactérias. Os resultados
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comprovaram que este gel pode ser uma nova opgao de tratamento em infeccbes orais como
caries, doenca periodontal e estomatites, pois apresentou concentragdo minima inibitéria mais
eficiente que o padrdo (miconazol) (VASCANCELOS et al., 2006).

> Candida glabrata

Outro agente etiologico que pode causar infec¢bes fungicas € Candida glabrata. O
numero de casos com resultados positivos para este agente tem aumentado nos Ultimos anos.

Esta levedura surge como um importante patdégeno hospitalar, constituindo-se na
segunda ou terceira espécie mais comum na maioria das séries de candidemia relatada nos
Estados Unidos e Europa. Isolados clinicos de C. glabrata apresentaram menor sensibilidade
ao fluconazol e menor susceptibilidade a anfotericina B. Infecgbes por esta cepa podem
ocorrer em pacientes previamente expostos a anfotericina B. Outro aspecto interessante sobre
a epidemiologia deste patdgeno é sua maior ocorréncia em pacientes idosos (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003).

A andlise de 31 cateteres urinarios retirados de pacientes internados, revelaram que em
oito foram obtidas culturas positivas para leveduras. Todos os pacientes receberam tratamento
com antibidtico e os pesquisadores relacionaram a predisposi¢do para candiduria ao uso de
terapias antibidticas e uso de cateter. Porém, a relevancia desta pesquisa foi a identificacdo de
C. glabrata, espécie relacionada com o uso de mais de um tipo de antimicrobiano e uso de
cateter urinario (YOSINAGA et al., 2004).

A esofagite é uma infeccdo oportunista comum em pacientes imunossuprimidos, ja
tendo sido relatado dois casos desta infecgdo onde o0 agente etioldgico isolado foi C. glabrata,

a que raramente encontrado neste tipo de infeccdo (MACEDO et al., 2008).

> Candida parapsilosis

Infec¢Bes fungicas na cavidade oral podem ocorrer por fatores externos como o uso de
proteses ou de aparelhos ortodénticos. Pesquisadores relatam o caso de uma paciente que
apresentou um quadro de candidiase atrofica crénica ou estomatite pelo uso de dentadura,
causada por C. parapsilosis, que é raramente encontrada em infec¢fes bucais (MOREIRA et
al., 2002).

Candida parapsilosis apresenta-se, desde os anos 80, como importante patégeno

hospitalar de fungemias. Sua ocorréncia é ainda maior em criangas e recém-nascidos
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prematuros internados em unidades de terapia intensiva, onde a prevaléncia de candidemias por
esta levedura é de 17 a 50% dos casos. Isolados clinicos desta espécie sdo sensiveis a
anfotericina B e aos triazdlicos. Em paises da América Latina, C. parapsilosis tem sido
reconhecida como a segunda principal causa de infeccdo invasiva (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003).

Nas unhas ocorre uma infec¢do chamada onicomicose que pode ser determinada por
diversas espécies de fungos. Na cidade de Sdo José do Rio Preto pesquisadores analisaram 200
fragmentos de unhas com suspeita de onicomicose, encontraram 98 casos de candidiase das
quais 47% das espécies isoladas foram C. parapsilosis. C. albicans ficou em segundo lugar
com apenas 20% dos casos (MARTINS et al., 2007).

Quatro casos de fugemia causada por C. parapsilosis foram observados em pacientes
que estavam na unidade de cuidados intensivos e tinham doencas neuroldgicas. Os
pesquisadores relacionaram a infeccdo com o uso de catéter e nutricdo parental. C. parapsilosis
é uma das espécies ndo albicans que tem apresentado aumento do nimero de relatos, e segundo

o0s autores, um dos fatores pode ser o uso indiscriminado de antifingico (DIZBAY et al., 2008).

> Candida krusei

Relatos de candidiase por C. krusei tém aumentado nos ultimos anos acometendo
principalmente pacientes imunocomprometidos. A questdo mais preocupante esta na
resisténcia deste microorganismo frente ao fluconazol, medicamento de primeira indicacdo
em pacientes HIV positivo, que desenvolvem infeccdo causada por Candida sp.
(SAMARANAYAKE, 1997).

Entre as manifestacdes clinicas causadas por C. krusei estdo endoftalmite, artrite e
endocardite, que ocorre frequentemente em pacientes comprometidos nos ambientes
hospitalares. Samaranayake (1997) fez uma revisdo de artigos publicados na década de
noventa (século XX), que registrou a resisténcia de C. krusei ao fluconazol, lembra que este
medicamento comecou a ser usado em 1990 como antifingico profilatico em pacientes
transplantados. Candida krusei tem-se mostrado como um patdgeno hospitalar ocasional,
particularmente em pacientes portadores de doencas hematoldgicas malignas e/ou submetido
a transplante de medula 6ssea (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

Segundo Fanci et al (2005) um paciente com leucemia mieloide aguda. Depois de
transplantado desenvolveu uma infeccdo causada por C. krusei. A terapia utilizada no

tratamento foi a caspofungina, obtendo-se resultado positivo.
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A analise de 27 amostras de pacientes portadores de otite externa revelou que
pesquisadores isolaram uma cepa de C. krusei. Os fatores que levam a essa infeccdo ndo estdo
relacionados com debilidade graves como € o caso das outras doencas, mostrando que C.
krusei pode ser encontrada em infeccdo comum (NOGUEIRA et al., 2008).

Estudos realizados com Psidium guajava (goiabeira) frente as cepas C. albicans, C.
krusei e outras revelaram atividade satisfatoria sobre as leveduras testadas. Esta é uma planta
comum no Brasil e suas folhas podem ser usadas topicamente como tratamento alternativo da
candidiase oral (ALVES et al., 2006).

> Cryptococcus neoformans

Como ja mencionado, pacientes portadores de HIV estdo mais sujeitos as infeccles
oportunistas, dentre elas a criptococose, que é causada pelo fungo Cryptococcus neoformans,
microorganismo que pode ser encontrado associado as fezes de aves.

O C. neoformans € patogénico para os seres humanos e a maioria dos casos de
criptococose, ocorre em areas urbanas. A inalacdo de C. neoformans inicialmente causa
infeccdo dos pulmdes que depois se dissemina através da corrente sanguinea para outras
partes do corpo, incluindo cérebro e meninges, especialmente em individuos
imunodeprimidos e pessoas que foram tratadas com esteroides. A doenga geralmente se
expressa como meningite cronica e quando ndo tratada pode levar a morte (TORTORA,
FUNKE, CASE, 2005).

O Cryptococcus neoformans pode ser classificado em duas variedades de acordo com
seus antigenos polissacarideos capsulares. O C. neoformans variedade neoformans (sorotipo
A, D e AD) que é cosmopolita e tem como principal ambiente as fezes de aves, e o C.
neoformans var. gattii (sorotipo B e C) é encontrado preferencialmente no meio campestre,
em regides tropicais e subtropicais (SILVA et al., 2008).

Estudo retrospectivo, no periodo de 1995-2005 em Mato Grosso do Sul, relatou 123
casos de criptococoses. Confirma a informacdes de que esta infeccdo é mais comum em
pacientes HIV infectados, pois 84,5% (104) dos casos ocorreram nestes pacientes e 15,4%
(19) em pacientes com outras condi¢des predisponentes. Os sintomas clinicos variaram de
febre a manifestagdes neurolégicas. O estudo também mostrou que pacientes que fazem o uso
adequado dos medicamentos antiretroviral estdo menos sujeitos a criptococose
(LINDENBERG et al., 2008).
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Ensaio in vitro com 35 amostras de C. neoformans isoladas de pacientes, e testadas
guanto a suscetibilidade da cepa aos antifungicos anfotericina B, fluconazol, itraconazol e
cetoconazol, mostrou que, 30 cepas (85,7%) foram isoladas de pacientes HIV positivo, 4
(11,4%) de individuos com outras causas de imunossupressdo como lipossarcoma, IUpus,
transplante renal e diabete, e um que né&o apresentou fatores predisponentes para criptococose.
Sobre a suscetibilidade, os pesquisadores chegaram a conclusdo de que a resisténcia aos
antifingicos convencionais ainda ndo € um problema significativo (SILVA et al., 2008).

Apesar de ndo encontrar cepas de Cryptococcus resistentes como em C. albicans e ndo
albicans, extratos de plantas sdo testados frente a estas cepas como alternativa para o
tratamento da criptococose.

Testes in vitro realizados com extrato bruto, cera, 6leo e fracdo de folhas de Caryocar
brasiliensis (Caryocaraceae) frente a C. neoformans var. neoformans e gattii. Os resultados in
vitro mostraram que C. brasiliensis apresentam potente atividade antifingica sobre os
isolados neoformans. Esta planta produz o fruto conhecido como pequi o qual tem sido
divulgado por possuir atividade antifungica (PASSOS et al., 2002).

2.4 Atividade anti-radicalar

Radicais livres sdo definidos como qualquer espécie quimica capaz de existéncia
independente que contenha um ou mais elétrons emparelhado, sendo assim altamente reativo
e capazes de atacar qualquer biomolécula e de meia vida curta, provocando doencas cronicas
e degenerativas, como céancer, doencas cardiacas, Alzheimer, e ainda 0s processos de
envelhecimento que estdo associados ao estresse oxidativo (ROESLER et al., 2007).
Substancia que apresenta atividade anti-radicalar em teste quimico, como o DPPH (2,2
difenil-1-picrilidrazila) pode ser considerada antioxidante porque reage com o radical livre.

Compostos antioxidantes protegem o sistema bioldgico contra os efeitos nocivos de
processos ou reagdes que podem causar oxidacdo excessiva (RUFINO et al., 2007).

Estudos clinicos e epidemioldgicos tém mostrado evidéncias que cereais, frutas e
vegetais sdo as principais fontes de antioxidantes fendlicos, que contribuem para baixa e
significativa reducdo da incidéncia de doengas crOnicas e degenerativas encontradas em
populagdes cuja dieta inclui alta ingestdo desses alimentos (ROESLER et al., 2007).

Nos ultimos anos a prevencdo de cancer e doencas cardiovasculares tem sido
associada com a ingestdo de frutas frescas, vegetais ou chas ricos em compostos com
atividade antioxidante (SILVA et al., 2005).
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Pesquisa com cinco frutas do cerrado, Annona crassiflora (araticum), Solanum
lycocarpun (lobeira), Eugenia dysenterica (cagaita), Caryocar brasiliensis (pequi) e Swartiza
langsdorfii (banha de galinha) mostrou que os extratos etanolico da semente de cagaita,
semente e casca de araticum, casca de banha de galinha e extrato etandlico e aquoso da casca
do pequi, possuem excelente capacidade de sequestrar radicais livres, podendo ter aplicacédo
nos setores farmacéutico, cosmético e nutricional (ROESLER et al., 2007).

Estudos realizados com o subproduto do pedinculo do caju quanto a atividade
antioxidante, revelaram atividade in vitro pelo sequestro do radical DPPH, e in vivo pela
diminuicdo no nivel de peroxidagao no tecido cerebral (BROINIZI et al., 2008).

Os compostos fendlicos compreendem o principal grupo de compostos antioxidantes
de origem vegetal. Com este propdsito, foram testados as fases hexanica, cloroférmica e
acetato de etila das partes aéreas de Mimosa paraibana quanto a atividade antioxidante. Os
resultados mostraram que a fase cloroférmica foi mais promissora em relacdo a atividade
antioxidante, com o isolamento de compostos fendlicos que podem, estar relacionados com
essa atividade (NUNES et al., 2008).

As plantas além de serem fontes de principio ativos que podem ser sintetizados
possibilitando a busca de novos medicamentos, sdo produtoras de compostos antioxidantes,
impondo o alerta para a preservagdo de matas nativas, tendo em vista a necessidade da
pesquisa de novas sustancias (ou farmacos) em funcdo da crescente resisténcia dos
microorganismo aos medicamentos atualmente utilizado.

Além disso, a preservacao de areas como Cerrado e Pantanal sdo muito importantes,
pois podem ser consideradas como reservatorios de substancias com potencialidade de cura
para diversas doencas, e muitas espécies ainda nao foram estudadas no ambito farmacoldgico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar substancias ou extratos de plantas dos biomas Cerrado e Pantanal com
propriedades antibacteriana, antifungica e anti-radicalar.

3.2 Objetivos especificos

- Testar 50 extratos obtidos de folhas, cascas, frutos e galhos de plantas coletadas
no Cerrado e Pantanal de Mato Grosso do Sul quanto a atividade antibacteriana;

- Selecionar duas espécies vegetais que apresentarem resultados significativos nos
ensaios antibacteriano realizados e submeté-las a um estudo quimico guiado;

- Isolar e identificar os constituintes bioativos das espécies selecionadas.

- Avaliar a atividade anti-radicalar das espécies selecionadas pelo método de
DPPH.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 ldentificacdo e obtencdo dos extratos

Os 50 extratos testados sdo da colecdo de extrato do Laboratério de Quimica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (LP-1). As partes especificas das plantas depois
de coletadas foram secas, moidas e extraidas em etanol a temperatura ambiente por uma
semana. Apés este periodo o extrato etanolico foi concentrado sob pressdo reduzida, em
aparelho evaporador rotativo até a eliminacao do solvente e obtencdo do extrato bruto.

Estes extratos foram submetidos a teste antibacteriano e os que apresentaram melhores
resultados foram os dos frutos de Buchenavia tomentosa e Ouratea spectabilis selecionados

para estudo biomonitorado.

4.1.1 Frutos de Buchenavia tomentosa

O material foi coletado em 16/09/2000 no municipio de Campo Grande-MS, na regido
do Corrego Guariroba. Uma exsicata deste especime encontra-se depositada no Herbario do
Laboratério de Botanica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul sob o nimero
24835, sendo identificado como Buchenavia tomentosa pela MSc Ubirazilda Rezende.

Os frutos (3,2 Kg) foram extraidos em etanol. O extrato etandlico foi concentrado sob
pressdo reduzida resultando em 109,319 de extrato bruto. Parte do extrato etandlico (30g) foi
submetido a particdo originando trés fracfes: hexanica, acetato de etila e hidro-metandlica
(Figura 4). As fracdes foram testadas quanto a atividade antibacteriana, utilizando como guia
Staphyloccocus aureus. Com base nos resultados obtidos fragcdo acetato de etila foi

selecionada para continuar o estudo.

Extrato etanélico (30,09)

MeOH/H,0 9:1

500 mL
Fracdo hexanica Fracdo acetato de etila Fracdo hidro-metandlica
(119) (7.59) (10,5 9)

Figura 4- Particdo do extrato etandlico dos frutos de B. tomentosa
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Parte da fracdo acetato de etila (1,0 g) foi fracionada em Sephadex LH-20/ MeOH
(d=4cm h=1,20m), sendo obtidas 116 fracdes. Os volumes das fracdes variaram da seguinte
forma: a primeira com 150 mL, a segunda 50 mL e da terceira até a 1122 10 mL, e da 113% ao
final 150 mL. As fracbes, ap6s evaporacdo dos solventes, foram analisadas por CCDA,
reunidas por semelhanca e testadas quanto a atividade antibacteriana (S. aureus).

Da subfracdo 90-108 (85,2 mg) foi obtido o composto 4 e as subfragdes 35-49 (153,4
mg) e 70-89 (108,4 mg) foram fracionadas novamente (Figura 5).

Os dados de CCDA e RMN *H e *C da subfracdo 35-49 indicaram a presenca de
metabolitos secundarios. Desta subfracdo, 63,0 mg foram fracionadas em Sephadex LH-20
em MeOH, obtendo-se na fracdo 9-14 (9,4 mg) os compostos 1 e 2 em mistura (Figura 5).

Para a purificacdo da subfracdo 70-89 foi utilizada CLAE; 60,4 mg da fracdo foram
injetadas em coluna C-18 na seguinte condi¢do: ACN/H,O (20:80) acidificado com é&cido
acético, A 260 nm e o fluxo de 10 mL/min, sendo coletadas amostras referentes a cinco picos:
dois foram identificados como sendo os compostos 1 e 5, 0s outros trés tinham um grau de

impureza muito elevado e pouca massa o que impossibilitou a identificacdo (Figura 5).

Fracdo Acetato de etila (1,0 g)

Sephadex LH-20

MeOH
| I |
35-49 70 -89 90 - 108
63,0 mg 60,4 mg 85,2 mg
Sephadex LH-20 CLAE, C-18
MeOH ACN/H,0 (20:80)
9-14 PRE-1 PRE-4
9,4 mg 8,3 mg 22,5 mg
} ! | !
le2 1 5 4

Figura 5 — Fracionamento da fase acetato de etila para obtengéo dos compostos
1,1e2,4eb5dos frutos de B. tomentosa

Com a finalidade de se obter novos compostos, a fase acetato de etila foi fracionada

novamente utilizando outros solventes.
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Foram aplicados 505 mg da fase acetato de etila (AcOEt I) em coluna de Sephadex
LH-20, eluida em gradiente de AcOEt/acetona 95:5 até 80:20, originando 112 fracdes. Neste
processo isolou-se 0 composto 3 (Figura 6) e 0 6 em mistura, e outros compostos ja isolados

no fracionamento anterior.

AcOEt- |
505,0 mg

Sephadex LH20
AcOEt/Acetona 80:10

95-112
22,4 mg

l

3

Figura 6 - Fracionamento da fracdo AcOEt-I para obtencdo do composto 3

Para purificar o composto 6, (2,7 g) da fracdo acetato de etila (AcOEt-Il) foram
filtrados em silica (70-230 mesh), em funil sinterizado de d=5cm e h=11cm, sendo eluida em
hexano/acetato de etila e metanol em gradiente de polaridade crescente que variou de 20 a
100%.

Das 10 fragdes coletadas, a subfracdo 4 (AcOEt-11-4, 70,0 mg) foi injetada em CLAE-
preparativa (H,O/ACN 70:30, coluna C-18, A 210 nm, fluxo 10mL/min) apresentando 3 picos.
Foi possivel identificar o composto 1 (11,2 mg) no pico 2. A subfragdo AcOEt-11-3 (42,8 mg)
foi fracionada em Sephadex LH-20/CHCI3/MeOH (9:1), obtendo-se 4,2 mg do composto 6 e
7 (Figura 7).
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AcOEt-11 (2,79)

Silica (70-230 mesh)
Hex/AcOEt/MeOH

AcOEt-11-3 AcOEt-11-4

Sephadex LH-20
CHCIs/MeOH (9:1) (42,8 mq)

CLAE, C-18
H,O/ACN 70:30 (70,0

13-17 P2
4,2 mg 11,2
} }
6e7 1

Figura 7 — Fracionamento para obtencdo dos compostos 1 e 6 e 7 dos frutos de

B. tomentosa

4.1.2 Frutos de Ouratea spectabilis

O material foi coletado em 03/07/2007 na Chéacara dos Poderes e esta depositado no

herbario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. O nimero da exsicata é 23422 e o

espécime foi identificado pela MSc Ubirazilda Resende como sendo Ouratea spectabilis.

Os frutos (500 g) foram extraidos em etanol 96%. O extrato etandlico (20,8 g) foi

particionado obtendo-se quatro fracGes: hexanica, diclorometénica, acetato de etila e hidro-

metanolica (Figura 8). As fracdes foram testadas quanto a atividade antibacteriana (S. aureus)

sendo observado que as fragOes diclorometénica e hexéanica foram ativas e deram sequéncia

Fr. hexanica

Extrato etandlico (20,8 )

400 mL MeOH/H,0 (9:1)

Fr. diclorometanica Fr. acetato de etila Fr. hidro-metandlica
2,29 43¢ 13,09

Figura 8— Particao do extrato etandlico dos frutos de O. spectabilis
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A fragdo diclorometanica foi cromatografada em coluna de silica Flash 230-400 mesh
(d=4,0 cm; h=17 cm) eluida em gradiente de polaridade crescente com Hex, Hex/AcOEt,
Hex/AcOEt/MeOH e finalizando com MeOH, obtendo-se 21 fragdes. Deste fracionamento, as
subfragfes OSFR-18, OSFR-17 e OSFR-I (subfracGes 5 e 6 reunidas) foram selecionadas em
funcdo dos resultados obtidos no teste de atividade antibacteriana (S. aureus).

A subfracdo OSFR-18 (131,1 mg) solivel em cloroférmio, foi fracionada em
Sephadex LH-20/CHCI3-MeOH (Figura 9), obtendo-se 290 fracdes as quais foram reunidas
de acordo com a semelhanca em CCDA. Deste fracionamento cinco compostos foram
identificados, sendo detectados outros, porém em fragdes de pouca massa e de acordo com
espectro de RMN *H, impuras.

Subfr OSFR-18

131,1mg
Sephadex LH-20
CHCI3/MeOH 8,5:1,5
37-43 62-112 113-149 150-186 224-288
8,5mg 23,1mg 35,1mg 20,9mg 16,3mg
8 9 10 11 12

Figura 9 — Fracionamento e obtengdo dos compostos da subfracdo OSFR- 18 de O. spectabilis

A segunda subfracdo trabalhada foi a OSFR-17 (73,8 mg), fracionada em silica 230-
400 Flash em gradiente hexano/AcOEt (2 a 45%), obtendo-se 307 fragdes. As fracOes foram
aplicadas em cromatofolhas reveladas com vanilina e reunidas por semelhanca. Os dados de
RNM *H indicaram que algumas fragdes apresentavam os mesmos constituintes ja isolados da
fracdo 18 e outras eram misturas com pouca massa. Na fragdo 199-239 (17,8 mg) foram

isolados os compostos 13 e 13A (Figura 10).
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OSFR-17
73,8 mg

Flash
hexano/AcOEt (2 a 45%),

199-239
17,8 mg

13 e 13A

Figura 10 — Obtencdo dos compostos 13 e 13A

A subfragdo (OSFR-I) apresentou caracteristicas diferentes das anteriores, mostrando-
se oleosa e apolar. Um teste piloto revelou que a melhor maneira de purificar os compostos
majoritarios presentes nesta fracdo era com Sephadex LH-20 em cloroférmio. Com este
resultado a subfracdo (OSFR-I, 62,0 mg) foi fracionada nas condigdes acima obtendo-se 25
fragbes. Os compostos principais concentraram-se nas fracdes 17-18 (14) e 19-25 (15) (Figura

11); as outras apresentaram mistura de compostos e massa insuficiente para nova purificagéo.

OSFR-I
62,0 ma
Sephadex LH-20 (CHCI,)
17-18 19-25
10,1mg 14,1mg
14 15

Figura 11 — Fracionamento da subfracdo OSFR-I para ontencado dos compostos 14 e 15 dos
frutos de O. spectabilis

A fase hexanica (OSFR-HEX, 1,04q) foi fracionada em silica 230-400 Mesh (Flash)
eluida com diclorometano, com o objetivo de isolar outros compostos semelhantes aos
obtidos da fracdo OSFR-I.

Neste fracionamento foram obtidas 292 fracdes que foram analisadas através de
cromatofolhas revelada com vanilina e reunidas conforme semelhanca, originando quatorze

fragbes. As subfracdes foram testadas quanto a atividade antibacteriana (S. aureus), onde seis
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apresentaram atividade e foram encaminhadas para obtencéo do espectro de RMN *H. Com
estes resultados, trés fracdes foram selecionadas para dar continuidade ao estudo: 32-45 (39,6
mQ); 46 -50 (39,2 mg) e 50-72 (250,8 mg), visto que as outras eram &cidos graxos.

As fragdes foram purificadas em Sephadex LH-20 em cloroférmio, a mesma condicdo
encontrada para purificar os compostos da subfracdo OSFR-I.

No fracionamento da 50-72 (97,5 mg) foram obtidas 37 fragdes as quais foram
reunidas de acordo com CCDA, obtendo-se os compostos 16, 17, e 21; da fracdo 32-45(16,1
mg) foi obtido o composto 18 e da 46-50 (14,6 mg) os compostos 19 e 20 (Figura 12).

OSFR-Hex
1,04g

Sephadex LH-20 (CH,CIy)

51-72 30- 45 46 -50
97,5mg 16,1 mg 14,6 mg
Sephadex LH-20 Sephadex LH-20 Sephadex LH-20
CHCl, CHCl, CHCl;
19-22 26-29 31-33 35-38 9-10 11-13
12,6 mg 15,2 mg 31,6 mg 2,6 mg 2,2 mg 3,2 mg
16 21 17 18 19 20

Figura 12 — Fracionamento e obtencdo dos compostos 16 a 21 da fase hexanica de O.
spectabilis

Com intuito de purificar o composto 10, foi realizado o fracionamento com a fracdo
acetato de etila (500 mg).

O procedimento foi realizado em coluna cromatogréfica utilizando como fase solida
silica Flash e como fase movél CHCI:/MeOH iniciando com 10% e finalizando com
MeOH/H,O 50%. Foram obtidas 90 subfracbes de 20 mL. Deste processo duas novas
substancias foram isoladas, uma da subfragdo 10-26 (23) e outra da 60-82 (22) (Figura 13). As
outras subfracOes apresentaram caracteristicas de compostos ja isolados.
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OSFR-ACcOEt
500 mg

Flash
CHCI3/MeOH/H,0 (10% a 50%)

10 - 28 60 - 82
7,9 mg 8,7 mg
23 22

Figura 13- Fracionamento da fragdo AcOEt dos frutos de O. spectabilis e obtengéo
dos compostos 22 e 23

As amostras que apresentaram atividade foram submetidas a processos
cromatogréaficos para purificacéo e isolamento dos compostos. As fracGes obtidas na particao
dos extratos etandlicos e as subfracdes originadas dos frutos de B. tomentosa e O. spectabilis

foram testadas frente a atividade antibacteriana, utilizando como guia S. aureus.

4.2 Ensaio Bioldgico

As fracOes, subfracdes e compostos isolados foram testados frente a outras duas cepas
bacterianas P. aeroginosa e E. faecalis cinco cepas fungicas C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei, Cryptococcus neoformans e quanto a atividade anti-radicalar. Os
extratos etandlicos também foram testados quanto & atividade antimicrobiana e anti-radicalar.

Os resultados destes ensaios encontram-se no capitulo 5.

4.2.1 Ensaios Antimicrobianos

Para avaliacdo de atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas padronizadas: a)
trés bactérias: Staphylococcus aureus ATCC 25953, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis 29218, e b) cinco cepas fungicas: Candida albicans ATCC 90028, C.
glabrata ATCC 9030, C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC 22019 e Cryptococcus

neoformans ATCC 32045. Estes microorganismos foram cedidos pelo ndcleo de
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Microbiologia da secdo de Analises Clinicas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(NHU/UFMS).

Os testes foram realizados empregando a técnica de microdiluicdo (para determinacéo
da concentracdo minima inibitéria — CIM) proposta pelo NCCLS (Nationtal-Committee for
Clinical Laboratory Standards, 2002 e 2003), segundo as normas do protocolo NCCLS-M27-
A6 (2003) para as bactérias e NCCLS-M7-A2 (2002) para os fungos com modificagdes
(MITSCHER et al., 1972).

> Meio de cultura

Nos ensaios da atividade antibacteriana foi empregado o caldo Miller Hinton CAT.
M391(HIMEDIA), preparado de acordo com as instrucbes do fabricante, a temperatura
ambiente (25°C).

Para determinacdo da atividade antifingica foi utilizado caldo RPMI-1640 (com
glutamina, sem bicarbonato, antibidtico, antimicético e com indicador de vermelho fenol,
tamponado com uma solucdo de MOPS [&cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico] numa

concentracéo final de 0,165 mol/L, pH 7,0.

> Preparo do indculo (cepas bacterianas e fungicas)

As cepas bacterianas foram mantidas em cerca de 0,5 mL de suspensdo bacteriana,
caldo BHI (Brain Heart Infusion), a temperatura de —20°C, transferidas do eppendorf para um
tubo de ensaio contendo agar Miller Hinton (Merck) e incubadas a 35°C por 24 horas para
ativacdo. Apos este periodo, aliquotas do microorganismo foram retiradas do tubo de ensaio e
transferidas para uma placa de Petri com agar Mduller Hinton e incubadas a 35°C por
aproximadamente 20 horas para realizagdo dos ensaios.

Apos o periodo de incubacéo, foram selecionadas 4 a 5 coldnias e transferidas para um
tubo contendo 10 mL de solucdo salina estéril (0,9%), seguido de homogeneizacdo. A
turbidez dessa suspenséo foi ajustada de modo a ser semelhante a escala de solugcdo padrdo de
0,5 de McFarland, correspondente a 1 a 2 x 10° UFC/mL. Em seguida foi feito uma diluicéo
1:10 em caldo Miiller Hinton para atingir a concentragéo de 10* UFC/mL.

As cepas de leveduras foram mantidas em BHI a temperatura de -20°C. Para
reativacdo dessas leveduras, a partir das cepas estocadas, foi feito um repique em ASD (&gar

Sabouraud dextrose) e as placas incubadas a 35°C por 24h quando se tratava de Candida e
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48h para Cryptococcus. Para o preparo do indculo foram selecionadas 4 a 5 col6nias que
foram suspensas em 10 mL de solucdo salina a 0,9% seguida de agitacdo. Apds este processo,
foi realizada uma diluicao de 1:50 e depois 1:20 da suspensdo padrdo em meio liquido RPMI
1640, para se obter uma concentracdo de células de 1 a 5x10° UFC/mL chegando &
concentracéo final de 0,5 — 2,5 x 10° UFC/mL.

> Preparacao da amostra vegetal

Para extratos, fracdes e subfragdes foram utilizados 20 mg diluidos em 1000 mL de
DMSO 99,9% (Dimetilsulfoxido), enquanto para as substancias puras utilizou-se diferentes
massas de amostras (mg) e volume (uL) de DMSO. A concentragdo inicial dos extratos,
fracOes e subfragdes foi de 2000 ug/mL e dos compostos isolados de 400 pg/mL.

O teste foi realizado em placa de 96 orificios. As amostras foram preparadas em tubo
de ensaio, para obtencdo das concentracOes finais de: 1000 500; 250; 125; 65,2; 31,25;
15,625; 7,81 ug/mL, para extratos, fragOes e subfracdes, e 200 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12;
1,56 ng/mL para substancias puras.

Como controle positivo para os testes antibacterianos foi utilizado o antibidtico
cloranfenicol [(D(-)-treo-1-(p-nitrofenil)-2,2-dicloroacetamido-1,3-propanodiol)], na
concentracdo de 0,25-32ug/mg. Este antibidtico é de amplo espectro, sendo eficaz contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Para os fungos utilizou-se como controle
positivo, anfotericina B com concentracdo variando entre 0,125-16 ug/mL. Esse antifingico
foi selecionado por ser a droga de escolha para a maioria das infec¢@es fungicas sistémicas.

As amostras foram distribuidas em placa de 96 orificios e cada diluicdo feita em
duplicata. Os extratos, fracGes, subfracbes e compostos isolados podem ficar turvos ou
precipitar em contato com o meio de cultura e, por esta razdo, no orificio 2 foi realizado o
controle de turbidez ou branco que era constituido de 100puL de amostra e 100uL de meio de
cultura. O controle de esterilidade foi realizado para certificar-se de que 0 meio de cultura ndo
estava contaminado e o de crescimento permitia viabilidade das cepas.

Na figura 14 encontra-se uma representacdo esquematica da realizacdo do ensaio na

placa, e na figura 15 a foto de uma placa com ensaio antibacteriano.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-positivas
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Controle de
Esterilidade Amostra Antif(gico/antibiético
I 71
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %1 12
A Aml | Aml | Am1l
B Aml | Aml | Am1l
C Am2 | Am2 | Am?2
D Am2 | Am2 | Am?2
E Am3 [ Am3 | Am3
F Am3 [ Am3 | Am3
G Am4 | Am4 | Am4
H Am4 | Am4 | Am4
1 1
Controle de Turbidez da amostra Controle de Crescimento

(Branco) Amostra € meio

Figura 14 — Esquema do procedimento da técnica de microdilui¢do na placa de 96 orificios

Os ensaios antifungicos e antibacterianos foram realizados de acordo com o
procedimento a seguir:

- O teste foi realizado em duplicata, nas letras A e B amostra 1, Ce D amostra2, Ee F
amostra 3 e Ge H amostra 4.

- Orificios 1 — 200 pL de meio de cultura

- Orificios 2, 3, 4 — 100 pL de amostra

- Orificios 2; 4 a0 10 e 12 — 100 puL de meio de cultura

- Dilui¢des nos orificios 4 ao 10 (desprezando 100 uL no final)

- Orificio 11 (A e B) - 100 uL de antibiético/antifungico

- Orificio11—100 pL de meio de cultura nos orificios B ao H

- DiluicGes B ao H (desprezando 100 pL no final)

- 100 uL de suspensdo (antibacteriana/antifungica) nos orificios 3 a 12.

As placas devidamente inoculadas com o microorganismo foram incubadas a 35°C por
um periodo de 18-20 h no teste antibacteriano, enquanto na avaliacdo antifingica a incubacéo
foi de 48h para Candida e 72h para C. neoformans. A leitura da CIM (Concentrag&o Inibitdria
Minima) foi visual.

A CIM é a concentragdo que inibe o crescimento do microorganismo, sendo

considerados inativos quando CIM > 1000 para extratos, fracGes e subfracdes e > 200 para
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compostos puros. A CIM foi observada a partir dos orificios 3 (maior concentragdo) ao 10

(menor concentragdo).

*wv*wyyxxx»»

>4 g xxa‘xxxm»»

Figura 15- Placa com resultado do teste de suscetibilidade antimicrobiana de quatro
extratos de plantas frente a P. aeruginosa

4.3 Atividade anti-radicalar - Ensaio com DPPH

A capacidade anti-radicalar foi determinada utilizando-se o radical estavel 2,2 difenil-
1-picrilidrazila (DPPH) pelo método da microdiluicdo com algumas modificacdes
(MATSUKAWA et al., 1997, ZHANG et al., 2007).

A solucéo de DPPH foi preparada em etanol numa concentragéo de 200 mg/mL para
0s extratos, fragdes e subfragdes, e 200uM para fragdes puras.

As amostras foram pré preparadas na proporcdo de 1:1 para extratos, fragdes,
subfracOes e padréo, e 2:1 para fragdes puras e padréo.

Os extratos, fracOes, subfracdes e o padrdo (controle positivo) do teste (acido caféico)
foram preparados na concentragdo de 1000 pg/mL, enquanto as frages foram diluidas na
proporgdo de 4:10. Para os ensaios com as fragGes puras, a concentragdo foi em uM e a
diluicdo em etanol variou conforme o peso molecular e o peso da amostra (mg), da mesma
forma que o padrdo. As concentragcdes na placa foram na faixa de 3,125 a 200 pg/mL para
extratos, fracdes, subfracdes e padrdo, e de 6,25 a 100 uM para os compostos isolados e
controle positivo.

Os testes de DPPH foram realizados em triplicata, conforme o procedimento abaixo:
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Primeiramente preparou-se o branco, adicionando-se 200uL. de EtOH (etanol) na placa
de 96 orificios e realizou-se a leitura em um espectrofotdbmetro de Microplaca Thermo Plate-
TP-Reader (leitor de Elisa). Em seguida descartou-se o etanol e deixou-se a placa secar. Na
sequéncia foram foi adicionados 100 uL da amostra a ser testada nos orificios A e B; 100 uL
de etanol nos pogos B ao H (poco H- controle negativo DPPH + EtOH). Nos orificios de B ao
G fez-se a dilui¢do (1:1) desprezando 100uL no final e em seguida adicionou-se 100 uL de
solucdo de DPPH nos pogos A ao H. A placa foi incubada por 30 minuto em temperatura
ambiente (25°C) na auséncia de luz. A seguir foi realizada a leitura no mesmo leitor a 517
nm.

A atividade sequestradora de radical (ASR) foi determinada de acordo com a formula:
% = [(absorbancia do controle negativo — absorbancia da amostra)/absorbancia do controle
negativo]/100.

Clso é a concentragdo que inibe 50% do teor de DPPH, quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor sera a Clsp, O calculo foi determinado de acordo com o
método de regressao linear. O mesmo procedimento foi realizado com o controle positivo
(acido cafeico).

Neste teste é possivel visualizar a amostra onde ocorre o sequestro do radical livre
porque torna-se amarela, enquanto na amostra que ndo reage ao DPPH permanece com a cor
lilas (Figural6).

Figura 16- Foto ilustrando o sequestro de radical livre (cor amarela) pelas amostras de
extratos vegetais no teste com DPPH



57

4.4 Especificacdo do material utilizado

- Para extracdo, particdo por solventes, CC, CCDA, CLAE (analitico e preparativo),
foram utilizados solventes analiticos da marca Merck, Synth , Vetec e Tedia.

- Para cromatografia em coluna utilizou-se: “Flash” Si-60 (230-400) da Merck;
Sephadex LH-20 (25-100u) Sigma e silica gel 60 (70-230) da Merck.

- As separacbes por CLAE semi-preparativa foram realizadas em cromatografo
Shimadzu LC-6AD, empregando-se coluna fase reversa C-18 Phenomenex Luna 25x250,
particula S5pum.

- Cromatografia em camada delgada cromatoplacas Silica gel PF,s, da marca
Whatman.

- As revelagdes das cromatoplacas foram feitas com vapores de iodo ou utilizando
reveladores como sulfato de cérico e vanilina, utilizou-se também irradiacdo de lampada
ultravioleta (254 nm).

- Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com o espectrofotdmetro
Bomem Michelson MB série, na forma de filme, utilizando janela de NaCl ou disco pressado
em KBr.

- Os espectros de RMN de *H e *C foram registrados em espectrometro Brucker
Advance DPX- 300 operando respectivamente a 300 e 75 MHz, utilizando como solventes e
padrdes de reférencia interna CDCl3;, Metanol-d;, DMSO-ds, Acetona-d; da marcas Merck,
Aldrich e Sigma.

- O espectro de massa foi obtido em espectrometro Esquare 3000 Plus de alta
resolugéo da Universidade de S&o Paulo- Ribeirdo Preto.

- Rotacéo especifica foi medida em polarimétro digital Perkin-Elmer 341 filtro de Na
(589 nm) em cela de 1dm.

Para a realizag8o do teste antioxidante utilizou-se como padrdo acido caféico da Fukla,
DPPH da Aldrich, EtOH da Synth; a leitura dos dados foi realizada a 517 nm em
espectrofotométro de microplacas Thermo Plate —TP reader.

Para realizacao do teste antibacteriano foram utilizados os seguintes meios de culturas:
caldo Muller Hinton (Himedia), &gar Mdller Hinton (Merck) o meio de manutencdo das cepas
foi o BHI (Merck). Para o teste antifungico utilizou o caldo RPMI-1640 da Cultilab e o agar
Sabouraud da Fluka. O antibiético foi o cloranfenicol (INLAB®) e antifingico foi a

anfotericina B (Sigma).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testados 50 extratos de plantas, catalogados no laboratorio de quimica LP1,
localizado no Departamento de Quimica da UFMS. Estes extratos foram provenientes de 37
espécies de plantas selecionadas de acordo com o projeto de bioprospeccdo do LP1. As
diversas partes (folhas, casca, frutos e galhos) das plantas foram testadas frente a atividade
antibacteriana, com intuito de selecionar os extratos com resultados mais promissores (Figura
17). Os extratos selecionados foram os de frutos de Buchenavia tomentosa e Ouratea
spectabilis.

A investigagdo fitoquimica monitorada pelo ensaio antibacteriano do extrato etandlico,
fracOes e subfracdes dos frutos de Buchenavia tomentosa e Ouratea spectabilis, conduziu ao
isolamento de 23 substancias, as quais foram numeradas por ordem de identificacéo.

Os compostos 1 a 7 foram isolados da fracdo acetato de etila de B. tomentosa, e as
sustancias de 8 a 13 da fracdo diclorometéanica, 14 a 21 da hexanica e 22 e 23 da acetato de
etila de O. spectabilis. A identificacdo ou elucidacdo estrutural dessas substancias foi efetuada
com base na anélise de dados de IV, EM, RMN em uma e duas dimensdes, e pela comparacao
com dados da literatura. O extrato, fragGes, subfracbes e compostos isolados também foram

testados quanto a atividade antibacteriana, antifingica e anti-radicalar.



Atividade antibacteriana (pug/mL)

Familia Espécies Partes da planta S. aureus E. faecalis P. aeruginosa
Euphorbiaceae Arrabidaea brachypoda folha 1000 >1000 1000
Sapindaceae Magonia pubescens folha >1000 >1000 >1000
Aiouea trinervis folha >1000 >1000 >1000
Aiouea trinervis fruto >1000 >1000 >1000
Ocotea vellosiana casca do caule >1000 1000 >1000
Lauraceae Ocotea minarum casca do caule 500 >1000 500
Ocotea minarum folha >1000 >1000 >1000
Ocotea minarum fruto 1000 1000 >1000
Ocotea suaveolens galhos >1000 >1000 >1000
Indigofera hirsuta fruto >1000 >1000 >1000
Fabaceae : - -
Andira cuiabensis folha >1000 >1000 >1000
Lythraceae Lafoensia densiflora casca do caule 500 >1000 >1000
Lafoensia densiflora flor 250 >1000 500
. Albizia polyanta galhos 1000 1000 >1000
Leguminosae - -
Diptychandra aurantiaca casca >1000 >1000 >1000
Vochvsiaceae Callisthene fasciculata folha >1000 >1000 1000
y Qualea parviflora folha >1000 >1000 >1000
. Alibertia sessilis partes aéreas >1000 >1000 >1000
Rubiaceae . -
Psycotria carthagenensis folha 500 >1000 >1000
Burseraceae Protium spruceanum folha >1000 >1000 >1000
Buchenavia tomentosa folha 500 >1000 1000
Buchenavia tomentosa galhos 250 500 1000
Combretaceae .
Buchenavia tomentosa fruto 1000 >1000 1000
Terminalia fagifolia galhos 500 1000 >1000
Terminalia fagifolia folha 250 >1000 >1000
. Dendropanax cuneatum casca >1000 >1000 >1000
Avraliaceae
Dendropanax cuneatum folha 1000 1000 >1000

Figura 17 - Resultado do ensaio antibacteriano dos 50 extratos, obtidos de 37 espécies de plantas e suas respectivas partes testadas
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continuacao

Lacistemataceae Lacistema hasslerianum ramos >1000 >1000 >1000
Anacardiaceae Tapirira guianensis folha >1000 1000 >1000
Tabebuia heptaphylla casca >1000 >1000 >1000
Bignoniaceae Tabebuia avellanedae casca >1000 >1000 >1000
Tabebuia avellanedae casca >1000 >1000 >1000
Caesalpiniaceae Copaifera langsdorfii folha 500 >1000 >1000
Copaifera langrdorfii partes aéreas 1000 1000 >1000
Trichilia catigua folha >1000 1000 >1000
Meliacea Trichilia catigua galhos 1000 >1000 >1000
Guarea kunthiana fruto >1000 >1000 >1000
Verbenaceae Lantana camara folha >1000 >1000 >1000
Lantana camara caule >1000 >1000 >1000
Miristicaceae Virola sebifera partes aéreas 500 >1000 >1000
Sterculiaceae Melochia parvifolia casca >1000 >1000 >1000
Melochia parvifolia caule >1000 >1000 >1000
Zanthoxylum sp casca >1000 >1000 >1000
Rutaceae

Zanthoxylum sp folha >1000 >1000 >1000
Euphorbiaceae Sebastiania hispida folha 1000 >1000 >1000
Mimosaceae Inga uruguensis folha 1000 >1000 >1000
Verbenaceae Vitex cymosa folha >1000 >1000 >1000
Vitex cymosa galhos >1000 >1000 >1000
Ouratea spectabilis fruto 1000 1000 >1000

Ochnaceae — v
Ouratea spectabilis peddnculo 250 500 1000

Figura 17- Resultados dos ensaios de atividade antibacteriana dos 50 extratos, obtidos de 37 espécies de plantas e suas respectivas partes
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5.1 Buchenavia tomentosa

5.1.1 Compostos isolados

» Compostos fendlicos

O fracionamento cromatografico da fase acetato de etila dos frutos de B. tomentosa
resultou no isolamento de seis compostos fendlicos (trés acidos fendlicos, dois taninos e uma
lignana).

Compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas no reino vegetal, em
particular nos frutos e folhas (SOARES et al., 2008) e englobam uma gama enorme de
substancias (fendis simples, acidos fenolicos, cumarinas, flavonoides, taninos e ligninas)
(SOARES, 2002).

> Acidos fendlicos
Os é&cidos fenolicos caracterizam-se por apresentarem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxilas e/ou metoxila na molécula
(SOARES, 2002). Dentro deste conjunto foram isolados dos frutos de B. tomentosa o galato

de etila (1), galato de metila (2) e o acido gélico (3).

Composto 1 - Galato de Etila

Da fracdo OSFR-11-4 foi isolado 0 composto 1. Os dados de RMN *H de 1 (Tabela 1)
revelaram trés sinais: um singleto em 7,04 6 (H, e Hg), um quarteto em 4,26 6 (Hg) e um
tripleto em 1,34 § (Hg), caracteristicos de um grupo etila de éster. O espectro de *C (Tabela
1) apresentou quatro sinais correspondentes aos carbonos de anel aromatico em 109,9 6 (C; e
Cs), 146,56 (C3 e Cs), 139,7 6 (C4) € 0 121,7 & (C,), dois sinais de carbonos alifaticos 61,6 &
(Csg) € 14,6 6 (Cg) além de um sinal de carbonilaem 168,56 (C;) (Figura 18). Estes dados de
RMN *'H e °C indicam que a substancia 1 corresponde ao galato de etila, o que foi

confirmado por comparacdo com dados da literatura (CERUKS et al., 2007).
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Composto 2 - Galato de Metila

Os espectros de RMN *H e *C da subfracéo 9-14 apresentaram sinais correspondentes
a mistura dos compostos 1 e 2. O espectro de RMN'H (Tabela 1) apresentou um sinal intenso
em 7,020 referente aos hidrogénios H, e Hg dos compostos 1/2. Os sinais 4,26 6 (metilénico) e
1,34 5 (metila) correspondem ao composto 1 e o 3,736 (metoxila) ao composto 2 (Figura 18).

Quanto ao espectro de RMN *3C (Tabela 1) os picos que diferem uma substancia da
outra sdo 0s 61,6 6 (metilénico) e 14,6 6 (metila) relativo ao composto 1 e o 50,2 6 relativo a
metoxila do composto 2. Os dados indicam, portanto, que o composto 2 se trata do galato de
metila, neste caso, em mistura com galato de etila (1). Os dados de RMN *H e de **C
mostraram-se compativeis com os observados na literatura (CERUKS et al., 2007) para estas

substancias.
i
6

2

HO- "

OH

Figura 18 - Estrutura quimica dos compostos 1 e 2
R = CH,CHj; - Galato de etila (1)
R = CH; - Galato de metila (2)

Tabela 1 - Dados de RMN *H e *C dos compostos 1 e 2 (300/75MHz, Metanol-d.,).

Composto 1 Composto 2
CH &°C &'H e §H
1 121,7 120,3
2 109,9 7,04 108,6 7,02
3 146,4 145,1
4 139,7 138,3
5 146,4 1451
6 109,9 7,04 108,6 7,02
7 168,5 167,1
8 61,6 4,26 50,2 3,73
9 14,6 1,34
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Composto 3 - Acido Galico

Da fracdo 95-112 proveniente do fracionamento cromatografico da fase acetato de
etila foi isolado o composto 3, uma substancia soltvel em MeOH. O espectro de RMN *H de
3 apresentou um singleto em 7,04 5, correspondente aos hidrogénios H, e Hg. O espectro de
RMN 3C (Tabela 2) apresentou cinco sinais, onde dois estdo duplicados [109,2 & (C, e Cg) e
0 145,2 6 (C3 e Cs)], indicando haver um total de sete carbonos na estrutura de 3. Estes dados
permitem propor C;HgOs como formula molecular do composto e a estrutura correspondente
ao 4cido galico (Figura 19), o que foi confirmado por comparacio com os dados de RMN **C
constantes na literatura (WAWER; ZIELINSKA, 1997) (Tabela 2). A presenca das hidroxilas,
do anel benzénico e do acido carboxilico sdo caracteristicas para classificar este composto

como acido fenolico.
i
6
H ¢—oH

HO-*

OH

Figura 19 - Estrutura quimica do composto 3 - Acido galico.

Tabela 2 - Dados de RMN **C do composto 3 e da literatura* (75MHz).

B¢ ) Composto 3 *Literatura
(Metanol-d,). (DMSO-ds)

1 1211 120,5

2 109,2 108,8

3 145,2 145,3

4 137,7 137,9

5 145,2 145,3

6 109,2 108,8

7 167,1 167,4

* WAWER; ZIELINSKA, 1997
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» Taninos hidrolisaveis.

Outros dois compostos fendlicos isolados de B. tomentosa foram classificados como
taninos porque apresentaram caracteristicas quimicas desta classe.

Os taninos representam o quarto mais abundante constituinte vegetal depois da
celulose, da hemicelulose e da lignina. Atuam como parte do mecanismo de defesa dos
vegetais contra microorganismos, herbivoros e condi¢des ambientais hostis (PINTO et al.,
2005).

Os taninos sdo substancias polifendlicas de estruturas variadas, sendo sua principal
caracteristica o sabor adstringente. S8o classificados em dois grupos: hidrolisaveis e
condensados. Taninos hidrolisaveis contém um nucleo central de glicose ou um alcool
poliidrico esterificado com &cido galico ou elagico (SOARES, 2002). Os taninos isolados de
B. tomentosa pertencem a este grupo.

Para serem considerados taninos é necessario que pelo menos trés grupos de hidroxila
da molécula de glicose estejam esterificados (PINTO et al., 2005) o que ¢é observado nos
compostos 4 e 5.

Os taninos hidrolisaveis sdo divididos em galotaninos e elagitaninos, os compostos 4 e
5 pertencem a segunda classe.

Os elagitaninos sdo formados por um ou mais grupos hexaidroxidifenil (HHDP,
Figura 20); a glicose e uma unidade de galoil esta frequentemente adicionada ao HHDP
(BERLINCK et al., 1995).

HO OHpo
HO

OH
C=0

C=0 =

Figura 20 - Unidade HHDP (Hexahidroxidifenil).

O grupo HHDP é formado por duas unidades de galoil ligadas através dos seus
carbonos aromaticos formando uma unidade com ligacéo axial (KHANBABAEE;VAN REE,
2001).
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Em muitos taninos hidrolisaveis, além do grupo HHDP, outro grupo une-se a molécula
de glicose, o diidro-hexaidroxidifenil (DHHDP), que é uma modificacdo oxidativa semelhante
ao grupo HHDP. Estes taninos tém sido isolados de varias plantas e sendo classificados como
di-hidroelagitaninos e sdo metabdlitos dos elagitaninos. A geranina (Figura 21) é o mais
notavel membro desta classe porque foi a primeira desta categoria, definindo as caracteristicas
dos taninos hidrolisaveis (BERLINCK et al., 1995).

HO OHHo OH

Figura 21 - Estrutura do tanino hidrolisavel Geranina, contendo os grupos HHDP e DHHDP

Os compostos fendlicos agem como antioxidantes ndo somente pela sua habilidade em
doar hidrogénios ou elétrons, mas também por causa de seus radicais intermediarios estaveis,
0S quais protegem contra a oxidacdo de varios ingredientes dos alimentos, particularmente de
acidos graxos e 6leos (SOARES et al., 2008).

A utilizacdo de taninos € feita desde a antiguidade (cerca de 1500 a.C.) e atualmente
tem ampla aplicagdo na medicina e industria de alimento. Na Asia (Japo e China) extratos de
plantas que contém taninos sdo usados como adstringente contra diarréia, como diurético,
contra tumores estomacais e duodenais e também como anti-inflamatorio e antisseptico
(KHANBABAEE; VAN REE, 2001).

Na industria sdo usados como corantes na produc¢do de tintas, inclusive para tintura de
tecidos. Na industria alimenticia sdo usados como estabilizadores de vinho e cerveja e

clarificadores de suco de frutas. Testes bioldgicos realizados com esta classe de compostos
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mostraram que 0s taninos sdo antivirais, antibacterianos e especialmente antitumorais; alguns
sdo seletivamente inibidores da replicacdo do HIV (KHANBABAEE; VAN REE, 2001).

A presenca de compostos da classe dos taninos em B. tomentosa revela a importancia
desta espécie, uma vez que esses compostos possuem diversas atividades bioldgicas e sdo

amplamente utilizados nas industrias.

Composto 4 — Corilagina

Entre as fracOes obtidas do fracionamento da fase AcOEt, o grupamento de fracdes
90-108 (85,2 mg) apresentou-se como um material de cor marrom, inodoro e sollvel em
metanol.

O espectro de RMN de *H (Tabela 3 - Figura 23) apresentou seis sinais entre 3,938 e
6,356, caracteristicos de hidrogénios de aclcar, e quatro singletos entre 6,656 e 7,120
correspondentes a hidrogénios ligados a anel aromatico.

O espectro de RMN de *C (Tabela 4 - Figura 24) mostrou sinais que indicam a
presenca de trés carbonilas de éster conjugadas com anel aromatico (166,8 6; 168,6 ; 170,4
d), nove carbonos de anel aromatico oxigenados, quatro CH aromatico e seis sinais referentes
a um acucar, que foram confirmados no espectro do DEPT 135° (Figura 25).

Os sinais observados no espectro de RMN de *C (desacoplado e DEPT 1359,
mostrados na tabela 4, permitiram definir para o composto 4 a formula molecular C,7H,,015
(Figura 22). Nos experimentos de RMN bidimensionais HMBC e HSQC foram observadas as
correlagBes constantes na tabela 4. A andlise destes dados permitiu propor que o composto 4
trata-se de um tanino hidrolisavel contendo uma unidade HHDP e uma unidade galoil.

A comparacao dos dados de 4 com os de compostos encontrados na literatura (HE,
XIA, CHEN, 2008) permitiu identificar esta substancia como sendo a corilagina (Figura 22).

A corilagina € parte residual da geranina, sendo resultado da hidrolise parcial do
derivado fenazina em &gua quente (BERLINCK et al., 1995).

Quando os carbonos da unidade HHDP, C; do anel B e C; do anel C, acoplam com
acucar nos carbonos C-6 e C-3, respectivamente, conferem a estrutura a configuracdo R. Com
base nestes dados pode-se alegar que o composto 4 possui configuracdo R (KHANBABAEE;
VAN REE, 2001).

Os valores atribuidos aos carbonos C-3 e C-6 na molécula de agicar do composto 4,

estdo diferentes do registrado na literatura como pode ser observado na tabela 4, mas estdo de
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acordo com as informacdes obtidas com os experimentos DEPT 135° (Figura 24) e com

HMBC.

A corilagina ja foi isolada de outras espeécies, sendo encontrada em diferentes 0rgaos

das plantas, como mostra a tabela 3.

Tabela 3 - Espécies de vegetais que apresentam corilagina.

Familia

Espécie

Parte da Planta

Autor/Ano

Euphorbiaceae

Euphorbiaceae

Combretaceae
Euphorbiaceae
Burseraceae

Sapindaceae

Phyllanthus emblica

Phyllanthus amarus

Terminalia cattapa
Phyllanthus niruri
Canarium album

Dimocarpus longan

Raiz
Folhas

Folhas
Folhas
Frutos

Sementes

ZHANG et al. (2004)
NOTKA, MEIER, WAGNER
(2004)
KINOSHITA et al. (2007)
COLOMBO et al. (2009)
HE et al. (2008)
ZHENG et al. (2009)

Figura 22 - Estrutura quimica da corilagina (4).



Tabela 4- Dados de RMN *H e **C e HMBC do composto 4 (Metanol-d,) comparado com os dados
de '*C da literatura* (Metanol-d,).

Composto 4 * Literatura
C/H 8('H) 5(13C)  HMBC C/H 3('H) 3(13C)

Glc 1 6,35 95.0 Hs 1 6,35 95,3

2 3,98 69,4 2 4,03 69,0

3 4,46 62,4 H, 3 4,83 65,1

4 4,80 71,6 Hs 4 4,47 715

5 4,52 76,2 Hep 5 4,50 76,3

4,15 (a) 4,12

495 (b) 65,0 Hs 6 493 62,2
Galoil (A

1 7,05 120,6 H, 1 121,0

2 110,6 2 7,08 110,8

3 146,4 H, 3 146,4

4 140,4 H,/ Hg 4 140,4

5 146,4 5 146,5

6 7,05 110,6 H, 6 7,08 1115

7 166,7 7 166,9
HHDP (B)

1 125,4 1 125,9

2 116,8 H; 2 117,4

3 6,65 108,3 3 6,71 108,8

4 138,2 Hs 4 138,3

5 146,0 H; 5 146,0

6 145,6 6 1455

7 170,1 Hs 7 169,5
HHDC (C)

1 1254 1 125,8

2 117,2 H; 2 116,8

3 6.69 110,1 3 6,74 108,9

4 137,7 H; 4 137,8

5 1454 Hs 5 145,3

6 146,0 6 1455

7 168,5 H; 7 168,7

* (HE; XIA;CHEN, 2008)
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Figura 25 — Espectro de RMN de *C-DEPT 135° da corilagina (4) (75 MHz,Metanol-
d4, TMS 6=0).

Composto 5 — Buchenavina

A fracdo 70 — 89 foi obtida no fracionamento da fracdo acetato de etila, e a partir dela
foi isolado 0 composto 5 (20,9 mg), uma substancia, marrom e inodora.

O espectro de RMN 'H do composto 5 (Tabela 5, Figura 28) apresentou sinais
referentes a hidrogénio de agucar: cinco singletos em 6,296, 5,299, 5,626 , 4,976 ¢ 4,753, um
tripleto em 4,500 e o multipleto em 4,210.

Além dos sinais do acUcar este espectro apresentou sinais em 6,456 e 6,706 que podem
ser atribuidos a hidrogénio do sistema HHDP e um sinal em 7,018 correspondente aos
hidrogénios do sistema galoil (H, e Hg). Com auxilio do espectro de HSQC foi confirmada a
presenca de mais quatro hidrogénios, um no anel D 7,393 (S; Hs) e trés pertencentes ao anel E
4,756 (sl;Hy), 2,006 (mt; H3), 4,795 (d; Hy), indicando a presenca do sistema DHHDP.

Os dados de RMN de *3C (Tabela 5, Figura 29), DEPT 135° (Figura 30) e HMBC
foram determinantes para a identificacdo estrutural do composto 5. No espectro de RMN de
3C além dos sinais atribuidos & molécula de hexose e do sistema HHDP, restaram quatorze

sinais que foram atribuidos & unidade DHHDP. No DEPT 135° foram observados além dos
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sinais do acucar, do galoil e da unidade HHDP, dois carbonos metinicos, 40,75 6 (Cy) e 65,0 6
(C4), e um metilénico 30,7 (C3) pertencente ao anel E, e 0 metino em 115,6 (C3) do anel D da
unidade DHHDP.

Com os dados apresentados pelo espectro de HMBC foi possivel correlacionar os
sinais pertencentes a unidade DHHDP (Tabela 5). No anel D, a carbonila em 164,7 5 (C;), 0
carbono aromético em (145,9 d) interage com 7,39 6 (Hs), e no anel E foram registradas as
correlagdes da carbonila 169,5 & (C7) com 4,75 & (H>), a outra carbonila em 172,9 6 com 2,00
d (Hs) e o carbono C; (40,3 ) com 4,79 (H,). De acordo com as informacGes foi possivel

sugerir uma proposta para os anéis D e E (Figura 26).

Figura 26- Proposta estrutural para os anéis D e E do composto 5: Unidade DHHDP.

Esta unidade DHHDP é um dos radicais que se une ao agucar aumentando a variedade
estrutural dos taninos hidrolisaveis. Os dados foram comparados com os da literatura
(LATTE; KOLODIEZJ, 2000) onde a estrutura descrita é semelhante a proposta para o
composto 5 com algumas diferencas nos anéis D e E.

O composto 5 (Figura 27) nomeado buchenavina, €, portanto, formado pela glicose,
o galoil (A), uma unidade de HHDP (A e B) e uma unidade de DHHDP (D e E), com formula

molecular C41H390 .



Figura 27 — Proposta estrutural para o composto 5 (buchenavina).
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Tabela 5 - Dados de RMN de *H e de *3C e correlag6es observadas no experimento HMBC

do composto 5 (DMSO-dg).

CH &(*H) 8(°C) HMBC CH 38(H) &(™C) HMBC
Glc HHDP (C)
1 6,29 91,2 Hs 1 122,4 Hs
2 5,29 71,9 2 114,9
3 5,62 62,0 3 645 1064
4 4,97 66,0 4 1439
5 4,75 73,9 5 135,4 Hs
4,21 6 143,9 Hs
6 63,3
4,50 7 167,5 Hs
Galoil (A) DHHDP (D)
1 117,8 1 114,7 Has
2 7,00 109,2 2 123,1
3 145,7 H, 3 7,39 1156
4 139,5 H, 4 145,9
5 145,7 5 139,5 Hs
6 7,01 109,2 6 145,9 Hs
7 164,5 H, 7 164,7 Hs
HHDP (B) DHHDP (E)
1 122,4 Hs 1 140,3 H,
2 116,3 2 475 403
3 6,70  107,3 3 200 307 H,
4 144,2 4 479 650 H,
5 136,3 Hs 5 117,8
6 144,2 Hs 6 172,9 Hs
7 165,5 Hs 7 169,5 H,




LT TN N T T e

Current Data Parameters
NAME

BTFR-PR4
1
1

F2 - Acquisition Parameters
20081107

Date_
Time

INSTRUM

PROBHD

SFO1

SF

T T T T T T T T T T T T T T T T T T [y
95 9.0 85 80 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

PULPROG
TD
SOLVENT
NS

spect

5 mm Multinucl
zg

65536

DMSO

8

0

4664.179
0.071170
7.0255094

80.6
107.200

Hz
Hz
sec

usec

00 usec

300.0 K
1.00000000 sec
1

CHANNEL f1 ==me====

1H
8.00 usec

-6.00 dB
300.1321864 MHz

F2 - Processing parameters
SI

5.
300.1300007 MHz
EM

0
0.30 Hz
0

1.00

Figura 28 — RMN de *H da buchenavina (5) (300 MHz, DMSO-ds, TMS §=0).

A AR B

T

120

T T T T T

T T T T
180 160 140 100 80 60 40 20

Current Data Parameters
NAME

N, BTFR-PR4
EXPNO 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20081116
Time 7.55
INSTRUM spect
PROBHD S mm Dual 13C/
PULPROG 29pg30

™ 32768
SOLVENT DMSO

NS 54573

DS 2
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
A 0.8700404 sec
RG 13004

oW 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 0.15000001 sec
d11 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
™00 1

SFO2

waltzlé

1H
100.00 usec
-4.00
12.83

aa
T

12.83 dB
300.1312005 MMz

F2 - Processing parameters

SI
SF

32768
75.4678413 MHz
EM
0
1.00 Mz
0
1.40

Figura 29 — RMN de **C da buchenavina (5) (75 MHz, DMSO-ds, TMS §=0) .

74



75

4\“ 1‘/ ‘\\\\ “‘} “\.‘“‘ ‘// ) \\:\\\\‘\‘// ‘\‘/‘/

— T ————— gy - -

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 30 — Espectro de RMN *H - DEPT 135° da buchenavina (5) (75 MHz,
DMSO-dg, TMS §=0).

» Lignanas

O composto 6 e 7 (em mistura) e 13A pertencem a classe das lignanas que sao
encontradas em plantas vasculares e compreendem um grande grupo de metabdlitos
secundarios (SCHROEDER et al., 2006).

Esta categoria ¢ caracterizada pela ligacdo f — p ou C-8 — C-8 de duas unidades Cq-
Cs, que podem sofrer outros acoplamentos gerando varios tipos de esqueletos (AGRAWAL,
THAKUR, 1985).

As lignanas sdo moléculas geralmente quirais. O sinal da rotacdo Optica de uma
lignana pode variar conforme a planta da qual foi isolada. Portanto, o mecanismo da
estereoquimica envolvida na biossintese das lignanas pode ser diferente entre as varias
espécies de plantas que as produzem (OKUNISHI, UMEZAWA, SHIMADA, 1997).

Muitas lignanas tém atividades farmacoldgicas como anticancer, anti-HIV, entre
outras (CHU et al., 1993). Estas substancias formam a base de uma nova classe de agentes
terapéuticos para o tratamento de doengas como asma, doencas inflamatdrias, artrite
reumatica, além de possui atividade hipolipidémica, hepatoprotetora e antioxidante (WARD,
1995).
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Segundo a literatura Ward (1995) por ser uma classe com uma diversidade estrutural
ampla é dividida em sete subclasses: entre elas a 2,6-diaril-3,7 dioxabiciclo [3,3.0] octano
onde encontra-se a série furofuranica a qual pertencem os compostos 6 e 7 e 0 13A, (este

altimo isolado dos frutos de Ouratea spectabilis).

Composto 6 e 7 pinoresinol/epipinoresinol

A fracdo 13-17 (4,2 mg) apresentou-se como uma substéncia viscosa e incolor,
solivel em acetona. O espectro de RMN de *C indicou a presenca de duas substancias,

identificadas como 0s compostos 6 e 7.

Composto 6 - Pinoresinol

No espectro de RMN de *H (Tabela 6, Figura 33) foi observada a presenca de um anel
benzénico tri-substituido 1,3,4, evidenciados pelos sinais 6,996 (H-2-2”), 6,776 (H-5-5) e
6,820 (H-6-6); observou-se também sinais correspondentes ao esqueleto furofurano: 4,673
(2H, d, J=3Hz, 7-7’); multipleto em 3,085 (H-8-8") ¢ duplo dupleto em 4,23 (2H-9a-9a’) e
3,896 (2H-9b-9b’) e da metoxila em 3,846 (DE CARVALHO et al., 2006a).

O espectro de RMN de *3C (Tabela 6, Figura 34) mostrou dez sinais, sendo seis
carbonos de anel aromatico, um oximetinico, um oximetilénico, um metinico alifatico e uma
metoxila. A intensidade dos sinais indicam que estdo duplicados. Este conjunto de sinais sdo
compativeis com uma estrutura constituida de duas partes, gerando uma molécula simétrica e
indicando tratar-se de uma lignana. Os valores de RMN de *C de 6 foram comparados com
dados de literatura (ALMEIDA et al., 2005), permitindo identifica-lo como pinoresinol, que

contém como substituinte o grupo guaiacila (Figura 31).
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Figura 31- Estrutura quimica do pinoresinol (6)

Tabela 6 - Dados de RMN de *H e de **C do pinoresinol (6) e da literatura* (Acetona-

dg).

C/H Composto 6 Pinoresinol ( literatura*)
8°C 5'H 5°C 5'H

1,1° 133,34 134,2

2,2 109,74 6,99 110,7 6,99

3,3 147,47 148,4

4.4 146,01 146,9

5,5 114,67 6,77 115,7 6,79

6,6’ 118,88 6,82 119,7 6,83

7,7 8574 4,67 86,7 4,67

8,8’ 54,31 3,08 55,3 3,08

9,9’ 71,30 42-380 723 4,19 -3,79

OCH; 55,34 3,84 56,3 3,83

*(ALMEIDA et al., 2005)
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Nesta lignana furofuranica simétrica os anéis aroméaticos podem estar na posicao axial
ou equatorial.

Pelos dados de RMN de **C foi possivel determinar a estereoquimica do composto 6,
visto que os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos 1,17; 7,7°; 8,8” ¢ 9,9’ (Tabela
7) sdo caracteristicos para uma orientagdo equatorial dos anéis aromaticos (AGRAWAL;
THAKUR, 1985), confirmando a presencga do pinoresinol.

Tabela 7 — Deslocamentos quimicos dos carbonos nos sistemas furofuranico com

substituintes em axial e equatorial e do composto 6 (pinoresinol); (5),

Acetona-dg

C Axial Equatorial Composto 6
LI 132,6 134,9-135,6 133,3
7,7 83,9 85,3-85,9 85,7
8,8’ 49,5 53,7-54,4 54,3
9,9° 68,7 71,3-72,0 71,3

Composto 7- Epipinoresinol

O composto 7 apresentou nos espectros de RMN de *H (Figura 33) e de *C (Figura
34) sinais diferentes dos observados para 0 composto 6. Estes sinais indicavam tratar de uma
estrutura ndo simeétrica e a diferenca foi observada nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos 7,8 e 9: H-7 e H-7’ (4,82 & ¢ 4,378); H-8 e H-8” (3,385 ¢ 2,953) ¢ H-9
e H-9’ (4,8 ¢ 3,17- 3,77); C-7e C- 7" (82,75 ¢ 88,56); C-8 e C-8” (50,93 ¢ 55,61) e 0 C-9 e C-
9’ (71,55 ¢ 70,11). As atribuicdes foram confirmadas com os experimentos HSQC e HMBC.
A intensidade do sinal referente a metoxila indicou que este grupo se encontra presente nas
estruturas dos compostos 6 e 7. Estes dados indicaram que 0 composto 7 corresponde ao
epipinoresinol (Figura 32). Os dados foram comparados. Os valores mostraram boa correlagéo
com os constantes na literatura (SWAIN, BROWN e BRUTON, 2004), apesar de pequenas
diferencas de deslocamento quimico dos carbonos dos anéis aromaticos (Tabela 8).

A diferenca do pinoresinol e do epipinoresinol estd na posicdo do substituinte
guaiacila. No pinoresinol os substituintes estdo na posicdo equatorial. Enquanto no

epipinoresinol o anel 1 est4 na posico axial e 1 na equatorial.
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No espectro de infravermelho foram registradas bandas em: 3407 cm™, correspondente

grupo OH, 2923 cm™, referente ao grupo metilénico, 1267 cm™, da metoxila e 1035 cm™ e

em 1515 cm™, C=C aromatico.

HO

OMe

Figura 32- Estrutura quimica do epipinoresinol (7).

Tabela 8 —Deslocamentos quimicos dos *H e **C do epipinoresinol (7) e correlacdes
observadas nos experimentos bidimensionais (Acetona-ds).

C/H Composto 7 C/H Composto 7
8°C 8'H HMBC 3°C 3'H HMBC
1 134,20 Hs; Hg 1’ 134,20 Hs:; He
2 110,69 6,99  H;Hs;Hs  2° 110,69 6,99
3 148,00 H,;Hs;He 37 148,00 H,:; Hs; Ho:
4 146,86 H, 4 146,86 H,:
5 11557 6,79 5 115,57 6,79
6 119,12 6,82 6> 119,12 6,82
7 82,75 4,82 H, 7 88,56 4,37 Ho:
8 50,93 3,38 Ho 8’ 55,56 2,95 Ho:
9 71,55 4,08 9 70,11 3,17 -3,77
OCH; 55,34 3,84 OCH; 56,34 3,83
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Figura 33- Espectros de RMN de *H dos compostos 6 (pinoresinol) e 7 (epipinoresinol) (300
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Figura 34- Espectro de RMN de **C dos compostos 6 (pinoresinol) e 7 (epipinoresinol) (75

MHz, acetona-dg , TMS.5=0).
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5.1.2 Atividade antibacteriana — Buchenavia tomentosa

» Extrato, fracdes e subfracdes

Os resultados observados para o extrato etanolico dos frutos de Buchenavia tomentosa
e fracOes frente as trés cepas bacterianas (Tabela 9) mostraram que 0 mesmo apresentou
atividade antimicrobiana frente as cepas S. aureus (Gram positiva) e P. aeruginosa (Gram
negativa). A Unica fracdo ativa para S. aureus foi a acetato de etila (AcOEt). Para P.
aeruginosa o resultado obtido com o extrato etandlico ndo foi reproduzido nas fragdes,
possivelmente em decorréncia do antagonismo entre 0s compostos que, quando separados nas
diferentes polaridades, foram inativos.

A fracdo hexanica apresentou bom resultado para E. faecalis e 0 mesmo nao ocorreu
com o extrato etandlico, indicando que este microorganismo é mais sensivel aos compostos

menos apolares.

Tabela 9 — Valores da CIM (ug/mL) do extrato etandlico (EtOH) e fracdes hexanica
(HEX), diclorometanica (DCM), acetato de etila (AcOEt) e hidro-
metanodlica (MeOH/H,0) dos frutos de B. tomentosa frente as bactérias

testadas.
Bactérias Extrato FracOes Padrédo
EtOH HEX DCM AcOEt MeOH/H,O  Cloranfenicol
S. aureus 1000 > 1000 > 1000 1000 > 1000 1
P. aeruginosa 1000 >1000 > 1000 > 1000 > 1000 8
E. faecalis > 1000 500 > 1000 > 1000 > 1000 0,5

De acordo com a proposta do trabalho, a fragdo selecionada para dar continuidade foi
a AcOEt. Esta fracdo foi cromatografada em Sephadex LH-20, obtendo-se 116 subfragdes que
foram reunidas de acordo com similaridade e testadas apenas frente ao microorganismo S.
aureus (Tabela 10). O critério utilizado para selecionar as amostras que originaram o estudo

foi: atividade antibacteriana, quantidade de massa e grau de pureza das amostras.
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Tabela 10 — Resultado do teste antibacteriano das subfragdes provenientes da fase
AcOEt dos frutos de B. tomentosa frente a S.aureus com a CIM variando
de 500 a >1000 pg/mL.

Bactéria Subfracdes Padréo
1-27 28-44  35-49 50-54 55-59 60-69 70-89 109-116  Cloranfenicol
S.aureus >1000 >1p00 500 1000 >1000 1000 500 > 1000 1

Algumas amostras apresentaram atividade antibacteriana, mas ndo foi possivel isolar e
identificar os compostos. A presenga de dois compostos do tipo tanino justifica esta
complexidade porque estes compostos sdao conhecidos ndo s6 pela diversidade biologica e
variedade estrutural, mas também pela dificuldade de purificacéo.

Nas outras fracGes ndo foi possivel identificar as substancias presentes. Os espectros
de RMN néo foram suficientes para informar se os dados apresentados eram de mistura de
composto ou de uma estrutura complexa. Por esta razdo, a fracdo AcOEt foi submetida a
outros processos cromatograficos, obtendo-se as subfracdes AcOEt-11-3 e AcOEt-11-4, para as
quais os resultados do teste antibacteriano estdo registrados na Tabela 11.

As fracdes com atividade inibidora para S.aureus, foram testadas frente as outras duas

cepas bacterianas (Tabela 11).

Tabela 11 — Resultados da atividade antibacteriana das subfragdes 35 — 49;
70 — 89; AcOEt-11-3; AcOEt-11-4 frente as bactéria (ug/mL).

Bactérias Subfragdes Padrao
35-49 70 -89 AcOEt-11-3 AcOEt-11-4 Cloranfenicol
S. aureus 500 500 500 1000 1
P. aeruginosa 1000 1000 1000 1000 8
E. faecalis 1000 > 1000 125 500 0,5

A CIM apresentada pelas trés subfragcdes foi alta em relacdo ao padrdo, porém o0s
resultados observados nas subfragfes 35 — 49, AcOEt-11-3 e AcOEt-11-4 sdo considerados
promissores, uma vez que mostraram atividade antimicrobiana para Gram positivos (S. aureus
e E. faecalis) e Gram negativo (P. aeruginosa). A subfracdo 70 — 89 também apresentou
atividade para S. aureus e P. aeruginosa. Destaca-se o resultado da AcOEt-11-3 contra E.

faecalis.
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As subfracdes passaram por processos cromatograficos possibilitando obtencdo dos
compostos 1 e 2 em mistura (35 — 49), 0 5 (70 — 89), 0 6 e 7 em mistura (AcOEt-11-3) e 0 1

(AcOEt-11-4). Os compostos 3 e 4 foram isolados puros da fragdo Acetato de etila.
» Compostos isolados
Os compostos isolados de B. tomentosa assim como as subfracdes das quais foram
isolados, apresentaram a CIM alta, com as concentragbes variando de > 200 a 100 pg/mL

(Tabela 12).

Tabela 12 - Atividade antibacteriana dos compostos isolados dos frutos B. tomentosa

de acordo com a CIM (ug/mL) observada frente as bactérias testadas.

Bactérias Compostos isolados Padréo
1 1/2 3 4 5 6e7  Cloranfenicol
S. aureus 200 >200 200 200 >200 >200 1
P. aeruginosa 200 >200 >200 200 >200  >200 8
E. faecalis >200 >200 100 >200 >200 >200 0,5

O galato de etila (1) puro apresentou atividade para S. aureus e P. aeruginosa, assim
como a subfracdo 35— 49 da qual foi isolado. A mistura dos compostos 1 e 2 (galato de etila e
galato de metila) ndo inibiu o crescimento das bactérias testadas na concentracdo mais alta,
200ug/mL, resultado indicativo que a atividade pode ser causada pelo composto 1.

O fato da mistura de compostos ndo ter apresentado atividade para todas as cepas e a
subfracdo 35 — 49 apresentar atividade, pode estar relacionado com a quantidade dos
compostos na subfragdo. Na mistura, 0 componente majoritario € o composto 2 e na fracdo 35
—49 é o0 composto 1.

Outro fator que pode ter influenciado, originando o resultado ndo promissor para a
mistura de compostos, € o antagonismo dos compostos onde um pode inibir a agdo do outro.

O composto 3 (acido galico) apresentou atividade para as bactérias Gram positivas, S.
aureus e E. faecalis. A ocorréncia de cepas resistentes de S. aureus e E. faecalis mostra ser
necessario a busca de novos medicamentos. Acredita-se que o acido galico (3) pode ser uma
substancia alternativa que podera ser utilizada em formulaces farmacéuticas no combate a

doencas causadas por estes agentes.
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Os compostos 1 e 3 ja foram testados quanto a atividade antineoplasica e os testes
realizados in vitro, com sete linhagens de células cancerigenas (leucemia, ovario, cérebro,
renal, pulmonar, célon e melanona) revelaram moderada atividade para todas as células
testadas, indicando atividade antineoplésica destes compostos (PETTIT et al., 1996).

A corilagina (4) apresentou atividade contra S. aureus e P. aeruginosa, que sdo dois
microorganismos comuns em infecgdes oportunistas e com alto indice de cepas resistentes. A
corilagina, assim como o galato de etila, foram os Unicos compostos deste fracionamento a
apresentarem atividade frente a uma bactéria gram-negativa. A corilagina, o galato de etila e o
acido galico presentes em B. tomentosa ndo sdo inéditos, mas este resultado revela
significativa atividade antibacteriana destes compostos.

O composto 4 ja foi isolado de outras plantas e possui diversas atividades bioldgicas:
antileishmania (KOLODZIEJ; RADTKE; KIDERLEN, 2008), antiproliferativa (ZHANG et
al., 2004), anti-inflamatoria (ZHAO et al., 2008) e anti-HIV (NOTKA; MEIER; WAGNER
2004).

Segundo Zhao et al. (2008), a corilagina tem atividade antibacteriana contra  S.
aureus meticiclina-resistente e também €& um potente trombolitico, hipertensivo,
hepatoprotetor e antioxidante.

A presenga de corilagina em B. tomentosa ressalta a importancia do estudo das
espécies do cerrado e o isolamento de um composto com tantas propriedades farmacologicas
valoriza a espécie estudada visto que o processo de obtencdo desta substancia é simples e
apresenta bom rendimento.

No presente estudo, observou-se que embora a fracdo 70-89 tenha apresentado
atividade antibacteriana, o composto 5 da qual foi isolado, mostrou-se inativo frente as
bactérias testadas. Tal fato pode ser justificado pelo antagonismo que ocorre entre 0S
compostos que inibem a acdo de alguns microorganismos e que quando isolados nao possuem
a mesma capacidade de inibi¢éo da subfracdo de origem.

O pinoresinol (6) e o epipinoresinol (7) identificados em mistura apresentaram
resultados diferente da fracdo de origem. Os compostos foram inativos frente as trés bactérias,
enquanto a fracdo que levou ao isolamento destas substancias mostrou atividade para as trés
cepas, inclusive com o melhor resultado contra E. faecalis. Este resultado também pode ser
justificado pelo antagonismo de substancias ou 0 composto responsavel pela atividade néo foi
isolado e identificado.

Pesquisa realizada com quatro lignanas: pinoresinol, lariciresinol, secoisolariciresinol

e matairesinol, e duas enterolignanas: a (enterodiol e a enterolactona) em mulheres na pos
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menopausa, mostrou que dieta rica em lignana previne o cancer de mama (TOUILLAUD et
al., 2007). O pinoresinol previne cancer colo-retal (FINI et al. 2008) e também tem acdo
inseticida (SCHROEDER et al. 2006; ARAUJO et al., 2009).

Ha necessidade de se desenvolver novos medicamentos para combater o aumento de
casos de infecgdes causadas por bactérias resistentes aos antibioticos. As plantas tém sido ha
séculos usadas para o tratamento de doengas infecciosas e atualmente é uma das fontes de
novas substancias com acdo antibacteriana.

B. tomentosa entra neste cenario, pois 0s compostos ativos dela isolados, apesar de ndo
serem inéditos, foram ativos para bactérias Gram positiva e Gram negativa.

A presenga deste composto em B. tomentosa indica outras potencialidades desta
espécie, abrindo caminho para novas pesquisas, visto que é o primeiro relato dos seus

componentes quimicos na literatura.

5.1.3 Atividade antifingica de B. tomentosa

> Extrato, fracdes e subfractes

Os resultados do extrato, fracdo e subfracGes relacionados na tabela 13 mostraram
melhor atividade antifiingica “in vitro” que a atividade antibacteriana.

Os testes foram realizados com cinco cepas fungicas (quatro espécies de Candida e
uma de Cryptococcus) e os resultados apresentados na tabela 13 mostram que a CIM variou
de 7,81 a 1000 pg/mL, sendo que os resultados mais significativos estdo representados pelo
extrato etandlico, fracdo AcOEt e sub-fragdo 70 — 89 contra C. glabrata.

O extrato etanolico (EtOH) e a fracdo AcOEt apresentaram maior CIM frente a C.
albicans (1000 pg/mL) e a menor contra C. galbrata (7,81 pg/mL). Frente a C. neoformans o
extrato etandlico foi mais expressivo que as fragdes e subfragdes com CIM em 125 pg/mL.

Os testes realizados com as subfracdes 35-49, 70-89, AcOEt-11-3 e AcOEt-11-4
mostraram que a fracdo 70-89 apresentou menor CIM para todas as espécies de Candida, em
especial para C. glabrata (7,81 pg/mL). Este mesmo resultado também foi registrado para o
extrato etanolico e fracdo acetato de etila, sugerindo que o composto mais ativo para esta
levedura esté presente nesta fracdo. Quanto a fragdo 35 — 49, a CIM que se destaca é a aquela
contra C. glabrata (15,62 pg/mL).

A fracdo ACOEt-11-4 apresentou resultado pouco promissor, com CIM mais

significativa contra C. glabrata (62,50 pg/mL). Portanto, o resultado menos significativo foi
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apresentado pela subfracdo AcOEt-11-3 com CIM em 1000 e >1000. Contra Cryptococcus
neoformans ndo foi realizado teste com esta amostra porque ndo tinha quantidade suficiente

de massa.

Tabela 13 — Distribuicdo de CIM (ug/MI) do extrato, fracdo e subfracGes de B.

tomentosa de acordo com a levedura testada.

Extrato  Fragéo Subfracdes Padréo

Leveduras EtOH AcOEt  35-49 70-89 AcOEt-11-3  AcOEt-11-4  Anfotericina B
Candida
albicans 1000 1000 500 31,25 1000 1000 0,25
C. krusei 3125 1562 250 15,62 1000 1000 1
C. glabrata 7,81 781 1562 7,81 >1000 62,5 0,5
C. parapsilosis 1562 1562 125 1562 >1000 500 05
Cryptococeus 125 250 250 250 NT 1000 0,25
neoformans '

N.T: Néo testadas

Os resultados contra C. glabrata sugerem novas possibilidades de encontrar
substancias que podem ser utilizadas em formulagdes terapéuticas para o tratamento de
infeccBes causadas por esta levedura, que tem emergido nas Ultimas décadas como importante
agente de infeccdo na corrente sanguinea (COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

A levedura C. albicans é a mais comum em infeccdes flngicas oportunistas e a
comparacao dos resultados da CIM em relacdo as outras cepas testadas, revela a dificuldade
de se encontrar substancia com atividade contra esta espécie de agente infeccioso.

» Compostos isolados

Todas as substancias isoladas dos frutos de B. tomentosa mostraram atividade
antifungica (Tabela 14). A CIM variou de 50 a 200 pg/mL para C. albicans, de 6, 25 a 200
pug/mL para C. krusei e de 3,12 a 200 pg/mL para C. glabrata. Para C. parapsilosis a CIM
variou de 1,56 a 100 pg/mL, exceto para os compostos 1 e 1 e 2 (mistura) que revelaram CIM
superior a 200 pg/mL.

Em relacdo ao C. neoformans a CIM ficou entre 25 e 200 pg/mL. Os resultados estéo
apresentados na tabela 14, destacando-se 0os compostos 3, 4 e 5 por apresentarem resultados

mais promissores frente as cepas testadas.
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Tabela 14 - Concentracdo minima inibitoria dos compostos isolados dos frutos de B.

tomentosa (ug/mL) frente as leveduras testadas

Compostos Isolados Padréo
Leveduras 1 1/2 3 4 5 6/7 Anfotericina B
C. albicans 200 200 100 50 200 100 0,25
C. krusei 200 200 100 125 6,25 200 1
C. glabrata 100 50 50 6,25 3,12 200 0,5
C. parapsilosis >200 >200 100 1,56 3,12 100 0,5
C. neoformans 200 100 100 25 25 200 0,25

Os compostos fenolicos 1 e 2 (galato de etila/galato de metila) e 3 (acido galico) );
apresentaram resultado relevante contra C. glabrata (50 pg/mL) este é um bom resultado
pois tratar-se de uma levedura presente em muitos casos de infecgdes oportunistas. O acido
galico (3) apresentou atividade antiflngica frente as espécies de Candida e ao Cryptococcus.
Este composto estd presente em muitas plantas que apresentam diversas propriedades
medicinais, e entre elas, atividade antifingica (BERNARDES; FERREIRA, 2007).

O resultado mais promissor foi apresentado pelo composto 4 (corilagina), cuja CIM
variou de 1,56 a 50 pg/mL, destacando o resultado para C. parapsilosis (1,56 pg/mL), uma
levedura que tem apresentado aumento no nimero de casos nos ultimos anos.

Os testes mostraram que a cepa menos sensivel a corilagina foi C. albicans, o que era
esperado por apresentar alto grau de viruléncia. De todos os compostos testados, a melhor
CIM frente a C. albicans foi para o composto 4 (50 pg/mL). Deve-se destacar, também, os
resultados obtidos para C. krusei (12,5 pg/mL), C. glabrata (6,25 png/mL) e C. neoformans
(25 pg/mL), mostrando que a corilagina apresenta potencial antifingico.

Outro composto que teve destaque no ensaio antifingico foi o 5; com excecdo de C.
albicans, que apresentou pouca sensibilidade a este composto (200 pug/mL), as outras espécies
de Candida e Cryptococcus foram sensiveis a este tanino, destacando se C. glabrata e C.
parapsilosis (3,12 pg/mL).

No ensaio com C. glabrata a concentracdo das subfracdes 70-89 e AcOEt-11-4 e dos
compostos 4 e 5 variou de 125 a 0,97ug/mL e de 50 a 0,39ug/mL respectivamente. Para estas
amostras foi necessario diminuir a concentracdo inicial, uma vez que ndo foi possivel
determinar a CIM nas concentragfes padronizadas nesta pesquisa, 0 que mostra a

potencialidade destas amostras frente a este microorganismo.
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As sustancias 4 e 5 sdo estruturalmente relacionadas com a geranina, segundo a
literatura (GOHAR, LAHLOUB, NIWA, 2003). Esta possui atividades antifungica e
antibacteriana, o que esta de acordo com o bom desempenho destes dois compostos frente as
cepas antiflngicas testadas.

Os resultados apresentados pela fragdo AcOEt e subfragdes 35-49 e 70-89 contra C.
glabrata podem ser atribuidos aos compostos 3, 4, 1 e 2 e 5, obtidos das respectivas fragdes e
subfracgdes.

A mistura de lignanas pinoresinol/epipinoresinol (6 e7) apresentou atividade para
todas as cepas testadas sendo o resultado menos promissor, com CIM (200 e 100 pg/mL),
assim como a fracdo de origem AcOEt-11-3. Porém séo resultados relevantes por tratar-se de
microorganismo responsavel por diversas enfermidades.

A atividade antifungica dos compostos isolados mostram que os resultados mais
promissores foram os compostos 4 e 5, classificados como taninos.

Os taninos ao precipitarem proteinas, propiciam um efeito antibacteriano e
antifingico. Outro mecanismo de toxicidade que pode envolver esta classe, deve-se ao fato
deles complexarem-se com facilidade a ions metalicos. Sistemas biologicos, incluindo
microorganismos, necessitam de ions metélicos como cofatores enzimaticos (MONTEIRO et
al., 2005). Estes fator podem justificar os resultados apresentados pelos compostos 4 e 5.

A parede celular fungica é relativamente rigida, porém dinamica, participa de varios
processos bioldgicos essenciais as células inclusive adesdo e reproducdo, sendo por isso
necessaria para o crescimento e desenvolvimento dos fungos (FUKUDA et al., 2009). Por
esta razdo, é possivel que os compostos 4 e 5 ao interagirem com a parede celular fungica
sejam responsaveis por uma “desorganizagdo” estrutural, reduzindo o crescimento dos fungos
gue apresentaram mais sensibilidade a estes compostos (4 e 5), como ocorreu com 0 composto
4 frente a C. parapsilosis.

Com os resultados descritos acima pode-se atribuir a B. tomentosa atividade
antibacteriana e antifungica, pois os extratos, fracOes, subfracdes e compostos isolados

mostraram atividade frente as cepas bacterianas e fangicas.
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5.1.4 Atividade anti-radicalar de B. tomentosa

Os extratos, fragbes, subfracbes e compostos isolados foram testados quanto a
atividade sequestradora de radical livre. As substancias que tém facilidade em sequestrar
radicais livres tém propriedades antioxidantes. O teste foi realizado com DPPH e acido
caféico como padrao positivo.

No ensaio com DPPH avaliada a capacidade de uma substancia em sequestrar o
radical estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazila. Os resultados apresentados na tabelas 15 e 16
foram determinados de acordo com os valores obtidos no célculo de poténcia e no desvio
padrdo. Os valores de Cls, sdo calculados usando a férmula da equagdo da reta, e quanto
menor o valor, maior a atividade, portanto, Clsy = Poténcia + Desvio Padrdo. Os resultados >
200 foram considerados inativos. Em relacdo as porcentagens de DPPH sequestrado, quanto
mais préximo este valor for de 100% mais ativa é a amostra, ou seja, maior é a capacidade de

sequestrar radicais livre.

> Extrato, fracdes e subfractes

As informacdes da tabela 15 revelam que todas as amostras apresentaram atividade
anti-radicalar, destacando-se a subfracdo 70 — 89 com Clsq em 5,50 + 0,54, resultado melhor
que o padrdo. Comparando-se os resultados do extrato etandlico, das fragdes e das subfracdes
0 mais significativo foi o da subfracdo 70 — 89 e 0 menos significativo foi o da ACOET-II-4,
com Clsg superior ao extrato etandlico. Estes dados indicam que a fragdo 70 — 89 tem a maior
capacidade em sequestrar radical livre e ACOET-I1-4 a menor.

Tabela 15— Clsy de extrato, fracdo e subfracdes de B. tomentosa submetidos a ensaio

anti-radicalar com DPPH (ug/mL).

Amostra Clso (ug/mL)
Extrato EtOH 23,8 £1,00
Fracéo AcOEt 10,7 £ 0,65

35-49 15,6 +0,83

Subfragao 70-89 5,28 + 0,54
AcOEt-11-3 24,3+0,52

AcOEt-11-4 29,0 £0,62

Padrdo Ac.cafeico 8,32 +0,26
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Na figura 35 os dados estdo representados de acordo com os valores da Clsp,
comprovando que a subfracdo 70 — 89 possui mais acdo antioxidante que as demais, o que
indica que os compostos com maior atividade antioxidante podem estar presentes nessa

fracdo.
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g
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|

Cl-50 pg/mL

Figura 35 — Valores da Clsy para atividade sequestradora de radicais livres do extrato,

fragdes e subfracdes de B. tomentosa.

» Compostos isolados

A mistura de compostos galato de etila e galato de metila (1/2) foi mais eficiente na
captacdo dos radicais livres do que o composto 1 (galato de etila), com Clsp em 8,4 + 0,13
uM. Enquanto o composto 1 apresentou Clsy 14,3 + 0,46 uM, a mistura dos dois compostos
foi mais eficiente que o padréo acido caféico (11,7 £ 0,18 uM). A mistura dos dois compostos
fendlicos aumentou a capacidade receptora de radicais livres tornando a mistura mais
eficiente que o composto isolado.

Os resultados indicam que os dois compostos, galato de etila (1) e galato de metila (2),
sdo antioxidantes, o que é coerente com a literatura (CERUKS et al., 2007), que registra a
acdo antioxidante dos dois compostos isoladamente.

Os dados apresentados na tabela 16 mostram que 0s compostos 3, 4 e 5 também tém

acao anti-radicalar. A Clsy dos compostos 4 e 5 sdo inferiores a do padrédo, destacando o 4
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(Corilagina) onde a Clsy foi 1,72 + 0,09, e revelando que este composto possui maior

capacidade de sequestrar radical livre nos ensaios com DPPH.

Tabela 16 — Atividade anti-radicalar dos compostos 3, 4 e 5 isolados de B.tomentosa

e do acido cafeico (uM) em relacdo ao DPPH.

Compostos isolados  Clsg (uM)

3 17,1+0,24
4 1,72+0,09
5 10,4 £ 0,24

Padrio Acido cafeico 13,1 +0,21

A atividade antioxidante do composto 3 (acido galico) ja foi registrada na literatura
sendo inclusive usado como padrdo na avaliacdo de testes antioxidantes (SOUZA et al.,
2007). A presenca de hidroxila fendlica garante a este composto o bom desempenho nos testes
para avaliagédo anti-radicalar com DPPH.

A corilagina (4) apresentou resultado mais significativo que o padrdo (Figura 36) onde
a porcentagem de DPPH sequestrado foi elevada mesmo nas concentragfes mais baixas.
KINOSHITA et al. (2007) identificaram a corilagina como um dos principais antioxidante de
Terminalia catappa (Combretaceae) e citam também a acdo hepatoprotetora deste composto.
Os compostos 1, 3 e 4 foram avaliados quanto a atividade sequestradora de radical (ZHENG
et al., 2009) e os resultados confirmam a acdo antioxidante destes compostos.

O composto 5 (buchenavina) foi isolado da fracdo 70 — 89 e exibiu excelente atividade
anti-radicalar, assim como a fracdo da qual foi purificado. Os compostos 4 e 5 mostraram
porcentagem de DPPH sequestrado superior ao padrédo em todas as concentracdes (Figura 36),
evidenciando a capacidade sequestradora de radical destes compostos. Este € o primeiro relato
do composto 5 na literatura.

A mistura dos compostos 6 e 7 (pinoresinol/epipinoresinol) foi inativa quanto a acéo

sequestradora de radicais livres.
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Figura 36 — Curva da % de DPPH sequestrada pelos compostos 3, 4 e 5 e do acido

cafeico

Comparando os valores de Clso (Figura 37) observa-se que os valores dos compostos

3,4 e 5 variaram de 0,68 a 1,23 (uM) em ordem decrescente de agdo anti-radicalar, temos 4

>5 >3, ou seja, os taninos hidrolisaveis 4 e 5 apresentaram melhor capacidade de sequestrar

radical livre que o acido galico (3) e o padréo.
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0,4
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Figura 37 — Resultado da Cls, dos compostos 3, 4 e 5 e do &cido cafeico

Comparando-se a atividade dos compostos isolados com os das fracbes dos quais

foram obtidos, os resultados foram coerentes. Os compostos 3 e 4 obtidos puros no

fracionamento da fracdo AcOEt, foram mais ativos que o 1 presente na subfracdo AcOEt-11-4

e 1 e 2 isolados da subfracdo 35 — 49, que foi menos ativa que a AcOEt.
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Entre os compostos presentes nas subfragdes, o que apresentou melhor atividade anti-
radicalar foi o composto 5, isolado da subfracdo 70-89, que apresentou melhor indice de Clsg
(0,72 pug/mL), enquanto que os compostos 6 e 7 nao foi ativo, e foi isolado da fracdo ACOEt-
I1-3 que mostrou valor de Clsg elevado em 1,36 pg/mL (Figura 35).

Os vegetais sdo fontes de antioxidantes naturais como tocoferois, vitamina C,
carotenoides e compostos fendlicos. A maioria dos compostos antioxidantes possui uma base
molecular semelhante, ou seja, pelo menos um anel aromatico e um grupo hidroxila, incluindo
os acidos fendlicos, flavonoides e isoflavonoides, ésteres de galato, taninos hidrolisaveis, etc.
(MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007).

Compostos antioxidantes protegem o sistema bioldgico do efeito nocivo de radicais
livres, que podem causar oxidacdo das células fisiologicas. Alimentos ricos em compostos
antioxidantes podem inibir, prevenir ou retardar a deterioracdo pela oxidagédo, atuando na
reducdo dos radicais livres.

Os frutos de B. tomentosa sdo consumidos pela populagdo pantaneira, e este estudo
permitiu sugerir os beneficios desta fruta para a salde desta populacdo, tendo em vista sua
atividade anti-radicalar. Este constitui o primeiro relato da composi¢cdo quimica e acgédo

bioldgica dos frutos desta espécie.

5.2 Ouratea spectabilis

5.2.1 Compostos Isolados

O fracionamento do extrato etanodlico dos frutos de O. spectabilis conduziu ao
isolamento de 16 substancias pertencentes a cinco classes diferentes de compostos:

flavonoides, lignanas, butanolideos, terpenos e cumarinas.

> Flavonoides

Os flavonoides s@o um dos mais diversos e difundidos grupos de produtos naturais,
ocupando proeminente posicdo entre os fenois naturais (AGRAWAL; MARKHAM, 1989).
Esta classe é dividida em subclasses e uma delas é a dos biflavonoides na qual estdo incluidos
cinco compostos isolados dos frutos de O. spectabilis.

Os biflavonoides ocorrem naturalmente e caracterizam-se pela ligacdo carbono-

carbono ou carbono-oxigénio-carbono entre unidades de flavonoides.
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Estas ligagOes podem existir entre duas unidades de flavanonas, flavonas ou
isoflavonas, ou entre unidades diferentes: flavanona e flavona; flavonol e flavanonol,
isoflavona e flavona. S&o poucas as combinacgdes encontradas na natureza: 16- 116; 16-118; 13-
116; 13°—118; 18-118; 13—118; 16°—118; I5°-115 e 13—113 (AGRAWAL; BANSAL, 1989).

As espécies da familia Ochnaceae sdo capazes de biossintetizar flavonoides e
biflavonoides, sendo o0s géneros mais representativos Ouratea, Luxemburgia, Ochna e
Lophira. A frequéncia e diversidade estrutural dos biflavonoides em espécies desses géneros
permitem que sejam utilizados como marcadores taxondmicos (SUZART; DANIEL; DE
CARVALHO, 2007).

O biflavonoide lophirona A é comum nos géneros Lophira e Ochna, e 0s
biflavonoides semelhantes a amentoflavona aparecem normalmente como marcadores
taxonémicos de Ouratea (ZINTCHEM et al., 2007). Neste género também foi isolado
lophirona A (MBING et al., 2003b), enquanto a ochnaflavona ja foi isolada de Ouratea e
Ochna (ZINTCHEM et al., 2007), e das folhas de Cespedesia (LOBSTEIN et al., 2004).

Naturalmente, os biflavonoides possuem como substituintes grupos de
hidroxilas/metoxilas em diferentes posicdes, e por esta razdo, teoricamente podem existir
numerosos biflavonoides. Contudo, plantas que contém biflavonoides como constituinte
majoritario ndo sdo muito comuns, sendo os biflavonoides encontrados em poucas especies.
Estes compostos possuem uma grande diversidade de atividade bioldgica: anticancer,
antiviral, inclusive anti-HIV; anti-inflamatoria e analgésica (KIM et al., 2008).

O género Ouratea tem tendéncia de metabolizar com mais frequéncia os dimeros de
flavonas, e a ligagdo mais abundante entre seus monémeros séo: 13-118 e 16-118 apresentando
uma variagdo no padréo de metilagdo (SUZART; DANIEL; DE CARVALHO, 2007).

De acordo com os dados obtidos nos espectros de RMN, os biflavonoides isolados de
O. spectabilis sdo dimeros de flavona e a ligacdo entre seus mondmeros foi de trés tipos; 13-
118, 16 -116 e 16-118.

Os compostos 8 a 12 foram isolados da fragdo diclorometénica, todos da subfracdo
OSFR-18 e 0 22 da fracdo acetato de etila.
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Composto 8 - 7’metil - agastiflavona

A sub-fragdo 37— 49 apresentou-se como um pé amarelo inodoro. O espectro de RMN
de 'H (Tabela 17, Figura 39) apresentou sinais tipicos de biflavonoides: quatro singletos em
6,550; 6,6506; 6,695 e 6,786, quatro dubletos em 6,806 (1H, J=9,0); 7,016 (1H, J=9,0); 7,616
(1H, J=9,0) e 7,956 (1H, J=9,0), que correspondem ao sistema AA’BB’ ¢ um singleto em
3,856 indicando a presenca de uma metoxila.

O composto € constituido por 31 carbonos, conforme observado no espectro de RMN
de **C (Tabela 17, Figura 40). Os sinais em 116,875 (I-3’e 5°), 129,148 (I-2’¢ 6°), 116,745 (1I-
3 ¢ 5%), 129,026 (II-2° e 6’) correspondem a carbonos do anel B para-dissubstituido,
enguanto o sinal em 165,126 foi atribuido a C, da unidade | e 0 165,526 ao C, da unidade II.

Com base no experimento HSQC (Figura 41) foi possivel correlacionar os sinais em
103,626 ¢ 103,260 (I-3, 11-3) com os sinais de hidrogénios em 6,696 e 6,656 respectivamente,
0 Cg (94,400) com o0 Hg e (6,785) de Cg (95,995) com Hg (6,550), e 0 da metila em 3,856 com
o sinal em 56,656, estas e as outras correlacdes observadas séo mostradas na tabela 17.

No experimento HMBC foram observadas as correlac@es entre o sinal de C, (165,125)
e C4 (183,115) com o de Hs (6,650); Cs (162,97 6), Cg (101,35 6 e Cq (155,42 5) com Hg (6,55
d) e C7 (164,72 5) com Hg (6,55 0) e a metoxila (3,85 &). A metoxila foi observada apenas na
unidade Il. As outras correlacdes observadas neste espectro estdo registradas na tabela 17. Os
dados apresentados pelos espectros uni e bidimensionais confirmam tratar-se de um
biflavonoide formado por dimeros de flavona com ligacdo do tipo Cg—Cg, com formula
molecular C3;H2001.

O espectro de massa apresentou pico molecular m/z =551 que corresponde a [M* - HJ,
0 peso molecular calculado é m/z= 552,1026. No espectro de infravermelho as bandas que se
destacaram foram 3411 cm™ de OH, em 2923 cm™, estiramento C-H, em 1647 cm™ | de
carbonila, e a banda de C=C de aromético em 1600 cm™.

Todos os dados foram comparados com a literatura (MOREIRA et al., 1999), assim o
composto 8 foi identificado como 7" metil-agastiflavona . Esta substancia ja foi isolada das
folhas de O. hexasperma (DANIEL et al., 2005) e ramos e folhas de O. microdonta (DE
CARVALHO et al 2008).



Figura 38 — Estrutura quimica do composto 8 (7” metil- agastiflavona)
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Tabela 17- Dados de RMN *H e de **C e HMBC de 7 metil-agastiflavona (8) (Acetona- dg) .

HE)  BeE) HMBC 'H(3) BCs) HMBC
2 165,12 Hs 165,52 Hs
3 6,69 103,62 6,65 103,26
4 183,11 Hs 183,64 Ha
5 160,93 162,97 He
6 104,29 Hs;Hs 6,55 95,99
7 164,05 Hs 164,72 Hg ; OCHs
8 6,78 94,40 101,35 He
9 158,20 He 155,42 He
10 104,58 Has; Hg 105,38 Has; He
I 122,62 122,67
2 791 129,14 7,51 129,02 He:
3 6,76 116,87 6,80 116,74
4 162,24 H,/He: 162,35 H,/Hs:
Hs/Hs- Hs/Hs:
5 6,76 116,87 6,80 116,74
6’ 791 129,14 H- 7,51 129,02
- - 3,85 56,65
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Figura 41-Experimento HSQC — ampliacdo da regido de carbonos e hidrogénios
olefinicos e aromaticos de 7” metil-agastiflavona (8) (75 MHz, Acetona-
ds, TMS 6= 0).

Composto 9 - 6.6° bigenkanina

O composto 9 presente na subfracdo 62-112 foi identificado com base nos dados dos
espectros de RMN de *H de 3C (1D e 2D) (Tabela 18). No espectro de RMN de *H (Figura
43) de 9 destacam-se 0s seguintes sinais: dois singletos largos (1 H cada) em 6,54 6 e 6.56 6 ¢
quatro dupletos em 6,72 6 (1H, J=9,0Hz), 6,92 6 (1H, J=9,0Hz), 7,53 & (1H, J=9,0Hz) e 7,835
(1H, J=9,0Hz) correspondentes a hidrogénios de anéis aromaticos e um singleto em 3,863
correspondente as metoxilas.

No espectro de RMN **C (Figura 44, Tabela 18), quatro sinais estdo com intensidade
duplicada (162,800, 160,536; 103,743, 122,855), e sdo correspondentes aos carbonos C,, Cs,
Ce € C,- das unidades I e II. Os carbonos em 129,195 (C,:, Cs:); 117, 00 (C5-Cs-) da unidade 1
e 129,256 (C,,Cs); 117,156 (C;Cs:) da unidade II, sdo caracteristicos de anel
monossubstituido. As correlagdes no experimento HSQC mostraram que os carbonos 95,60 ¢
96,15 tém coincidéncia nos valores de seus hidrogénios (6,543), e na ampliacao deste espectro
observou-se que o hidrogénio 6,566 corresponde aos hidrogénios dos carbonos 103,008 e
103,206, o que justifica o singleto largo.

As informagdes indicam que o composto 9 diferencia-se do composto 8 e tais
caracteristicas foram observadas no HMBC (Tabela 18) onde o C¢ correlaciona com Hg nhas

duas unidades, e no composto 8 esta correlacdo a com Hg na unidade I1.
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As bandas no infravermelho que corroboram com a estrutura sdo: 3421 cm™, do
grupo hidroxila, 2921 cm™, de estiramento C-H, em 1650 cm™, da carbonila do Ca, e das
ligac6es entre carbonos dos anéis arométicos, em 1594 cm™.

Este conjunto de informacgdes corresponde ao biflavonoide com férmula estrutural
Caz2H2,010. A proposta para o composto 9 foi definida como pertencente a subclasse biflavona
com combinacdo 16-116, (Figura 42). Este composto ja foi isolado das folhas de O. spectabilis
(VALADARES et al., 2003) e é conhecido como 6,6’ bigenkanina.

Figura 42 — Estrutura da 6,6’ bigenkanina (9).
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Tabela 18 - Dados de RMN de *H e de *3C e correlagdes observadas no experimento

HMBC de 6,6’bigenkanina (9) (Metanol-d,) .

YH(8) Bc) HMBC YH(S) ) HMBC
2 162,81 Hs 162,80 Hs
3 6,56 103,00 6,56 103,23
4 183,23 184,41
5 160,53 160,53
6 103,74  Hg 103,74 He
7 165,23  Hg, OCH; 165,58 Hs, OCHs
8 6,54 96,27 6,54 95,68 He
9 159,08 156,02
10 105,78 105,78 Hs
I 122,85  Hs-,Hs: 122,85 Hs-, Hs-
2’ 7,53 129,19 7,83 129,25
3’ 6,72 117,00 6,92 117,15
4 163,12  H,/He 163,12 He/H,:
5 6,72 117,00 6,92 117,15
6’ 7,53 129,19  Hy 7,83 129,25
OCH; 3,86 56,66 3,86 56,66
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Figura 43- Espectro de RMN *H - Expansdo na faixa dos ‘H aromaticos e o olefinico
do composto 9 (6,6’ bigenkanina) (300 MHz, Metanol-d4, TMS 6=0)
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Figura 44 — Espectro de RMN de *3C do composto 9 (6,6 bigenkanina), (75 MHz,
Metanol-d,, TMS 6=0).

Composto 10 -7.7’dimetilavolkesiflavona

Nas fracGes 113-149 isolou-se o composto 10 que apresentou-se como pé amarelo e
inodoro. No espectro de RMN de 'H (Tabela 19, Figura 46) foram observados sinais
majoritarios sugestivos de biflavonoides. A Comparacio dos dados de RMN *H do composto
10 com os dos compostos 8 e 9 revelou que tratava-se também de um biflavonoide. Os quatro
dupletos de hidrogénio de anel aroméatico em 6,558; 6,775; 7,496; 7,758, apresentaram o
mesmo valor de constante de acoplamento (J= 9,0Hz).

Os sinais observados no espectro de RMN de **C do composto 10 (Tabela 19, Figura
47) sdo vinte e sete, onde apenas cinco sdo duplicados. Estes correspondem aos mesmos
carbonos nas duas unidades: Cs (162,3456); C¢(101,473); C7(165,465); C4(160,110) € a da
metoxila (56,253). A ndo coincidéncia dos sinais, como por exemplo, os referentes aos
carbonos de carbonila (184,606 — Cy4l e 182,325 — Cyll), sugere que as duas unidades ndo se
ligam de maneira simétrica.

Com as informag6es do experimento HSQC (Figura 48) foi possivel correlacionar os
hidrogénios em 6,395; 6,485 e 6,518 com os carbonos 101,478c, 101,328¢c ¢ 96,228¢,

respectivamente, indicando que o Cg(97,518¢) ndo se encontra ligado a hidrogénio.
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A estrutura gquimica do composto 10 foi definida comparando-se os dados de RMN de
3C deste composto com os dados de compostos constituidos de unidades semelhantes com
ligacdes 16-118 e 13-118 e que se diferem apenas pela auséncia de metoxila (AGRAWAL;
BANSAL, 1989). A diferenca entre os dois tipos de ligacao reflete nos carbonos C; e Cs.

O deslocamento quimico do carbono Cs-1 na combinacdo 13-118 estd em torno de
110,18 e é um carbono tetrasubstituido, enquanto na 16-118 este € um carbono metinico, cujo
valor ¢ 103,15, aproximadamente. Quanto aos carbonos Cg em 13-118, tem praticamente o
mesmo valor nas duas unidades, variando de 99 a 1006 e ambos referem se a CH. Na
combinacéo 16-118 os valores do carbono Cg sdo diferentes, na unidade 1 é 103,66 (C), na II
98,96 (CH).

No espectro de carbono RMN de *C do composto 10, o sinal 107,245 (C) foi
atribuido ao C3 —I e o sinal em 101,475 (CH) foi atribuido a Cg nas duas unidades I e II.
Diante do que foi exposto anteriormente, 0 composto 10 possui a ligagédo entre as unidades I e
Il do tipo 13-118. Outra evidéncia sdo os deslocamentos quimicos de Cy nas unidades | e I,
104,726 ¢ 105,808, respectivamente, que sdao compativeis com o deslocamento de Cyp na
combinacéo 13-118.

Outra diferenca refletida pelo tipo de ligacdo entre as unidades € a correlacdo entre a
carbonila com Hs. Na ligacdo 16-118 a carbonila C, correlaciona-se com Hj nas duas unidades,
enquanto na ligacéo 13-118, a carbonila so6 se relaciona com Hs da unidade 1. Os dados obtidos
do experimento HMBC (Tabela 19) do composto 10 mostram as correlacGes entre: Cy-I
(184,6006) e Hg —I1 (6,515); C4-11 (182,498) e Hs-11 (6,485), indicando que a ligacdo entre as
flavonas realmente ocorre no Cs-1 e o Cg-11.

Deste modo, a substancia 10 foi identificada como uma biflavona com combinacao
I3-118 e formula molecular CgzHx»010 [5,5-dihydroxy-2,2'-bis(4-hydroxyphenyl)-7,7'-
dimethoxy-4H,4'H-3,8'-bichromene-4,4'-dione (7,7 dimetila-volkesiflavona)].

O peso molecular calculado foi m/z= 566, e no espectro de massas foi registrado o
pico molecular a m/z 551, correspondente a perda de 15uma (CHa) (figura 49). No espectro
de IV foram observadas bandas que estdo de acordo com a proposta estrutural do composto:
em 3520 cm™ (OH); 1614 (C=C, olefinico); 1406 (C=C, aromético) e 1198 (C-O).

A proposta para o composto 10 (Figura 45) difere da estrutura ja existente na
literatura (AGRAWAL,; BANSAL, 1989) pela presenca da metoxila no carbono C; (I e II),
ndo sendo encontrada nenhuma substancia com estas caracteristicas, sendo, portanto, uma

substancia inédita.



Figura 45 — Proposta estrutural para o composto 10 - 7,7’ dimetilavolkesiflavona .

Tabela 19- Dados de RMN de *H e de **C de 7,7°dimetilavolkesiflavona (10)

correlagdes observadas no experimento HMBC (Metanol-d).

HE)  BCE) HMBC HE)  Bee) HMBC
2 167,75 Hs, Hy/Hg: 165,68  OCHa/H,/Hs:
3 107,24 6,48 101,32 He
4 184,60 He 182,32 Hs
5 162,34 Hs 162,34
6 6,39 101,47 6,39 101,47 H,
7 165,45 165,68 Hs
8 651 96,22 97,51 Hs
9 159,84 Hs 156,31
10 105,80 104,72 Hs
I 120,37 Ha,Hs- 120,37 Hs, Hs:
2’ 749 129,62 7,75 129,07
3’ 6,77 118,92 6,55 118,87 Hs
4 160,11 Hy/He: 160,11
5 6,77 118,92 6,55 118,87
6’ 749 129,62 H, 7,75 129,07
OCH; 3,85 56,25 3,85 56,25
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Figura 46— Expanséo do espectro de RMN H, regido de sinais de hidrogénios ligados a anéis
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Figura 47- Espectro de RMN *'H - Expansdo da faixa de carbonos dos anéis aromaticos e
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Composto 11 - 7.7’ dimetoxiagastiflavona

Da subfracdo 150-189 foi isolado o composto 11, uma substancia solida e amarela. O
espectro de RMN de 'H (Tabela 20, Figura 51) do composto 11, apresentou grande
semelhanga com os biflavonoides discutidos anteriormente, destacando-se quatro singletos na
regido de 6,39 a 6,50 d. Ainda neste espectro foram registrados quatro dupletos, 7,55 6 (d, 9,0
Hz); 6,84 & (d, 8,0 Hz); 7,78 6 (d, 8,0 Hz) e 6,65 & (d,8,0 Hz). Com auxilio do experimento
HSQC (Figura 52) foi possivel definir a ligacdo dos hidrogénios aos seus respectivos
carbonos, conforme mostra a tabela 20.

Observa-se, por exemplo, que o sinal em 102,33 & se correlaciona com sinais de
hidrogénios (6,50 64 e 6,43 6y), que o0 sinal em 6,50 Jy se refere a dois hidrogénios ligados
aos carbonos correspondentes aos sinais a 102,33 6¢ e 96,30 oc.

No espectro de RMN de **C (Tabela 20), os oito sinais a seguir referem-se a carbonos
de um sistema AA’BB’ 105,52 6; 95,93 6; 129,30 6; 117,37 9; 96,30 9, 102,41 5, 128,87 6 ¢
117,44 5.

As correlacGes observadas no experimento HMBC mostram que as metoxilas se
encontram ligadas aos carbonos referentes aos sinais em 164,84 & (I1I-C;) e 165,05 ¢ (I-C7). O
sinal do hidrogénio Hg-1 (6,46 9) apresenta correlagdo com Cy-l (165,055) e o de H3-1(6,50 )
com C,-1 (166,36 9). Os sinais dos carbonos das carbonilas 184,05 & (C4-1) € 182,14 6 (C4-11)
se correlacionam com os hidrogénios Hs-1 (6,50 8) e Hs-Il (6,43 &) respectivamente. Estes
dados permitem propor para 0 composto 11 a estrutura mostrada na Figura 50, que
corresponde a uma biflavona com ligagéo 16-118.

O composto 11 é semelhante aos biflavonoides isolados em outras espécies de
Ouratea (MOREIRA et al., 1999; FELICIO et al., 2001; DE CARVALHO et al., 2006b,
2008a).

Este biflavonoide ja foi isolado das folhas de O. spectabilis e é conhecido como
7,7’dimetoxiagastiflavona (VALADARES et al., 2003).
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Figura 50- Estrutura de 7,7’ dimetoxiagastiflavona (11)
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Tabela 20- Dados de RMN de *H de **C e correlagdes observadas no experimento
HMBC de 7,7’ dimetoxiagastiflavona (11), (Acetona-dg) (300/75 MHz).

H (5) Bc@)  HMBC H (8) BciG)  HMBC
2 166,36 Hs, 166,36
H2’/H6’
3 6,50 102,33 6,43 102,33
4 184,05 Hs 182,14 Hs
5 162,22 159,16
6 105,52 6,50 96,30
7 165,05 OCHs/Hsg 164,84 OCHa/Hs
8 6,46 95,93 102,41
9 155,82 155,82
10 106,04 106,04
i 121,52 121,86
2’ 755d (J=9,0) 129,30 7,78d (J=8,0) 128,87
3 6,65d (J=8,0) 117,37 6,84d (J=8,0) 117,44
4 164,47 164,54
5 6,65d (J=8,0) 117,37 6,84d (J=9,0) 117,44
6’ 7,55d (J=9,00 129,30 7,78d (J=8,0) 128,87
OCH; 3,79 56,40 3,79 56,40
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Composto 12- 3.8’ biapigenina

Na subfracdo 224-288 (16,3mg) foi isolado o composto 12, cujo padrdo apresentado
nos seus respectivos espectros de RMN *H e *3C indicou que tratava-se de um biflavonoide.

No espectro de RMN *H (Tabela 21, Figura 54), os dubletos na faixa de 6,53  a 7,826
correspondem aos hidrogénios 2’e¢ 6°, ¢ 3’e 5’ do anel B. Pelo experimento HSQC foi
possivel identificar os protons dos anéis A e C; os singletos em 6,536 (Hs-1 —Hs-11) e 6,536
(Hg-1) pertencem ao anel A e sinal em 6,47 (Hs-11) ao C. Este singleto, em 6,505, apresenta
intensidade para dois hidrogénios.

O espectro de RMN de *3C de registrou sinais para vinte e quatro carbonos, sendo que
destes, seis sdo coincidentes nas duas unidades I e Il (Tabela 21). A estrutura do composto 12
foi proposta de acordo com informacGes observadas no experimento HMBC, que mostra as
correlagdes dos carbonos Cy4-1 (183,436) com Hg-l (6,538) ¢ o Cy4-11 (184,105) com Hs-ll
(6,500), além de Cs-1 e Cs-11 (159, 03; 158,985) com Hg —I e He-11 (6,53 3), respectivamente.

A diferenca entre os compostos 10 e 12 ¢é a auséncia da metoxila no C;. Os dados de
RMN de *C foram comparados com dados da literatura (AGRAWAL; BANSAL, 1989),
mostrando boa correlagdo e que trata-se da biflavona conhecida como 3,8’ biapigenina, com
ligagdo tipo 13-118. Este composto é comum no género Hypericum (CAKIR et al., 2003;
TATSIS et al., 2007; DEMIRKIRAN et al., 2009).

Figura 53- Estrutura de 3,8’ biapigenina (12)
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Tabela 21-Dados de RMN de *H e de **C de 3,8”’biapigenina (12) e correlagdes observadas
no experimento HMBC (Metanol-d,) e dados de RMN **C da literatura*.

E3

E3

'H©E) o Bc HMBC 'H(8) B¢ HMBC “C @) *C(®)
2 167,42 168,88 165,9 166,9
3 108,87 He 6,50 101,53 112,1 103,9
4 183,43 184,10 Hs 183,9 182,8
5 159,03 He 158,96 162,7 161,2
6 653 101,63 6,53 101,63 100,4 100,5
7 166,53 He 166,59 He 165,9 165,3
8 653 97,62 103,23 He 95,1 101,2
9 156,61 156,61 159,6 156,9
10 104,46 104,30 104,7 105,3
I 120,70 119,83 125,2 123,2
2 754 129,39 7,80 129,33 131,0 129,1
3’ 661 118,37 6,81 119,00 116,1 117,0
4 160,33 161,82 163,4 163,1
5 661 118,38 6,81 119,00 116,1 117,0
6° 754 129,39 7,80 129,33 131,0 129,1

" AGRAWAL ; BANSAL, 1989
Este € o primeiro registro dos composto 12 (Figura 53) em O. spectabilis, sendo que
esta substancia ja foi isolada em O. hexasperma (SUZART; DANIEL, DE CARVALHO,
2007).

A familia Ochnaceaea caracteriza-se por ser umas das principais fontes de

biflavonoides, sendo representada principalmente pelos géneros Ouratea, Ochna e Lophira

(OLIVEIRA et al., 2002).

A identificacdo de biflavonoides em O. spectabilis reforca a concepgdo de que estes

compostos sdo marcadores quimicos da familia Ochnaceae. O composto 10 esta sendo

descritos pela primeira vez. E os compostos 8 e 12 € o primeiro registro em Outatea

spectabilis.
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Figura 54 — Espectro de RMN de *H - Expanséo do regio de hidrogénios aromaticos
e olefinicos - de 3,8’ biapigenina (12), (300 MHz, Metanol-d,,
TMS=0).

Composto 13 e 13A- 7.7’ -diidroxi-3.3’-bi-diidrocumarina / isdbmero do pinoresinol

A subfracdo OSFR-17-199-239 apresentou uma mistura de composto de classes
diferentes, uma cumarina (13) e uma lignana (13A)

A principio a substancia isolada nesta subfracdo foi identificada como um
representante da classe das lignanas tetraidrofuranicas, mas, com o isolamento da substéncia
23 da fracdo acetato de etila (a subfracdo 10-26), comprovou-se tratar de uma mistura.
Observou-se que os compostos 13 (contido na subfracdo OSFR-17-199-239) e 23 sdo
idénticos. Os sinais majoritarios no espectro de RMN de **C (Figura 57) foram atribuidos ao
composto 13, que é igual ao composto 23, e 0s minoritarios ao composto 13A, uma lignana.
As correlacdes observadas nos experimentos HSQC e HMBC confirmam tratar-se de uma
mistura.

Os dados de RMN de *H e de *C e correlaces observadas no experimento HMBC
(Tabela 22) das duas fracOes foram comparados e as informagdes confirmam tratar-se da
mesma substancia, uma di-hidrocumarina. Esta substancia esta sendo relatada pela primeira

vez na literatura e estd descrita detalhadamente na elucidacdo do composto 23 (pagina 130),
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porque na fracdo 10-26 (23) ela estd pura. Foi identificada como 7,7’-diidroxi-3,3’-bi-

diidrocumarina (Figura 55).

Figura 55 - Estrutura do composto 13 (7,7’ hidroxi-bicumarina)

Tabela 22 - Dados de RMN de 'H e de *C e correlacées observadas no experimento
HMBC de 7,7’-diidroxi-3,3’-bi-diidrocumarina (13), (Metanol-d,).

HIC  'H(®S) Bc %) HMBC

2,2 - 175,25 Hs; Hy

3,3 3,65 52,27

4.4° 3,49 35,75 Hs

5,5 6,88 132,10 Ha

6,6’ 6,28 103,34 Hs;Hg

7,7 - 158,66

8,8’ 6,24 107,42 He

9,9’ 157,50  HuHs;Hg
10,10° 113,69  HaHg;Hs

Composto 13A - isdbmero do pinoresinol

O composto 13A pertencente a classe das lignanas, especificamente da subclasse

furorurénica, que é um derivado 3,7 dioxabiciclo [3,3,0] octano.

Os dados de RMN de 'H e de *C mostraram sinais semelhantes aos do pinoresinol

(composto 6, Figura 56), ja isolado na fracdo acetato de etila dos frutos de Buchenavia

tomentosa. Os valores de deslocamento quimico dos carbonos das duas substancias foram

comparados e verificou-se uma diferenca nos valores de C-7 e C-7’. No composto 6 este valor
esta em 86,65 & e no 13A em 87,50 6.
De acordo com a literatura (AGRAWAL; THAKUR, 1985) o deslocamento de C-7 e

C-7’ em 87,0 = 0,2 ppm ¢ correspondente a forma isomérica do pinoresinol.
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Com esta informagdo a proposta para o composto 13A (Figura 56), foi a de um
isdmero do pinoresinol, com a formacéo diferente dos anéis furofuranicos. Este composto foi
obtido em mistura no processo cromatografico em silica 230-400 (Flash), portanto ndo é

resultado de reagdo quimica direcionada para a producdo de isbmeros.

Pinoresinol (6) Isdbmero do pinoresinol (13A)

Figura 56 — Estrutura do pinoresinol (6) e o seu isbmero, composto 13A.

Tabela 23 - Dados de RMN de *H e de **C do composto 13A e correlacdes
observadas no experimento HMBC.

HIC  'H () c ) HMBC

.1° 6% 133,77 He,Ho
2,2 110,97 H,
3,3° 149,11 OCHs
44 147,29 H,,Hs,He
55 6,78 116,08
6,6° 680 120,05
770 470 87,50 Hz,He,Hs
8.8 332 55,32 Hy,Ho
9.9° 382 72,60 H,

4,25
OCH; 3,85 56,42

Os espectros de RMN de *H (Figura 57), e de **C (Figura 58) e DEPT 135°
(Figura 59) da mistura dos compostos 13 e 13A confirmam os dados registrados nas tabelas

dos dois compostos.
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Figura 57 — Espectro de RMN de *H dos compostos 7,7° hidréxi-bicumarina (13) e
13A (300 MHz, Metanol-d4, TMS 6=0).
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Figura 58- Espectro de RMN de **C dos compostos 7,7’ hidroxi-bicumarina (13) e
13A (75 MHz, Metanol-d4, TMS 6=0).
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Figura 59- Espectro DEPT-135° dos compostos 7,7’-diidrdxi-3,3’-bi-diidrocumarina
(13) e 13A (75 MHz, Metanol-d4, TMS 6=0) .

» Butanolideos

Os compostos 14 a 20 pertencem a classe dos butanolideos, que sdo substancias
formadas por uma lactona e uma cadeia lateral ligada no carbono 1 e que possuem diversas
atividades bioldgicas (SEKI et al., 1995; KUO et al., 2008).

As diferengas entre as substancias residem no tamanho da cadeia, na configuracao (cis
ou trans), na saturacdo ou insaturacdo da cadeia e no substituinte exociclico, que pode ser
metilénico ou metilico. A diversidade estrutural também esta relacionada com a configuracao
dos isémeros. A configuracdo R ou S para a hidroxila do carbono 4 é determinada de acordo
com o resultado obtido no [a]p sendo que valores positivos indicam configuragdo R e
negativos a configuracdo S (KUO et al., 2008). Compostos com este esqueleto ja foram
isolados de outras plantas, mas € o primeiro registro na familia Ochnaceae. Os dados de RMN
indicam que os compostos 14 a 20, com exce¢do do 16 sdo formados por dois carbonos
tetrassubstituidos (C-3 e C-5); um carbono carbinélico (C-4); uma carbonila de éster (C-2);

dois carbonos exociclicos, o metilénico (C-6) e o metinico (C-1"), além da cadeia alifatica.
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Compostos 14 - isochinosideo A e 15 -isochinosideo B

Os compostos 14 e 15 foram isolados da subfracdo OSFR-I da fracdo diclorometanica
de O. spectabilis e foram enquadrados nesta classe porque os dados de RMN de *H e de *C
sdo caracteristicos deste grupo.

Os sinais de RMN de *H e de **C sdo iguais nas duas estruturas sendo que a diferenca
estd nos niimeros de carbonos metilénicos alifaticos. O espectro de RMN de *H (Tabela 24,
Figura 61) registrou os seguintes sinais: 0,87 & (3H, t, J=6); 1,23 & sl e 1,50 — 2,74 3,
correspondentes aos prétons da cadeia alifatica; 4,93 e 4,708 (dd), atribuidos a hidrogénios
olefinicos exociclicos; 5,24 6 (1H, sl, H-4), hidroximetinico, e o de um hidrogénio de ligacao
dupla tri-substituida em 7,06 & (H-1"). Estes deslocamentos sdo referentes ao esqueleto da
lactona B-hidrdxi-y-metilénica-a,f3 insaturada, com geometria E, pois segundo a literatura os
compostos com geometria E apresentam o valor de H-1 em 7,06 & (KUO et al., 2008).

O espectro de RMN de **C (Tabela 24, Figura 62) apresentou onze sinais definidos,
incluindo um CHg; (14,09 8) e (CH,), da cadeia alifatica (22,67-31,90 §). Os sinais de RMN
3C que confirmam a configuragdo trans sdo os carbonos metinicos C-4 (66,44 ) e C-6 (91,31
3). O espectro de massas do composto 14 apresentou pico m/z=391, correspondente ao M™ - 1
(Figura 63), que € coerente com a formula molecular proposta para o composto 14
(C25H4403). Estes dados permitiram definir o nimero de carbonos da cadeia linear e a
proposta formulada para a estrutura (Figura 60) é compativel com dados da literatura (SEKI et
al., 1995).

A posigdo dos grupos foi estabelecida com base nos dados do experimento HMBC,
que mostram a correlacdo entre os hidrogénios olefinicos exociclicos (H-6) e o carbono
quaternario C-5(157,68) e o0 metinico C-4 (66,445).

O composto 14 mostrou rotacdo dptica especifica positiva {[0]?° + 21,5° ¢ = 0,22,
(acetona)}, da mesma maneira que o composto 15 {[a]® + 49° ¢ = 0,25, (acetona)}e,
portanto, possuem a configuragéo R.

No espectro de infravermelho as bandas atribuidas ao composto 14 foram: 3420 cm™ -
OH livre; 2912 e 2836 cm™ - estiramento C-H; 1712 cm™, de C=0 e 1616 cm™, de C=C; para
o composto 15 foram observadas bandas em: 3452 cm™ de OH; 2908 e 2836 cm™ -
estiramento C-H, 1728 cm™ , de C=0 e 1612 cm™, de C=C.

O composto 14 foi nomeado de isochnosideo A, sendo considerado inédito, pois nao

ha registro na literatura sobre 0 mesmo, e 0 15 foi nomeado provisoriamente de isochnosideo
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B, apesar da ndo obtencéo ainda dos dados de espectrometria de massas para estabelecer o

tamanho da cadeia lateral e, consequentemente, a identificacdo correta deste composto.

2 19
CH,CHy(CH,),CH,CH;

HO., /QH n=15

Q 2
6 N
e 07 o
Figura 60 —Proposta estrutural para o isochnosideo A (14)

Tabela 24 - RMN *H , **C e HMBC isochnosideo (14), (CDCls).

HIC H (5) Bci)  HMBC
2 166,63 Hi-
3 127,30 Hs-
4 5,24 66,44 He, Hi-
5 157,68 He
6 4,93H, 91,31

4,70Hy
I’ 7,06 150,18
2 2,48 29,68
3’ 2,36 28,30
4-17° 1,23 28,20-31,90
18’ 1,23 22,67

19’ 0.85 14,09
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Fgura 63 — Espectro de massas do composto 14 (Eletrospray-modo negativo).

Composto 16 — seco-ochnosideo A

O composto 16 foi isolado da fracdo hexanica e apresentou-se como uma substancia
oleosa e incolor. Seu espectro de RMN de 'H (Tabela 25, Figura 65) apresentou dois sinais de
metilas diferenciados dos observados para os compostos 14 e 15: singletos em 2,136 (3H, s,
H-3")-metila o a carbonila, e 3,713 (3H, s), de metoxila.

No espectro de RMN de **C (Tabela 25, Figura 66) os sinais que caracterizam o
composto 16 sdo: 73,35 6 (C-1"), 206,35 6 (C-2’), 24,48 6 (C-3”) e da metoxila em 52,03 5.
Portanto, a diferenca entre 0 composto 16 e os outros butanolideos isolados em O. spectabilis
pode ser caracterizada no espectro de RMN de **C, nos deslocamentos dos carbonos C-1°, C-
2’,C-3.

No experimento HMBC foram observadas as interacdes do C; (166,05 ) com a
metoxila (3,71 8) e com Hs (7,08 d); do C,: (206,35 ) com Hs- (2,13 §), com C;:(73,35 d) e
com Hs: (2,13 3). Segundo a literatura (KUO et al., 2008) o deslocamento quimico do
hidrogénio (Hs) em 7,08 & confere a estrutura a configuracdo trans (E), pois quando é a
configuracao cis (Z) este valor € menor (nicleo mais protegido), aproximadamente em 6,343.

Com base nestes dados foi possivel propor para 0 composto 16 uma estrutura
correspondente a abertura do anel lact6nico, e a consequente conversao tautomérica do enol
em cetona, e a metilacdo da carboxila originada na abertura do anel. Esta substancia foi
denominada como seco-ochnosideo A, porém falta ainda determinar o peso molecular para

definir o tamanho da cadeia e a identificagcdo definitiva do composto (Figura 64).
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Figura 64- Estrutura do seco-ochnosideo A (16).

Tabela 25 - Dados de RMN de 'H e de *3C e correlagdes observadas no experimento HMBC
do composto 16 (CDCIs) e dados da literatura* (CDCl5).

HIC ™H (8) *C (§) HMBC  C (Literatura)*
1 166,05 Hs, OCHs 166,5
2 129,68 129,5
3 7,08 149,17 149,4
I 4,87 73,35 Hs- 74,1
2’ 206,35 Hs- 206,3
3 2,13 24,48 24.4
OMe 3,71 52,03 52,2
Me 0,85 14,11 14,1

*(KUO et al., 2008)
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Compostos 17 ao 20

Os compostos 17 ao 20 pertencem a classe do butanolideos e com excecdo do
composto 18, apresentaram caracteristicas semelhantes aos compostos 14 e 15.

Os espectros de RMN de *H dos quatro compostos (17 a 20) (tabela 26, Figuras 68 e
69) apresentaram sinais de hidrogénios metilénicos alifaticos entre 1,23 e 2,77 6 e sinal de
metila em 0,85 9, indicando que o0s quatro compostos possuem cadeia alifatica semelhante.

A diferenca entre eles foi detectada nos sinais de H-1°, H-4 e H-6. Os compostos 17,
19 e 20 apresentaram os seguintes deslocamentos de hidrogénios; H-1° [1H, 7,09, t, J=7,5 Hz
(17) e 7,10, t, J=7,5 Hz (19 e 20)]; H-4 (1H, 5,33 §) e H-6 (2H, 4,94 ¢ 4,70 J), enquanto para
0 composto 18 foram atribuidos os seguintes sinais H-1": (1H, 6,67 6, t, J=7,5); H-4 (1H, 5,08
d) e H-6 (2H, 4,87- 4,65 5). Estes valores conferem aos compostos 17, 19 e 20 configuragéo
trans e para o composto 18 cis (KUO et al., 2008).

O espectro de RMN de °C dos compostos 17 (Tabela 26, Figura 70), 19 e 20
apresentou sinais idénticos em: 166,81 § (C-2), 66,35 & (C-4), 91,36 & (C-6) e 150,23 & (C-1)
e os sinais do composto 18 (Tabela 26, Figura 71) sdo: 165,24 & (C-2), 68,93 6 (C- 4), 90,25 6
(C-6) e 151,32 6 (C-1°). Estes valores de deslocamentos dos carbonos caracterizam a
diferenca entre as substéncias, sendo trans os compostos 17, 19 e 20 e cis o composto 18. Os
valores de carbonos alifaticos nos quatro compostos ficaram na faixa 22,66 — 31,89 3, e as
metilas em 14,10 & também permaneceram comuns para 0S quatro compostos. Os
deslocamentos de carbono registrados na Tabela 26 foram comparados com a literatura (KUO
et al., 2008; ANDERSON et al.,1992).

Com as informacGes dos experimento bidimensionais HSQC e HMBC foi possivel
correlacionar os dados e determinar a estrutura parcial dos compostos 17 a 20.

No espectro de IV as bandas que caracterizam 0s compostos sdo as mesmas ja
registradas para os compostos 14 e 15. Os valores das rotacBGes Opticas especificas foram
positivas variando de {[0]?° + 3,5° a 49° (c = 0,025, acetona)}, indicando configuracdo R. Os
dados do espectro de massas do composto 17 (Figura 67) apresentou pico molecular m/z
=335, que corresponde ao M™ - 1. As informagdes obtidas foram comparadas com a literatura
(ANDERSON et al., 1992) e indicaram tratar-se da substancia isolinderanolideo, com férmula
molecular C,;H3603. Os compostos 18 ao 20 receberam nomes provisorios: 18 (ochnosideo
A), 0 19 (isochnosideo C) e o 20 (isochnosideo D), por falta de dados do espectro de massas

para identificacdo definitiva dos compostos (Figura 67).
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Figura 67 — Esqueleto basico dos compostos 17 a 20

Tabela 26 - Dados de RMN de *C dos compostos 17 a 20 (CDCls).

Compostos (d)
C 17 18 19 20
2 166,81 165,24 166,81 166,81
3 127,27 127,33 127,27 127,27
4 66,35 68,93 66,35 66,35
5 157,65 157,6 157,65 157,65
6 91,36 90,25 91,36 91,36
I 150,23 151,32 150,23 150,23
2’ 22,66 -31,89  22,66-31,89 22,66 -31,89 22,66 -31,89
CH; 14,10 14,09 14,10 14,10
\V Wl “\\///7/!/'/ V
[ JLU JUAN I
e e e e oo e e e e e v

Figura 68- Espectro de RMN *H do composto 17 (isolinderanolideo) (300 MHz,
CDCl; TMS 6=0).
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Figura 69 — Espectro de RMN de *H do composto 18 (ochnosideo A) (300 MHz,
CDClg), TMS 6=0).
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Figura 70 - Espectro de RMN de *3C do composto 17 (isolinderanolideo)
(75MHz,CDCI3,TMS 6=0).
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Figura 71 — Espectro de RMN de *C do composto 18 (ochnosideo A),
(75MHz,CDCl3, TMS 6=0).

Composto 21- B-sitosterol

O composto 21 pertence a classe dos terpenoides e trata-se do esteroide B-sitosterol
(Figura 72). Este composto ja foi isolado de muitas espécies de plantas e sua presenca foi
confirmada por comparagdo com o padrdo em CCD e dos dados de RMN de’H e de **C com
os da literatura (BATISTA, 2001).

HO

Figura 72 - Estrutura do - sitosterol (21).
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Os compostos 22 e 23 foram isolados da fracdo acetato de etila, 0 composto 22 € um

biflavonoide e 0 23 € uma cumarina do tipo dihidrocumarina.

Composto 22 — agastiflavona

O composto 22 foi isolado da subfragdo 60-82 da fragdo acetato de etila, apresentando-
se como uma substancia amarela, sélida e solGvel em metanol, e seus dados de RMN de H e
de **C indicaram que tratava de um biflavonoide.

O espectro de RMN *H (Figura 74) apresentou, entre outros, sinais correspondentes a
quatro singletos (6,37 d; 6,59 9, 6,67 & e 6,69 9) e quatro dupletos [6,74 & (d; 9,0 Hz); 6,95 &
(d; 9,0 Hz); 7,55 6 (d; 6,0 Hz) e 7,90 6 (d, 9,0 Hz)], conforme mostrado na tabela 27.

No espectro de RMN **C de 22 (Figura 75) foram relacionados 26 sinais (Tabela 27),
sendo que quatro destes estdo duplicados: 115,46 §; 127;82 o; 115,66 & e 128,09 9,
correspondentes aos carbonos 3,5,2 e 6 do anel B das unidades | e 11, respectivamente.

Estes dados levaram a proposicdo de que o composto 22 trata-se da biflavona com
ligacdo 16-118, conhecida como agastisflavona (Figura 73), a qual ja foi isolada de outras
espécies de Ouratea (DE CARVALHO, et al. 2008b; DANIEL et al, 2005 e MOREIRA et
al., 1999).

As informacdes obtidas dos experimentos bidimensionais HSQC e HMBC, bem como
os dados da literatura (AGRAWAL;BANSAL, 1989) confirmaram a proposicdao. Da fracdo
diclorometéanica de O. spectabilis foi isolada a 7,7° dimetdxi-agastiflavona (composto 11)
(Figura, 49), que difere de 22 apenas pela presenca de uma metoxila adicional no carbono 7
nas unidades I e 1l no anel A do composto 11.

Figura 73- Estrutura da agastiflavona (22).
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Tabela 27- Dados de RMN de *H e de **C do composto 22 (agastiflavona) e da

literatura™ (Metanol-d,) .

Composto 22 Literatura” Composto 22 Literatura”

1(5) 15) 11(3) 11(3)
C-2 164,67 165,03 164,80 165,20
C-3 102,49 104,04 101,98 103,56
C-4 182,92 183,54 182,55 183,14
C-5 161,18 161,29 161,38 163,14
C-6 103,63 104,08 98,71 96,03
C-7 163,12 163,08 163,52 164,82
C-8 93,46 94,50 99,26 101,00
C-9 157,66 158,18 163,52 155,50
C-10 103,91 105,12 104,10 105,55
C-1 121,89 123,16 122,01 123,16
c-2 128,09 129,25 127,82 129,08
C-3’ 115,66 116,75 115,46 116,75
C-4 161,11 161,81 161,11 161,81
C-5 115,66 116,75 115,46 116,75
C-6’ 128,09 129,25 127,82 129,08
H-3 6,67 6,65 6,59 6,60
H-6 - - 6,37 6,54
H-8 6,69 6,80 - -
H-2°,6’ 7,90 7,94 7,55 7,62
H-3°,5’ 6,95 7,05 6,74 6,83

“MOREIRA et al., 1999

Figura 74 - Espectro de RMN de 'H da agastiflavona (22), (300MHz, Metanold,, TMS §=0).
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> Cumarinas

As cumarinas sdo benzo-derivados da pirona, de ocorréncia natural ou sintética,
amplamente distribuidas no reino vegetal (mais de 1300 estruturas), podendo ser encontradas
também em fungos e bactérias (MIRANDA, 2001). As cumarinas ocorrem em diversas
familias de angiospermas e em diferentes partes da planta, incluindo raizes, flores e frutos,
(RIBEIRO; KAPLAN, 2002).

Em 1940, a FDA (Food and Drug Administration, USA) proibiu o uso como aditivo
alimenticio da substancia que dd o nome a esta classe, a cumarina, devido a sua potencial
hepatotoxicidade. No entanto, as aplicacOes desses compostos estdo superando os aspectos
negativos. As cumarina sdo atribuidas uma grande variedade de atividades bioldgicas, tais
como acao antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria, antiespasmaodica, antitumoral e
antioxidante (MIRANDA, 2001).

O composto 23 é uma cumarina do tipo diidrocumarina, que se caracterizam por
apresentarem um anel aromatico de seis membros e uma lactona (UENISHI, SUDO, ENDO,
2009).

Composto 23 -7,7’-diidroxi-3,3’-bi-diidrocumarina

composto 23 apresentou-se como uma substancia sélida alaranjada, soluvel em
MeOH. O espectro de RMN de 'H (Figura 77) apresentou poucos sinais; na regido de
hidrogénios alifaticos, dois singetos em 3,49 & e 3,66 9, ¢ na regido de hidrogénios aromaticos
foram registrados os dupletos em 6,28 & ¢ 6,88 & e o duplo-dupleto em 6,22 & (Tabela 28).

O espectro de RMN de **C (Figura 78) apresentou nove sinais, os quais, com auxilio
do espectro DEPT-135° (Figura 79), foram identificados como: carbonos alifaticos, CH,
(35,74 5) e CH (52,24 6); carbonos de anel aromatico, trés CH em 103,78 3, 107,39 o ¢
132,40 8. Os outros carbonos que completam a estrutura da substancia sdo quatro
tetrassubstituidos em 113,78 6; 157,52 &; 158,686 € um carbonilico em 175,23 & (Tabela 28).

Os dados observados no experimento bidimensional HMBC mostram as correlagdes
do carbono carbonilico C-1 com os hidrogénios alifaticos correspondentes aos sinais em 3,493
e 3,66 6 e outras correlagdes apresentadas na tabela 28.

No espectro de infravermelho a banda em 1764 cm™ esta de acordo com a lactona de
seis membros com o oxigénio ligado a carbono sp?, apresentada pelo composto 23.

Com estas informacGes foi possivel sugerir que o composto 23 pertence a classe das
diidrocumarinas. Como os espectros de RMN de *H e de *3C registraram apenas um CH,, e

um CH alifaticos, nenhuma metoxila ou metila a proposta para esta substancia foi a de que se
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trata de um dimero, cujas unidades encontram-se unidas pelos carbonos C-3 e C-3°. Os dados
de RMN de H e de C sugerem a férmula molecular C1gH1405 € que 0s anéis aromaticos
apresentam hidroxilas em C-7 e C-7’. Esta substancia ¢ denominada 7,7’-diidréxi-3,3’-bi-

diidrocumarina (Figura 76) e € inédita na literatura.

Figura 76 — Estrutura do composto 23 (7,7’-diidréxi-3,3’-bi-diidrocumarina).

Tabela 28 - Dados de RMN de *H e de **C e correlacBes observadas no experimento
HMBC de 7,7’-diidréxi-3,3’-bi-diidrocumarina (23), Metanol-d,.

HC 'HE) ®Cc@©e) ™M J(Hz) HMBC
2,2 175,23 Ha;Ha

3,3 3,66 52,24 S

4.4 3,49 35,75 S Hs
5,5 6,88 132,40 D 6,0 Ha
6,6’ 6,28 103,32 D 3,0 Hs; Hs
7,7 158,68 Hs
V8,8 6,22 107,39 dd  3,0;3,0 He
9,9° 157,52 Hs; Hs

10,10’ 113,67 Ha; He; Hs
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Figura 79- Espectro de DEPT-135° do composto 23 - 7,7’-diidrdxi-3,3’-bi
diidrocumarina, (75 MHz, Metanol-d4, TMS 6=0)

5.2.1 Atividade antibacteriana de O. spectabilis

> Extratos, fracGes e subfracbes

O extrato etanolico dos frutos, assim como, as fracdes e subfracdes apresentaram CIM
>1000 para P. aeruginosa (Tabela 29). As fracGes diclorometénica e hexanica apresentaram
resultados mais significativos frente a E. faecalis. Os resultados apresentados na tabela 29

mostram que 0S compostos menos polares apresentaram atividade antibacteriana mais
promissora.
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Tabela 29- CIM (ug/mL) apresentada pelo extrato etanolico (EtOH) e fragdes hexanica
(HEX), diclorometanica (DCM), acetato de etila (AcOEt) e hidrometandlica

(MeOH/H,0) dos frutos de O. spectabilis frente as cepas bacterianas testadas

Bactérias Extrato Fracoes Padrdo
EtOH HEX DCM AcOEt MHeOOH/ Cloranfenicol
2
S. aureus 1000 1000 1000 >1000 >1000 1
P. aeruginosa >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 8
E. fecalis 1000 250 500 >1000 >1000 0,5

As subfracbes OSFR-I, OSFR-17 e OSFR-18 apresentaram concentra¢do inibitoria
minima entre 125 a >1000 (Tabela 30). A OSFR-I apresentou melhor resultado, pois mostrou
atividade antibacteriana frente as trés cepas, indicando que o fracionamento cromatografico
foi eficiente na separacdo dos compostos e consequentemente na seletividade antibacteriana.

As subfracOes da fase diclorometénica apresentaram CIM elevada, o resultado mais
significativo foi apresentado pela subfracdo OSFR-I frente a E. faecalis (125 pg/mL). Em
relacdo a S. aureus, duas amostras, OSFR-I e OSFR-18, apresentaram CIM em 250 pg/mL,
resultado satisfastorio por tratar-se de uma bactéria que expressa pouca sensibilidade a
farmacos.

Tabela 30- Testes de atividade antibacteriana das subfrag6es obtidas no fracionamento

da fracdo diclorometanica de O. spectabilis frente as bactérias testadas.

(Hg/mL)
Bactérias Subfracdes Padrao
OSFR-1 OSFR-17 0SFR-18 Cloranfenicol
S. aureus 250 500 250 1
P. aeruginosa 1000 >1000 >1000 8
E. faecalis 125 1000 500 0,5

A fracdo hexanica foi fracionada com o objetivo de obter os compostos responsaveis
pela atividade contra E. faecalis. As subfracdes foram testadas quanto a atividade bacteriana
sendo selecionadas as subfracfes 32-45; 46-50 e 51-72, que ainda foram testadas frente as
outras duas cepas.

O resultado foi idéntico para as trés amostras, 1000 pg/mL para S. aureus,
>1000ug/mL para P. aeruginosa e contra E. faecalis 62,5 pg/mL (Tabela 31) apresentaram

CIM mais expressivo, da mesma forma que a fragcdo hexanica.



134

Comparando-se os resultados das subfracfes provenientes da fragdo hexanica com as
da diclorometéanica, observou-se que S. aureus foi mais sensivel as subfracdes oriundas da
fracdo diclorometanica, enquanto que E. faecalis apresentou maior sensibilidade as subfracdes
da fragdo hexanica.

Tabela 31- Testes de atividade antibacteriana das subfragfes obtidas no fracionamento

da fracdo hexanica de O. spectabilis frente as bactérias testadas (pug/mL).

Bactérias Subfracéoes Padrao
32-45 45-50 51-72 Cloranfenicol
S. aureus 1000 1000 1000 1
P. aeruginosa >1000 >1000 >1000 8
E. faecalis 62,5 62,5 62,5 0,5

» Compostos isolados

Os compostos 8, 9 e 11 isolados da subfragdo OSFR-18 mostraram atividade
antibacteriana pelo menos para uma cepa testada. O composto 12 apresentou resultado positvo
frente as trés cepas. Os compostos 10 (7,7’ dimetilavolkesiflavona) e 13 e 13A
(pinoresinol/epipinoresinol) apresentaram CIM >200 para as trés bactérias (Tabela 32).

O composto 8 (7 metil- agastiflavona) ndo apresentou atividade frente a S. aureus,
mas apresentou atividade antibacteriana contra P. aeruginosa e E. faecalis ndo seguindo o
mesmo padrado da fracdo OSFR-18, da qual foi isolado, este resultado é relevante uma vez que
mostra atividade contra duas bactérias de grande importancia no cenario mundial de
infecgoes.

O composto 9 (6,6’bigenkwanina) apresentou atividade contra S. aureus (200 pg/mL)
e 0 11 (7,7’ dimetoxiagastiflavona) CIM promissora contra E. faecalis (25 pg/mL). Estes dois
compostos ja foram isolados das folhas de O. spectabilis.

Os biflavonoides 9 e 11 foram testados quanto a atividade inibidora de aldose redutase
(enzima relacionada com o inicio da formacédo de catarata em diabéticos) Os dois compostos
apresentaram atividade, porém o 9 (6,6’bigenkwanina) foi trés vezes mais ativo que o
flavonoide quercetina, usado como controle positivo (FELICIO et al., 1995).

Os referidos compostos foram avaliados quanto a atividade citotdxica e o resultado
indicou que as concentracdes que causam inibicdo no crescimento de células SIRC (em 50%)
sd0 muito maiores do que as concentragdes necessarias para a atividade de aldose redutase.
Isto é, a concentracdo que inibe a atividade da aldose redutase ndo é toxica para as células
(SIMONI et al., 2002)
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O resultado mais promissor dos compostos isolados da fragdo OSFR-18 foi registrado
para composto 12 (I-3-11-8 biapegenina), e embora tendo uma CIM elevada (200 pg/mL), foi
0 Unico que apresentou atividade para as trés cepas. Este composto estd presente em
Hypericum perforatum e possui atividade antidepressiva (ISACCHI et al., 2009). Esse
resultado vem aumentar o arsenal de substancias com acdo antibacteriana disponiveis para
novos medicamentos.

Tabela 32 - Atividade antibacteriana dos compostos 8 a 13 e 13A isolados das

subfracfes OSFR-17 e OSFR-18 dos frutos de O. spectabilis frente a S.

aureus, P. aeruginosa e E. faecalis (ug/mL).

Bactérias Compostos isolados Padréao
8 9 10 11 12 13e13A  Cloranfenicol
S. aureus >200 200 >200 >200 200 >200 1
P. aeruginosa 200 >200 >200 >200 200 >200 8
E. faecalis 200 >200 >200 25 200 >200 0,5

As substancias isoladas da subfracdo OSFR-1 14 e 15 (isochnosideo A e B,
respectivamente) apresentaram resultados diferentes. Para E. faecalis o 14 apresentou
resultado mais relevante, com CIM em 50 pug/mL e para as cepas P. aeruginosa e S. aureus
apresentou CIM elevada (200 pg/mL), enquanto o 15 apresentou os mesmos valores de CIM
(200 pg/mL) para as trés cepas (Tabela 33). Séo resultados importantes visto que estes dois
compostos podem auxiliar nas formulacGes de novas drogas contra infeccdes causadas por
estas bacteérias.

Os compostos seco-ochnosideo A (16) e isolinderanolideo (17) isolados da subfragdo
(51-72) originarias da fracdo hexanica apresentaram o0s seguintes resultados: concentracao
inibitério minima > 200 para S. aureus , contra E. faecalis (25 pg/mL) e para P. aeruginosa
o resultado do composto 17 foi mais promissor o0 16 (200 pg/mL) e 0 17 (100 pg/mL).

Estes resultados confirmam a CIM promissora para E. faecalis da mesma forma que a
subfracdo de origem (51-72), mas difere no resultado para as outras bactérias, porque 0s
compostos 16 e 17 inibiram o crescimento nas concentracdes mais alta (200 e 100 pg/mL) de
P. aeruginosa enquanto na subfracdo 51-72 a bactéria ndo mostrou sensibilidade. Quanto a S.
aureus esta cepa bacteriana mostrou-se resistente aos compostos (16 e 17), e a para subfracédo

apresentou pouca sensibilidade.
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O composto 18 (ochnosideo A) apresentou CIM elevada para S. aureus e P.
aeruginosa (200 pug/mL) e >200 para E. faecalis, resultado que difere da subfracdo 32 — 45,
que apresentou atividade antibacteriana frente a E. faecalis.

Os compostos 19 (isochnosideo C) e 20 (isochnosideo D) mostraram 0s seguintes
resultados: ambos apresentaram CIM elevada frente S. aureus (200 pug/mL), e em relacéo a E.
faecalis, 19 apresentou CIM >200 pg/mL e 20 CIM em 200 pug/mL. O composto 19 néo foi
avaliado contra P. aeruginosa. O composto 20 apresentou resultado igual ao da subfracéo 46-
50 com atividade antibacteriana frente a S. aureus e E. faecalis e em relagdo a P. aeruginosa,

a bactéria ndo foi sensivel as amostras testadas.

Tabela 33 — Concentracdo inibitéria minima dos compostos 14 a 20 frente as bactérias
testadas (ug/mL).

Bactérias Compostos Isolados (ug/mL) Padrdo
14 15 16 17 18 19 20  Cloranfenicol
S. aureus 200 200 >200 >200 200 200 200 1
P. aeruginosa 200 200 200 100 200 NT >200 8
E. faecalis 50 200 25 25 >200 >200 200 0,5

NT- ndo testada

O composto 22 (agastiflavona) apresentou CIM >200 frente as trés bactérias assim
como a fracdo AcOEt, enquanto o 23 (7,7’-diidrdxi-3,3’-bi-diidrocumarina) foi inativo frente
a S.aureus e P. aeruginosa e mostrou CIM em 200 pg/mL contra E. faecalis.

Os resultados obtidos com os compostos isolados de O. spectabilis foram promissores,
principalmente para E. faecalis. Dos nove compostos que apresentaram atividade para esta
cepa, quatro (14;11;16 e17) mostraram CIM expressiva entre 50 e 25 pg/mL. Este resultado é
importante visto que, os Orgdos competentes na &rea da saude tém manifestado grande
preocupacdo em relacdo as infeccdes causadas por E. faecalis, uma vez que o nimero de
infeccbes provenientes de tal bactéria tem aumentado consideravelmente com casos de cepas
resistentes aos antibioticos.

Quanto a P. aeruginosa os resultados descritos foram bons, todavia o composto 17
apresentou CIM mais significativo. E um resultado relevante tendo em vista que este
microorganismo é um patégeno oportunista, responsavel por infec¢es graves em pacientes
imunocomprometidos e a busca de novas substancias que tenham acdo contra este

microorganismo se faz necessario.
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O resultado menos promissor foi contra S. aureus, microorganismo muito mais
comum em infeccdes, e caracterizado pela elevada resisténcia aos antibioticos. Os compostos
que apresentaram atividade antibacteriana a esta cepa, abrem novos caminhos na busca de
substancia com atividade contra este microorganismo.

Os compostos 12 (1-3-11-8 biapegenina) e 22 (agastiflavona) possuem o mesmo tipo de
ligagdo 16-118 e apresentaram resultados diferentes no teste antibacteriano, o 12 mostrou
atividade para as trés cepas e o0 22 foi inativo. A diferenca dos dois compostos esta no tipo de
ligagdo 0 12 é 13-118 e 0 22 16- 118, este fator pode influenciar nos resultados na atividade
antibacteriana.

Os compostos 14 a 20, com excecdo do 16. possuem 0 mesmo esqueleto bésico
diferindo um do outro pelo tamanho da cadeia e configuracéo cis ou trans. Estudos realizados
com esta classe de compostos revelaram atividade citotoxica dos mesmos (ANDERSON et
al., 1992, CHENG et al., 2001; CHEN et al., 2008). De acordo com Cheng et al., (2001), a
atividade citotéxica dos butanolideos é atribuida provavelmente & presenca da lactona a,
insaturada.

Chen et al. (2007) investigaram quatro compostos pertencentes a classe dos
butanolideos, inclusive um composto com esqueleto semelhante ao do composto 16 (seco-
ochinosideo A), quanto ao efeito no DNA em linhagem de células de cancer coloretal em
humanos. Os quatro compostos mostraram atividade, pois provocaram danos no DNA das
células testadas.

Os resultados apresentados pelos compostos isolados dos frutos de O. spectabilis sdo
relevantes. No entanto, estes compostos devem ser investigados quanto as suas atividades
toxicas ou efeitos colaterais. Ha urgéncia de novas substancias com atividade contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, e compostos isolados de plantas, ap6s testes laboratoriais
poderdo ser usados no tratamento de infeccdes causadas por estes microorganismos.

Estes resultados mostram que os frutos de O. spectabilis apresentam variedade
estrutural de compostos, pois foram isoladas 16 substéncias pertencentes a quatro classes
diferentes: flavonoides, lignana, butanolideos e cumarina, todos com excecao dos compostos

10, 13/13A e 22 apresentaram atividade antibacteriana.
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5.2.2 Atividade Antifuingica de O. spectabilis

> Extrato, fracOes e subfracoes

Os resultados registrados na tabela 34 mostram que a CIM variou de 62,5 a >1000
Hg/mL, a fracdo hexanica mostrou resultado mais relevante, porque apresentou atividade
antifingica contra as cinco cepas fungicas, enquanto o extrato etanolico e a fracédo
diclorometanica contra trés cepas.

Analisando os resultados do extrato etandlico, das fracdes hexanica e diclorometénica,
para cada cepa, 0 mais significativo foi apresentado pela fracdo diclorometéanica frente a C.
krusei (62,5ug/mL). A fracdo acetato de etila apresentou resultado menos promissor, 1000
pug/mL contra C. albicans e C. parapsilosis e >1000 ug/mL para C. krusei, C. glabrata e C.
neoformans.

As subfracOes obtidas da fracdo diclorometanica OSFR-I, OSFR-17 e OSFR-18
mostraram resultados mais relevantes do que a fracdo de origem. A que respondeu melhor ao
ensaio foi a OSFR-17, com CIM < 500 pg/mL frente a trés cepas fangicas, C. krusei, C.
parapsilosis (250 pg/mL) e C. neoformans (125 pug/mL).

A fracdo OSFR-18 apresentou resultados significativos contra C. glabrata (125
pug/mL). A OSFR-I apresentou o resultado menos promissor, mostrando CIM >1000 contra
C. krusei e elevada para as outras cepas (1000 pg/mL).

Os resultados das subfracbes foram melhores do que os obtidos na fracdo
diclorometénica, pois apresentaram atividade antifungica contra as cepas C. glabrata e C.
parapsilosis. Todos os resultados sdo importantes, porém destaca-se a CIM da subfracéo
OSFR-18 frente a C. albicans, que apresentou o melhor resultado para esta cepa entre as
subfracdes obtidas no fracionamento da fracao diclorometanica.

Quanto as subfracdes da fracdo hexanica (32-45; 46-50; 51-72), a mais significativa
foi a 32-45 que apresentou atividade antifungica frente as cinco cepas testadas.

O resultado menos expressivo foi apresentado pela fracdo 51-72, que foi ativa para
apenas duas cepas, com melhor resultado contra C. glabrata (250 pg/mL). As fracGes 32-45 e
46-50 apresentaram atividade relevante contra C. albicans, assim como a fase hexanica.

A levedura C. glabrata foi sensivel as trés subfracdes da fase hexanica, enquanto o C.

neoformans mostrou sensibilidade apenas a subfracdo 32-45.
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Tabela 34 — Concentragdo inibitéria minima (ug/mL) do extrato etandlico, fracGes e

subfracdes do fruto de O. spectabilis contra Candida sp. e Cryptococcus

neoformans.
Leveduras
Candida Candida  Candida Candida. Cryptococcus.
albicans  krusei glabrata parapsilosis neoformans
Extrato EtOH 1000 250 >1000 >1000 250
Fracdes DCM 1000 62,5 >1000 >1000 1000
HEX 500 500 1000 1000 1000
AcOEt 1000 >1000 >1000 1000 NT
OSFR-I 1000 >1000 1000 1000 1000
OSFR-17 1000 250 500 250 125
Subfragdes OSFR-18 500 1000 125 1000 1000
32-45 500 1000 250 1000 1000
46-50 500 1000 500 1000 >1000
51-72 1000 >1000 250 >1000 >1000
Padrdo Anfotericina B 0,25 1 0,5 0,5 0,25

» Compostos Isolados

Os resultados de atividade antifungica dos compostos 8 a 13 e 13A, isolados das
subfragdes OSFR-17 e OSFR-18 s&o apresentados na tabela 35 e mostraram-se promissores,

principalmente para C. glabrata.

Tabela 35 - Resultado da atividade antifungica dos compostos isolados 8 a 13 e 13A
(ng/mL) frente a Candida sp. e Cryptococcus neoformans.

Compostos Isolados Padrao
Leveduras 8 9 10 11 12 13/13A  Anfotericina B
C. albicans 100 200 200 100 >200 200 0,25
C. krusei 100 200 200 200 50 200 1
C. glabrata 50 50 100 100 6,25 100 0,5
C. parapsilosis 200 >200 200 200 >200 200 0,5
C. neoformans 200 25 200 200 200 200 0,25

A cepa menos sensivel a estes compostos foi a de C. parapsilosis, pois ndo sofreu
nenhum efeito dos compostos 9 e 12 (CIM >200), e para 0s outros compostos (8, 10, 11 e
13/13A) apresentou CIM elevado (200 pg/mL). A levedura mais sensivel foi C. glabrata,
observando-se atividade dos compostos entre 6,25 a 100 pg/mL. O melhor resultado foi



140

mostrado pela substéncia isolada da subfracdo OSFR- 18, o biflavonoide 13-118 biapigenina
(22) com CIM em 6,25 pg/mL.

A maioria dos compostos mostrou atividade antifungica (200 pg/mL) para
Cryptococcus neoformans, com excecdo do composto 9 (6,6 biagenkwanina), que apresentou
CIM promissora (25 pg/mL).

Em relagdo a cepa de C. albicans, os melhores resultados foram apresentados pelos
compostos 8 (7” metil- agastiflavona) e 11 (7,7”dimetoxi-agastiflavona) com concentracédo
inibitéria minima em 100 pg/mL, enquanto para o composto 12 (1-3-11-8 biapigenina) a cepa
ndo mostrou sensibilidade. Os outros compostos (9, 10, 12, 13 e 13A) apresentaram atividade
com CIM em 200 pg/mL.

Comparando os resultados dos biflavonoides (tabela 35), isolados da subfracdo OSFR-
18 observou-se que a atividade antifngica variou entre uma amostra e outra, mesmo nos
compostos com estrutura semelhante. E o caso dos compostos 8 (77 metil- agastiflavona) e 11
(7,7”-dimetoxi-agastiflavona), 10 (7,7 dimentilavolkesiflavona), e 12 (I-3-11-8 biapigenina).
Isto indica que os substituintes podem ter papel fundamental na atividade biologica dos
compostos.

A mistura 13/13A (pinoresinol/epipinoresinol) apresentou bom desempenho nos
resultados mais significativos contra C. glabrata, enquanto a subfracdo de origem OSFR-17
foi mais significativa contra C. neoformans.

Os compostos 9 (6,6’bigenkwanina) e 11 (7,7’ dimentoxi-agastiflavona) anteriormente
foram testados quanto a atividade antifungica e os resultados revelaram que estes compostos
inibem a producéo de Aflatoxina B1 e B2 produzidas pelo Aspergillus flavus (GONCALVEZ;
FELICIO; PINTO, 2001).

Os compostos 14 a 20 apresentaram resultados similares, sendo que a concentracao
minima inibitoria variou de 50 a 200pug/mL (Tabela 36).

Os fungos apresentaram pouca sensibilidade a estes compostos. Contra C. neoformans
0 melhor resultado entre os compostos 14 a 20 foi apresentado pelo 20 com CIM em (100
pug/mL). A levedura C. parapsilosis apontou o mesmo resultado para todos 0s compostos
testados (200 pg/mL). Os compostos 18 (ochnosideo A) e 19 (isochnosideo C) ndo foram
testados por ndo apresentarem massa suficiente para realizacdo de todos os testes.

O microorganismo que apresentou maior sensibilidade foi C. glabrata para o
composto 17 (isolinderanolideo) com CIM em 50 pg/mL. Para os compostos 16 (seco-
ochinosideo A), 18 (ochinosideo A) e 20 (isochnosideo D) os resultados foram em 100

pg/mL.
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Para a cepa C. krusei, os resultados mais promissores foram registrados pelos
compostos 18 (ochinosideo A), 19 (isochnosideo C) e 20 (isochnosideo D) em 100 pg/mL.

O resultado mais significativo contra C. albicans foi apresentado pelos compostos 14
(iso-ochnosideo A), 18 (ochnosideo A), 19 (isochnosideo C) e 20 (isochnosideo D), com o
CIM em 100 pg/mL. As outras substancias apresentaram CIM em 200 pg/mL.

Comparando os resultados dos compostos (14 a 20) frente as cepas fungicas Candida
sp e Cryptococcus, o 20 (isochinosideo D) apresentou resultado mais promissor, enguanto o
15 (isochinosideo B) foi o resultado menos significativo, porque apresentou concentracao
minima inibitoria elevada para todas as cepas. Comparando os resultados dos compostos cis 0
ochnosideo A (18) com os outros compostos que sdo trans, foi observado que ndo houve
diferenca entre eles. O resultado variou independente da configuracdo estrutural apresentada

pelas substancias.

Tabela 36 — CIM (ug/mL) dos compostos 14 a 20 frente as cepas flngicas de Candida

sp. e Cryptococcus neoformans.

Leveduras Compostos isolados Padréo
14 15 16 17 18 19 20 Anfotericina B

C. albicans 100 200 200 200 100 100 100 0,25

C. krusei 200 200 200 200 100 100 100 1

C. glabrata 200 200 100 50 100 200 100 0,5

C. parapsilosis 200 200 200 200 NT NT 200 0,5
Cryptococcus 200 200 200 200 200 200 100 0,25
neoformans

Os compostos 22 (agastinoflavona) e 23 (7,7’ hidroxi-bicumarina) oriundos da fracao
acetato de etila, mostraram resultados promissores, pois foram ativos para todos os fungos
testados. O composto 22 apresentou atividade moderada com CIM em 100 pg/mL para todas
as cepas com excecdo da C. glabrata que apresentou sensibilidade siginificativa com CIM em
6,25. Em relacdo ao 23 C. albicans e C. neoformans apresentaram mais sensibilidade com
CIM em 100 pg/mL, as outras especies foram menos sensiveis, apresentando CIM em 200
pg/mL. Os resultados apresentados pelas substancias isoladas no fracionamento dos frutos de
O. spectabilis foram satisfatdrios, pois nenhuma amostra foi inativa a todas cepas testadas.

Os dados mostram que as cepas fangicas foram mais sensiveis, pois 0 numero de

amostras com concentracdo inibitoria minima >1000 para extrato, e fragcdes >200 para 0s
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compostos isolados, foi inferior aos relacionados no teste antibacteriano tanto para B.
tomentosa quanto para Ouratea spectabilis. O resultado mostra que as cepas bacterianas sdo
mais resistentes e por esta razdo ha dificuldade em encontrar substdncia com atividade

antibacteriana para estes microorganismos.

5.2.3 Atividade anti-radicalar de O. spectabilis

O estudo quimico dos frutos de O. spectabilis levou ao isolamento de seis biflavonas,
uma lignana da série furofuranica, sete butanolideos , um esterdide e uma diidrocumarina.

O extrato etandlico dos frutos de O. spectabilis, assim como as fracGes, subfracdes e
compostos isolados foram avaliados em ensaio antioxidante usando o método do DPPH.

Embora sejam considerados compostos fenolicos, os biflavonoides (8 a 12 e 22), as
lignanas (6, 7, 13A) e a cumarina (23) ndo mostraram atividade sequestradora de radical livre.
Em relacdo aos butanolideos a explicacdo pode estar na auséncia da hidroxila fendlica e por
serem compostos de baixa polaridade.

O biflavonoide 13118 biapigenina apresentou atividade inibitéria de oxigénio reativo
(DEMIRKIRAN et al., 2009); esta substdncia também foi avaliada quanto atividade
antioxidante pelo método de DPPH e apresentou o melhor resultado entres os seis compostos
fenolicos testados (CAKIR et al., 2003).

No entanto, assim como no presente trabalho esta mesma substancia, a 13-118
biapigenina, em ensaio antioxidante, usando método do DPPH, foi inativa (SILVA; MALVA;
DIAS, 2008),
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6 CONCLUSAO

O estudo do extrato etandlico, fracGes, subfracBes dos frutos de B. tomentosa e O.
spectabilis conduziu ao isolamento de vinte e trés compostos, que apresentaram atividade
antibacteriana, antifingica e anti-radicalar.

Do extrato etanolico do fruto de B. tomentosa foram isolados &cidos fendlicos, taninos
hidrolisaveis e lignana furofuranica e de O. spectabilis, biflavonoides, lignana furofuranica,
butanolideos, esteroide e diidrocumarina.

No fracionamento dos frutos de B. tomentosa foram isoladas sete substancias, destas o
composto 5 (buchenavina) esta sendo relatado pela primeira vez na literatura.

A pesquisa com os frutos de O. spectabilis conduziu ao isolamento de dezesseis
compostos, e destes, trés sdo inéditos: o0 10 (7,7’ dimetilavolkensiflavona), o 14 (isochnosideo
A) e 0 23 (7,7’-diidroxi-3,3’-bi-diidrocumarina).

Alguns compostos sdo inéditos na espécie ou na familia: o pinoresinol (6) e o
epipinoresinol (7) em B. tomentosa, e em O. spectabilis foi registrado pela primeira vez o
composto 8 (7” metil- agastiflavona), o I-3-11-8 biapigenina (12) e o isdmero do pinoresinol
(13). Quanto aos butanolideos, estes estdo sendo relatados pela primeira vez na familia
Ochnaceae, 0 composto 17 (isolinderanolideo), ja foi isolado em Lauraceae.

Os compostos fenolicos isolados da fragdo acetato de etila de B. tomentosa foram mais
significativos no ensaio antifingico, enquanto que na atividade antibacteriana foram os menos
polares isolados da fracdo diclorometanica e hexanica de O. spectabilis.

Os resultados mais significativos frente & atividade antibacteriana foram registrados
para 0s compostos isolados de O. spectabilis contra a bactéria E. faecalis. Os compostos 7,7”-
dimetoxi-agastiflavona (11); seco-isochnosideo (16) e isochinosideo (17) apresentaram CIM
de 25ug/mL.

Quanto a atividade antifungica, substancias de B. tomentosa foram mais promissoras,
sendo que se destacaram a corilagina (4) com CIM em 1,56 pg/mL contra C. parapsilosis e a
buchenavina (5) com atividade de 3,12 pg/mL frente a C. glabrata.

No teste anti-radicalar somente B. tomentosa apresentou atividade destacando o
resultado da subfracdo 70-89 (5,28 + 0,54 pg/mL) e dos compostos isolados; a mistura de
galato de etila e galato de metila (1/2) com Clsy em 8,4 + 0,13 pM, a buchenavina (5) (Clsp =
10,4 + 0,24), e a corilagina (4) que foi mais eficiente com Clsp em 1,72 + 0,09 uM, oito vezes

mais baixo que o padréo.
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O composto mais significativo foi o 4 (corilagina), com excelentes atividades
antifangica (CIM variando entre 50 a 1,56 pug/M) e anti-radicalar (Clspem 1,72 £ 0,09uM).

O composto inédito buchenavina (5) também apresentou resultado promissor para
atividade antifangica com excecéo de C. albicans, encontrando-se os valores de CIM entre 25
a 3,12 pg/mL e anti-radicalar com Clso em 10,4 + 0,24 abaixo portanto, do observado para o
controle positivo.

Na atividade antibacteriana nenhum composto se destacou, em razéo das cepas serem
mais resistentes. Os resultados variaram de um excelente CIM a inativo ou moderado para o
mesmo composto.

A cepa mais resistente foi a bactéria Gram-negativa P. aeruginosa com 58% das
amostras inativas, e a menos resistente foi o fungo Cryptococcus neoformans com apenas 6%
de amostras inativas.

Pode-se considerar que os produtos dos frutos de B. tomentosa foram mais
significativos por apresentarem atividade antimicrobiana e anti-radicalar (DPPH) enquanto os
de O. spectabilis apenas atividade antimicrobiana.

As atividades biologicas de B. tomentosa e O. spectabilis evidenciaram a possivel
utilizacdo destas espécies do cerrado na medicina popular, determinando a importancia das
mesmas no cendrio farmacoldgico.

Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento dos metabdlitos secundarios e
das atividades bioldgica e quimica de duas espécies do cerrado, sendo que algumas
substancias sdo inéditas, os compostos 5, 10, 14 e 0 23 e outras séo pela primeira vez obtidas

nas duas espécies.
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APENDICE A — Estruturas quimicas e dados fisicos e espectrais dos compostos isolados dos

frutos de Buchenavia tomentosa e Ouratea spectabilis

@) Compostos 1, 2 e 3
e | |
HO C —OR 1- R = CH,CHjs - Galato de etila
1 2- R = CHj; - Galato de metila
) 2 3-R = OH — Acido gélico
HO 3
OH

Composto 1 — Galato de etila

Solido amorfo marrom

RMN 'H - 300MHz, Metanol-d,, &: 1,34; 4,26;7,04.

RMN "C - 75 MHz Metanol—d,, &: 14,6; 61,6; 109,9; 121,7; 146, 4; 168,5.
Composto 2 — Galato de metila

S6lido amorfo marrom

RMN 'H - 300MHz, Metanol-d,, &: 3,75; 7,02.

RMN *C - 75 MHz Metanol—d,, 5: 50,2; 108,6; 120,3; 138,3; 145,1; 167,1.
Composto 3 — Acido galico

Solido amorfo marrom

RMN 'H - 300MHz, Metanol-d,, &: 7,14

RMN C - 75 MHz, Metanol—d,, &: 109,1; 121,1; 137, 7; 145; 167,1.
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Composto 4 — Corilagina

Sélido, amorfo, marrom

RMN *H — 300 MHz, Metanol—d,, 8: Glc - 3,98; 4,15; 4,46:4,52; 4,80; 4,95; 6,35. Galoil — 7,05.
HHDP (B) - 6,65. HHDP (C) — 6,69.

RMN **C — 75MHz, Metanol—d, 8:Glc — 62,4; 65,0; 69,4; 71,6;76,2, 95,0. Galoil —110,6; 120,6;
140,4; 146,4; 166,7. HHDP (B) — 108,3; 116,8; 125,4; 137,7; 145,6; 146,0; 170,1. HHDP
(C)-110,1;117,2;125,4;138,2;145,4; 146,0; 168,5.

IV (KBr) cm™ = 3244, 2322, 1638, 1552, 1376, 1266

o0
({115 - 92,70° MeOH
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Composto 5 — Buchenavina

Sélido, amorfo, marrom

RMN *H — 300MHz, Metanol—d,, &: Glc- 4,21, 4,50; 4,75; 4,97; 5,29; 5,62:6,29. Galoil — 7,01. HHDP

(B) — 6,70. HHDP (C) — 6,45. HHDP (D) — 7,39. HHDP (E) — 2,00;4,75:4,79.

RMN “C — 75MHz, Metanol—d,, 8:Glc- 62,0;63,3; 66,0; 71,9;73,9;91,2. Galoil — 109,2; 117,8; 139,5;
145,7,164,5. HHDP (B) — 107,3; 116,3; 122,4; 144,2; 145,5; 165,5. HHDP(C) — 106,4;
114,9; 122,4; 135,4; 143,9; 167,5. HHDP (D) — 114,7; 115,6; 123,1;139,5;145,9; 164,7.
HHDP (E) - 30,7; 40,3; 65,0; 117,8; 140,3;169,5;172,9.

IV(KBr) cm™ = 3388, 2908, 2324, 1674, 1552, 1264,1132
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HO 3

OMe

Composto 6 - Pinoresinol

Viscosa, incolor

RMN *H — 300MHz, Acetona-dg, &: 3,08; 3,80; 3,84; 4,2; 4,67; 6,82; 6,77; 6,99.

RMN C — 75MHz, Acetona-dg, &: 55,33; 54;31;71,30;85,74; 109,74; 114,67; 118,88; 133,34;
146,01;147,47.

IV (KBr) cm™ = 3532, 3016, 2940, 1768, 1648, 1468, 1408.

MeO

HO 1

OMe

Composto 7 - Epipinoresinol

Viscosa, incolor

RMN 'H — 300MHz, Acetona-ds, 8: 2,95; 3,17; 3,38;3,77;3.,83:4,08:4,37; 4.82: 6,69; 6,79;6,82.

RMN 3C — 75MHz, Acetona-dg, 8: 50,93:55,34; 55,56; 56,34; 70,11; 71,55; 82,75; 88,56;
110,69; 115,57; 134,20;146,86;148,00.

IV (KBr) cm™ = 3532, 3016, 2940, 1768, 1648, 1468, 1408.
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Composto 8 — 77 metil- agastiflavona

Sélido, amorfo, amarelo

RMN 'H — 300MHz, MeOD, &: 3,87; 6,58:6,61; 6,63;6,73; 6,76;6,94 6,97;7,55;7,58;7,89;7,92.

RMN **C — 75 MHz, MeOD, &: 56,77;95,13;96,35;102,22;103,24;103,63;104,47; 105,42;
108,81;116,98;117,16;123,20;129,35;129,45;156,17;159,07; 160,93; 163,25;
162,93;163,03;165,47; 166,03;166,52;183,68;184,58.

IV(KBr) em™ = 3411, 2923,1617,1600, 1174.

m/z = 552

OH

Composto 9 — 6,6’ Bigenkanina

Sélido, amorfo, amarelo

RMN 'H — 300MHz, Metanol—d,, &: 3,86; 6,54;6,56;6,71;6,74;6,91;6,93;7,52;7,55;7,82;7,85

RMN **C — 75 MHz, Metanol-d,, 3: 56,66; 96,27; 96,69; 103,00;103,23; 103,74; 105,78;117,00;
117,15; 122,85; 129,19; 159,02;159,08; 129,25;160,53; 162,80;162,81;163,12; 165,23;
165,58; 183,23;184,41.

IV (KBr) cm™ = 3421, 2921, 2850, 1650, 1594, 1215.

-

Iy - 20
[I<115" - 130.4° MeOH
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Composto 10 -7,7°dimetilavolkensiflavona

Sélido, amorfo, amarelo

RMN *H — 300MHz, Metanol-d,, 8: 3,85;6,39;6,48;6,51; 6,54;6,57; 6,76; 6,79; 7,48; 7,51; 7,74;

1,77

RMN ®3C — 75 MHz, Metanol—d,, 8:56,25;96,22;97,51;101,32; 101,47; 104,72; 105,80;107,24;
118,87;118,92;120,37;129,07;129,62;156,31;159,84;160,11;162,34;165,45;165,68;167,75
;182,32;184,60.

IV (KBr) cm™ = 3520, 3012, 1614, 1450, 1406, 1198.

Composto 11 — 7,7’ dimetoxiagastiflavona

Sélido, amorfo, amarelo

RMN 'H — 300MHz,Acetona—ds, 8:3,79;6,43;6,46;6,50;6,64:6,67;6,83;6,86;7,54;7,57;7,80;7,80.

RMN *C — 75 MHz, MeOD, §: 56,40; 95,93:96,30;102,33;102,41;105,52;106,04; 117,37; 117,44;
121,52; 121,86; 128,87; 129,30; 155,82; 159,16; 162,22; 164,84; 165,05; 166,36; 182,14;
184,05.

IV(KBr) cm™ = 3224,3012,1696,1620,1424,1404,1198,1038.

[Tec]I3" 16,10 MeOH
m/z 566



Composto 12 — 3,8’ Biapegenina

S6lido, amorfo, amarelo

RMN 'H —300MHz, Metanol—d,, &: 6,50;6,53;6,60;6,63,6,80;6,82;7,53;7,56;7,79;7,82
RMN **C — 75 MHz, Metanol—d,, 8: 97,62;101,53; 101,63;103,23; 104,30; 104,46; 108,87; 118,37
119,00;119,83 120,70;129,33;129,39;156,61; 158,96; 159,03; 160,33; 161,82. 166,53;

166,59;183,43;184,10.
IV(KBr) cm™ = 3502, 3012, 2938,1688,1608,1596,1406,1198

[Lec]13" -16,1° MeOH

4 2 6 4

OMe

Composto 13A — Isdmero do pinoresinol

Viscosa, marrom

RMN 'H —300MHz, Metanol—d,, &: 3,32; 3,82;3,85; 4,25;4,70;6,78;6,80;6,95.

RMN **C — 75 MHz, Metanol—d,, 5:55,32; 56,42; 72,59; 87,50; 110,97; 116,08; 120;05;133,77;

147,29;149,11.
IV(KBr) cm™ = 3346, 2923,2852,1716,1606,1515,1458,1166

172
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2 19
CH,CH,(CH,),CH,CHs

HO., /QH
5 )
HZE/ 0 \o

Composto 14 — Isochnosideo A
Oleosa, incolor
RMN 'H — 300MHz, CDCls, &: 0,85; 1,23;2,36;2,48;4,70:4,93;5,24
RMN C — 75 MHz, CDCls,3:14,09; 22,67; 28,20; 28,30; 29,68; 31,90; 66,44; 91,31; 127,30.
150,18;157,68;166,63.
IV (KBr) cm™ = 2912,2836,2324,1712,1616,1396,1188
(]I +22,5° (Acetona)
Massa m/z =391 (M* -1)

0
|

HO .,

)

S 2
HZGC/ O

Composto 15 — Isochnosideo B

/

O

Oleosa, incolor

RMN 'H — 300MHz, CDCl; 8: 0,85; 1,23;2,36;2,48;4,70;4,93;5,24.

RMN *C — 75 MHz, CDCl;,8:14,09; 22,67; 28,20; 28,30; 29,68; 31,90; 66,44; 91,31; 127,30;
150,18;157,68;166,63.

IV (KBr) cm™ = 2908,2836,1728,1612,1396,1196.

[[oc]IE +49,0° (Acetona)
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1 R (CH2)n CH3

S0 gve 0

Composto 16 — Seco-ochnosideo A

Oleosa, incolor

RMN 'H — 300MHz, CDCl; 6: 0,85;2,13;3,71;4,87,7,08

RMN C — 75 MHz, CDCls, &: 14,11; 24,48; 29,63; 29,67; 52,03;73,35; 129,68; 149,17; 166,05

206,35.
Rl Composto R R
HO ., | / 17 (CHy))wiz H isolinderanolideo
1 R 5 18 H (CH2)n  ochnosideo A
6 5 2 \ 19 (CH)n H isochnosideo C
HZC/ @) \O 20 (CH)n H isochnosideo D

Composto 17 — isolinderanolideo

Oleosa, incolor

RMN 'H — 300MHz, CDCl; 8: 0,85; 1,23;1,60; 4,70; 4,93;5,23; 7,09.

RMN *C — 75 MHz, CDCls, 8:14,10;22,66;31,89;66,35:91,36; 127,27:150,23;166,81.
IV(KBr) cm™ = 2912, 2836,2324,1712,1616,1396,1188

Massa - m/z = 335( M*- 1)

[[ec]IF +3,5° Acetona

Composto 18 - ochinosideo A

Oleosa, incolor

RMN 'H — 300MHz, CDCl; 6:0,85;1,23;1,57;2,76;4,65;4,87;5,08; 6,67.

RMN C- 75 MHz, CDCls, &: 14,09;22,66:31,89;68,93:90,25:127,33;151,32;157,61;165,24.
IV(KBTr) cm™ =2904,2836,1716,1612,1396,1196

Composto 19 - isochnosideo C e 20 — isochnosideo D
Oleosa, incolor
RMN 'H — 300MHz, CDCl; 6: 0,85;1,23;1,58; 4,70; 4,94;5,33; 7,10.
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RMN **C — 75 MHz, CDCls, §:14,10;22,66;31,89;66,35;91,36;127,27;150,23;166,81.
IV(KBr) cm™ = 2904,2832;1728,1616,1396,1020 ( Isochnosideo C)

HO
Composto 21- B- sitosterol
Cristalino, branco
RMN C — 75 MHz, CDCls, 8: 11,7:18,9:19,2:19,6:20,9:21,0:22,9,24,1:25,9:28,1:28,9:31,4;
31,8;33,9;36,0;36,3;37,1;39,6;42,0;42,2;45,7;50,0;55,9;56,671,6;121,6;140,6.

OH O
Composto 22 — Agastinoflavona

Sélido, amarelo

RMN 'H — 300MHz, Metanol—d, 8:6,37;6,59;6,67;6,69;6,73;6,76;6,94;6,97;7,54;7,56;7,92;7,92.

RMN **C — 75 MHz, Metanol—d,, 5: 93,46;98,71; 99,26;101,98;102,49;103,63;103,91; 104,10;
115,46; 121,89;122,01; 127,82; 128,09;115,66;155,53;157,66; 161,11; 161,18; 161,38;
163,12;163,52; 164,67;164,80; 182,55; 182,92.

IV(KBr) cm™ = 3544, 3016,1692,1652,1548,1496.



176

0 9 % H

Composto 23 — 7,7’ hidroxibicunarina

Viscosa, marrom

RMN 'H —300MHz, MeOD, &: 3,49;3,66:6,21:6,22:6,24:6,25:6,28;6,29;6,87:6,89.

RMN *C — 75 MHz, MeOD, &: 35,75;52,24;103,32; 107,39; 113,67; 132,40; 157,52; 158.,68; 175,23.
IV(KBr) cm™ = 3512, 3016, 1764;1664;1560,1496,1240,1196



