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RESUMO

Salacia elliptica é uma planta da familia Hippocrateaceae, conhecida como
bacupari, saputd entre outros nomes populares. Na medicina popular tem sido usado no
tratamento da febre, edemas, cicatrizacbes de ferimentos, diabetes, etc. A familia
Hippocrateaceae é constituida por 30 géneros, sendo Salacia e Hippocratea os maiores
representantes. H4 um embate entre grupos de boténicos quanto ao posicionamento
taxonémico da S. elliptica devido as similaridades morfologicas e quimicas entre as
familias Celastraceae e Hippocrateaceae.

Neste trabalho, foi considerado que a S. elliptica é uma Hippocrateaceae. Trabalho
este que busca contribuir com a quimiotaxonomia da familia, através do isolamento de
marcadores quimicos. O estudo fitoquimico do caule e da raiz levou ao isolamento de
triterpenos quinonametideos: maitenina, pristimerina e 30-hidroxi-friedelan-3-ona, cujas
estruturas foram elucidadas a partir de espectros de RMN de *H e de **C.

Os bioensaios realizados até entdo demonstram o grande potencial da espécie.



ABSTRACT

This work describes the study of the specie Salacia elliptica, a plant from
Hippocrateaceae family, known as bacupari, saputa and other popular names. In folk
medicine it has been used in fever, swelling, scarring of wounds, diabetes and other
treatments. The families Hippocrateaceae and Celastraceae are morphologically very
close. Some taxonomists have considered them as only one family, while others split them
in two. The Hippocrateaceae family comprises around 30 genera, and Salacia and
Hippocratea are the most important with 300 species. Celastraceae comprises about 55
genera and 850 species.

In this work, S. elliptica was considered an Hippocrateaceae plant, and by
phytochemical study we intend to contribute to the chemotaxonomy position of this
family. The phytochemical study of stem and root led to the isolation of the
quinonamethide triterpenes: maitenin, pristimerin and 30-hydroxy-friedelan-3-one. Their
structures were elucidated by *H and **C NMR spectra.

The bioassays carried out so far demonstrate the great potential of this specie.
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1. INTRODUCAO

Desde o principiar da humanidade as plantas tém sido aproveitadas no tratamento de
enfermidades (salgueiro - Salix alba), como repelente de insetos (citronela - Cymbopogon
winterianus) ou até mesmo para o abate da caca (curare - Chondodendron tomentosum).
As propriedades farmacoldgicas destas e outras plantas tém sido descobertas ao longo de
geracbes. Com o0 avanco botanico-farmacoldgico associado ao conhecimento popular,
tornou-se possivel a descoberta de farmacos de grande relevancia, tais como: quinina,
morfina, &cido acetil salicilico, artemisinina, taxol, entre outros. Metabdlitos secundérios
de plantas sdo ainda utilizados como padrdo na sintese de farmacos, aromatizantes,
inseticidas e herbicidas (HARVEY, 1999; CROTEAU, et al, 2000; VIEGAS, et al, 2006).

Plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos que estdo ganhando
importancia devido a suas aplicacOes terapéuticas e biotecnoldgicas. Os niveis de
producdo desses metabolitos sdo induzidos por fatores ambientais e genéticos. A
habilidade para sintetizar compostos toxicos esta relacionada com a defesa a fitopatdgenos
(bactérias ou fungos), a herbivoros como animais ou insetos ou a supressdo do
crescimento de espécies vizinhas competitivas (SINGH, et al, 2003). As condicgdes
ambientais variaveis fazem com que as plantas criem um arsenal quimico de metabolitos
em busca da sobrevivéncia da espécie; diante da incapacidade de fugir, defendem-se pelo
quimismo (GOTTLIEB, et al, 1996).

Os vegetais sdo fontes de metabdlitos de grande variedade, sendo que suas
estruturas, funcBes e usos, na maioria, ainda ndo foram descobertos. O interessante é que
esses metabdlitos ndo fazem parte de fungdes vitais, mas sdo essenciais para a
sobrevivéncia das plantas. Fazem relacdo planta-planta, planta-inseto, planta-
microorganismo e planta-meio-ambiente, manifestando-se nas cores, fragrancias, paladar e
resisténcia aos ataques de pragas e doengas (DIXON, 2001; VERPOORTE et al, 1999).
Deste mecanismo quimico, sdo conhecidos mais de 200.000 metabdlitos secundarios,
havendo ainda uma infinidade a ser descoberta. Grande parte da variedade é proveniente
de rotas biossintéticas que geram uma infinidade de metabdlitos obtidos de esqueletos
carbonicos bem definidos. Pequenas modificagBes nestes esqueletos propiciam uma gama
de metabolitos distintos. Exemplo disso € o flavonol: dos 5.000 flavondides conhecidos,
300 séo variagdes de glicosilacdes da quercetina (SCHWAB, 2003).



Dentre os diversos ecossistemas brasileiros produtor desse arsenal quimico
destaca-se o Cerrado. Estima-se que a area do Cerrado tenha aproximadamente 2 milhGes
de km?, abrangendo dez Estados brasileiros, quando consideradas as &reas periféricas que
se acham encravadas em outros dominios vizinhos e nas faixas de transicdo. Cerca de 80%
de sua superficie foi transformada em pastagens, lavouras e areas urbanas, causando
destruicdo, fragmentacdo e isolamento de ambientes naturais do bioma. Tipico de regifes
tropicais, o cerrado apresenta duas estacdes bem marcadas: inverno seco e verdo chuvoso.
Com solo de savana tropical, deficiente em nutrientes e rico em ferro e aluminio, abriga
plantas de aparéncia seca, arbustos esparsos e gramineas. A presenca de trés das maiores
bacias hidrograficas da América do Sul (Tocantins-Araguaia, Sdo Francisco e Prata) na
regido favorece a biodiversidade do cerrado (PORTAL BRASIL CERRADO, 2009;
FERRI, 1977).

A localizacdo centralizada do Cerrado propicia o compartilhamento de espécimes
com a maioria dos biomas brasileiros, principalmente floresta amazonica, caatinga e
floresta atlantica. Devido a este fato, possui uma biodiversidade comparavel a da floresta
amazonica. Contudo pela ocupacdo desordenada e destrutiva de sua area, o Cerrado € hoje
0 ecossistema brasileiro que mais sofre agressdes por parte do “desenvolvimento”. Boa
parte de suas espécies ja sao exclusivas de regides especificas (FONSECA, et al., 2001).

A vegetacdo do Cerrado vem sendo altamente explorada como fonte de matéria
prima vegetal. A copaiba (Copaifera langstorfii), o angelim do cerrado (Vatairea
macrocarpa) e o jacaranda do cerrado (Machaerium opacum), por exemplo, tém sido
utilizados na fabricagdo de mdveis e estruturas residenciais. Na alimentac&o, destaca-se o
aproveitamento das frutiferas como a cagaita (Eugenia dysenterica), o0 murici (Byrsonima
verbacifolia), o pequi (Cayocar brasiliensis) e o baru (Dipteryx alata), que possuem alto
valor nutricional. Tratando-se do uso medicinal, hd& uma gama de plantas a serem
estudadas, que se mostram como uma rica fonte de metabolitos especiais, com alto
potencial de atividade bioldgica. O que possibilita essa alta diversidade de metabolitos séo
as intempéries que a planta enfrenta durante todo o seu ciclo de vida. Nos meses quentes
de verdo, nos quais as chuvas se concentram e os dias s&o mais longos, a vegetacdo se
apresenta basicamente verde. No inverno, ao contrario, o capim amarelece e quase todas
as arvores secam e os arbustos trocam de folhagem, havendo ainda o risco de combustéo
espontanea ou provocada da matéria seca originada (EMBRAPA-CERRADO, 2008).



Dentre as espécies vegetais do cerrado, estdo aquelas pertencentes a ordem
Celastrales sensu Cronquist, que compreende as familias Celastraceae, Hippocrateaceae,
Stackhousiaceae, Corynocarpaceae, Aquifoliaceae, Geissolomataceae, Salvadoraceae,
Icacinaceae e Dichapetalaceae (HEYWOOD, 1993).

1.1. Familia Hippocrateaceae

A familia Hippocrateaceae compreende cerca de 30 géneros, ocorrendo nas regides
tropicais do mundo. Em alguns sistemas de classificacdo a familia é incluida em
Celastraceae, como subfamilia Hippocrateoideae (TAKTHTAJAN, 1997).

No Brasil existem 12 géneros de Hippocrateaceae (Anthodon, Cheiloclinium,
Cuervea, Elachyptera, Hippocratea, Hylenaea, Peritassa, Prionostemma, Pistimera,
Salacia, Semialarium, Tontelea), sendo os géneros Salacia e Hippocrateae 0os maiores
representantes, com aproximadamente 200 e 100 espécies, respectivamente. A maioria das
espécies pode ser encontrada em areas de mata, mas também estdo presentes em campos,
cerrados e restingas. Ocorre na forma de arbustos ou arvores podendo chegar a 8 m de
altura, ou lianas, glabros (GUNATILAKA, 1996).

A posicdo taxonémica da familia Hippocrateaceae é motivo de debate entre
taxonomistas. Ha grupos que consideram sua juncdo com a familia Celastraceae, enquanto
outros argumentam que deveriam pertencer a uma familia distinta (GUNATILAKA,
1996). Esse debate é regido pela composicdo quimica peculiar dessas familias.

Espécies destas familias apresentam em comum a ocorréncia de alcaldides
sesquiterpénicos piridinicos e triterpenos das classes dos friedelanos e dos
quinonametideos, sendo o0s Ultimos de ocorréncia restrita as Celastraceae e
Hippocrateaceae, e por isso considerados marcadores quimiotaxondmicos dessas familias.
Por outro lado, os diterpenos do tipo 18-(4,3)-abeo-abietanos e sesquiterpenos [-
diidroagarofuranos, até 0 momento sé foram isolados de Celastraceae (GUNATILAKA,

1996). Na figura 1, sdo apresentados alguns representantes dessas classes de substancias.
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Figura 1 — Classes de metabolitos secundarios recorrentes em Hippocrateaceae.

O posicionamento taxondmico definitivo dessas familias ainda ndo é possivel uma
vez que apenas 25% de suas espécies foram estudadas. Entretanto, existe uma forte
tendéncia entre os botanicos em manté-las separadas. Nesse trabalho, utilizaremos a
classificacdo que mantém as duas familias separadas e consideraremos a Salacia elliptica
como pertencente as Hippocrateaceae.

Do ponto de vista farmacoldgico, o estudo das plantas dessa familia tem levado ao
isolamento de substancias promissoras. Alguns exemplos de substancias e suas respectivas

propriedades bioldgicas estdo representados na tabela 1.



Tabela 1 — Atividade bioldgica de metabdlitos secundarios de Hippocrateaceae.

Classe Bioatividade Principio ativo Referéncia bibliogréfica
15a-hidroxi-21-
ALVARENGA et al.,1999
. cetopristimirina
Antibiotica
Pristimerina
- GONZALES et al., 1998
Escutione
15a-hidroroxipristimirina | AL \VVARENGA et al.,1999
Citotdxica Pristimerina GONZALES et al., 1998
Maitenina

Triterpenos

guinonametideos

SETZER et al., 1988

Antimicrobiana

15a-hidroroxipristimirina

Pristimerina

GONZALES et al., 1998

Celastrol

Maitenina

Netzaualcoiondiol

Netzaualcoieno

Netzaualcoiono

MOUIJIR et al., 1991

Antitumoral

Maitenina

SANTANA et al., 1971

Antimalérica

Pristimerina

17-carbaldeido-28-nor-

isoiguesterina

Celastrol

FIGUEIREDO et al.,1998

antioxidante

Maitnina

20a-hidroximaitenina

22B-hidroximaitenina

Netzaualcoiol

Netzaualcoiondiol

JELLER et al., 2003

Sesquiterpenos -

diidroagarofuranos

Fagorrepelente

Celangulina

WAKABAYASHI et al.,1988

Inseticida

Angulatueoide G

DANGANG et al., 1992

Flavondides

antioxidantes

Epigalocatequina

Ouraecatequina

Proantocianidina

CORSINO et al.,2003




Alcal6ides
sesquitepénicos

piridinicos

Hipocrateina |

KUBO et al., 1986

Euoverrina A

Inseticida Euofelina C
JINBO et al., 2002
Euoverrina B
Euojaponina C
Antitumoral

Agquifoliunina E-I

CORSINO et al., 1998

1.2.A espécie Salacia Elliptica (Mart.) Peyr.

E uma planta da familia Hippocrateaceae, conhecida como bacupari, saputa, saputa
do brejo, entre outros nomes populares. Encontrada em matas fechadas e de galeria, possui
fruto de casca amarela com duas bagas revestida por uma polpa adstringente e doce. Esta
planta foi selecionada para tal trabalho, tendo em vista a sua disponibilidade e por ser uma

espécie ainda pouco estudada. Nas figuras 2 e 3, a seguir, pode-se observar fotos do

Tabela 2 - Classificacdo botanica de S. elliptica.

Reino
Superdivisdo
Diviséo
Classe
Subclasse
Familia
Género
Espécie

Plantae
Spermatophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Hipocrateaceae
Salacia
Elliptica

exemplar de S. elliptica estudado.




Figura 4 — Caule e folhas de S. elliptica



1.3. Morfologia da Salacia elliptica

E descrita na literatura como arbustos ou arvores, de 3,9 a 8 metros de altura, ou
raro lianas, glabros. Folhas opostas ou subopostas; elipticas, coridceas, secas castanhas ou
verde-oliva, nervagdo secundaria imersa em ambas as faces, apice arredondado,
emarginado ou agudo, base arredondada ou cuneada, margem inteira, obscuramente
crenulada ou crenulada, levemente revoluta e espessada. Inflorescéncia fasciculada. Frutos
laranja a amarelo-avermelhado quando maduros. Epicarpo liso, lustroso comestivel de
sabor adstringente e adocicado (LOMBARDI, et al., 2002).

1.4. Potencial bioldgico de Hippocrateaceae

Segundo o conhecimento popular, sua entrecasca é utilizada na cicatrizacdo de
ferimentos e no tratamento de diabetes do tipo 1. Muitos metabdlitos bioativos tais como
salicinol e kotalonol, isolados de S. Oblonga e S. reticulata, se mostraram como potentes
inibidores da enzima a-glicosidase . Também foram isolados alcaldides sesquiterpénicos e
triterpenos quinonametideos com acdo antitumoral, triterpenos fendlicos com acgédo
antioxidante (JELLER, et al, 2004) e triterpenos pentaciclicos com atividade
antibacteriana (DEEPA, et al., 2004). Triterpenos eno-quinonametideos, avaliados in vitro
quanto a sua atividade bioldgica contra bactérias Gram (+) e Gram (-), foram tdo ativos
guanto a 6-mercaptopurina, utilizada como padréo, destacando-se o resultado observado
frente a B. subtilis (CIM < 1,6 ug.mL™) (GONZALES, et al., 1987). Devido & grande
diversidade de compostos quimicos isolados bem como aos diferentes tipos de atividade
bioldgica apresentada por espécies desse género iniciou-se o estudo fitoquimico de S.
elliptica.

Sdo também utilizados, os extratos aquosos e alcodlicos de algumas plantas destas
familias nos tratamentos de tosse cronica, problemas renais, terapia da maléria (RAO, et
al., 1990 e VINES, 1960) e no tratamento de reumatismo (GONZALEZ, 1992).

A avaliagdo bioldgica dos extratos e metabolitos isolados de algumas



Hippocrateaceae mostram o grande potencial desta familia. A pristimerina e a tingenona,
isoladas neste trabalho, sdo atribuidas atividades biologicas potentes in vitro, a maioria
delas relacionadas ao seu carater citotoxico. Inimeros artigos na literatura descrevem os
valores de 1Cso contra os mais diversos parasitas e linhagens tumorais humanas e animais.
A pristimerina mostrou ser mais potente (e a tingenona atividade similar) que o
metronidazol contra Giardia intestinalis (MENA-REJON, et al, 2007) e atua contra
Leishmania major e Plasmodium falciparum (KLAID, et al, 2007; TAHIR, et al, 2001),
embora menos ativa que as drogas convencionais em uso (PAVANAD, et al, 1989). Essa
substancia apresentou ainda, acdo antiinflamatdria significativa em modelos experimentais
animais (HUI, et al, 2003).

1.5 Ensaios Bioldgicos

Um composto é considerado biologicamente ativo quando exerce uma acao
especifica sobre um determinado ser vivo, seja ele animal, vegetal ou microorganismo.
Uma vasta gama de compostos organicos de origem vegetal, produtos de metabolismo
primario e secundario, € biologicamente ativa, ou seja, tem acao tranqilizante, analgésica,
antinflamatdria, citotdxica, anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida,
inseticida, etc (PLETSCH, et al., 1999).

Para bioavaliacdo de extratos brutos e metabdlitos isolados de plantas, visando o
mapeamento de seu potencial, varios tipos de ensaios bioldgicos estdo disponiveis (COLE,
et al., 1994). No entanto, grande parte desses bioensaios tem custo elevado, pois
necessitam de especialistas de diferentes areas, como farmacdlogos, bidlogos ou
bioquimicos, além de infra-estrutura especifica adequada (HAMBURGER, et al., 1991).
Por outro lado, o grande nimero de extratos e fragBes oriundas de plantas requer
bioensaios gerais que sejam simples, rapidos, reprodutiveis e baratos. Se o principio ativo
esta presente nos extratos, esses bioensaios devem ser sensiveis o suficiente para tal
deteccdo e submissdo posterior aos bioensaios especificos. Consequentemente, muitos

esforcos sdo feitos para a introducdo deste tipo de bioensaios de amplo espectro. Esses
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testes de bancada permitem um répido estudo de extratos e metabolitos isolados, com uma
variedade de objetivos. Um bom exemplo é a Bioautografia utilizada para avaliar a
atividade antifungica e antibacteriana.

A Bioautografia permite avaliar a bioatividade de compostos sobre cromatoplacas,
ou seja, € um método de deteccdo da atividade bioldgica em Cromatografia de Papel (CP)
ou Cromatografia de Camada Delgada (CCD), através da visualiza¢do de halos de inibicao

que se formam sobre as superficies.

2. OBJETIVO

O principal objetivo deste trabalho é o estudo da composicdo quimica da espécie
Salacia elliptica, dando assim continuidade ao estudo das Hippocrateaceae que vem sendo
realizado pelo grupo de Quimica dos Produtos Naturais do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias — IQ/UFG. Dessa forma, buscar evidéncias que definam o
posicionamento taxondmico da espécie, bem como o isolamento de compostos com

atividades antimicrobianas.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Os equipamentos, reagentes e solventes utilizados, bem como o procedimento
experimental empregado no isolamento dos metabolitos secundéarios de S. elliptica, estédo

descritos nos itens que se seguem.
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3.1. Especificagdes dos materiais, instrumentos e reagentes utilizados.

e Cromatografia em Camada Delgada — CCD. Suspenséo de silica-gel 60G em agua
destilada sobre placas de vidro 5 x 10 cm. Utilizou-se ainda, placas de silica-gel
PF2s4 em aluminio da MERCK.

e Cromatografia em Coluna — CC. Utilizou-se silica Gel 70-230 Mesh, com o eluente
apropriado para cada empacotamento.

e Reveladores para CCD - Utilizou-se vapor de iodo, luz ultravioleta nos
comprimentos de 254 e 366 nm, além do reagente Dragendorff, especifico para
identificacdo de alcaldides, preparado da seguinte forma: 0,85 g de subnitrato de
bismuto, 10 mL de &cido acético glacial, 40 mL de agua destilada (solugédo A); 8,0
g de iodeto de potassio, agua 20 mL (solucdo B) - SolucGes A e B misturadas,
sendo 20 mL diluidos em 60 mL de &gua e 20 mL de &cido acético glacial

e Solventes para Cromatografia — Grau P.A. da Merck, Synth, Vetec e outros.

e Solvente para RMN - Solventes deuterados da Cambridge Isotope Laboratories -
CIL.

3.2. Equipamentos

e Espectrometro de RMN: Bruker Avance 111 — 500
e Espectrometro de infravermelho: Bomem - FT/IR
e Espectrometro de massas Shimadzu, modelo QP505A

e Moinho mecanico do tipo Wiley - triturar o material coletado.
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3.3. Material Botanico

Salacia elliptica foi coletada na Fazenda Paulo de Freitas na regido de Ceres-GO
segundo as coordenadas geograficas: S 15° 19 220 e W 49° 36” 277°’ a uma elevagao de
631,3 metros em relacdo ao mar, entre 15:30 e 16:20 horas do dia 30/09/2006. A
identificacdo foi realizada por José Angelo Rizzo — ICB- UFG. A exsicata esta depositada

no Herbario do Instituto de Ciéncias biolégicas da UFG com o nimero 30344.

3.4. Preparo dos Extratos Brutos

Folhas (330g), raizes (130g) e caule (715g) de S. elliptica foram secos a
temperatura ambiente e posteriormente em estufa com circulacéo de ar a 45°C. O material
seco foi triturado individualmente em moinho eletromecénico e submetido a extragdo com
CH,Cl, por 3 x 24 horas com agitacdo mecanica, consumindo 2,5 litros de solvente para
cada parte da planta. Em seguida foram concentrados em evaporador rotativo dando
respectivamente: 73,169, 44,279 e 54,989 de extrato bruto. Estes extratos foram
submetidos a particdo liquido-liquido conforme o fluxograma 1, sendo o cddigos e massas

descritos na tabela 3.
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MATERIAL BOTANICO

CH,Cl,
EtOH

PARTICAO DICLOROMETANO

Hexano:EtOH (1:1)

Y
PARTICAO ETANOLICA

Extrato hexanico Extrato Etanélico AcOEt:nBuOH(1:1)

Extrato acetato de etila  Extrato n-butanolic

Fluxograma 1 — Particdo dos extratos brutos de S. elliptica.



Tabela 3 — Parti¢des obtidas
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Parte vegetal Solvente Massa (g) Caodigo
Hexano 4,650 R1
_ EtOH 31,620 R,
Raiz
* AcOEt 3,268 R;
* n-BuOH 4,740 R4
* Hexano 7,502 C,
EtOH 12,568 C,
Caule
* AcOEt 29,252 Cs
*n-BuOH 5,658 Cs
* Hexano 16,125 Fq
* EtOH 27,252 F,
Folha
* AcOEt 19,542 Fs
*n-BuOH 10,247 Fa

* Nao estudadas.

As particdes foram assim organizadas para simplificar os procedimentos

cromatograficos utilizados no isolamento das substancias. Este procedimento foi de grande

valia para 0 bom andamento dos procedimentos.

3.4.1. Extrato hexanico do caule (C,)

O extrato hexanico resultante das parti¢des entre liquidos imisciveis mostradas no

fluxograma 1, foi submetido a cromatografia em coluna, conforme fluxogramas 2 e 3. Foi

evidenciado complexas misturas de coloracdo laranja intenso, tipicas dos triterpenos

quinonametideos. Foi purificado o B-sitosterol, um hidrocarboneto ndo identificado, e

misturas de triterpenos.
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Extrato C;
49

coluna (70-230mesh)
cloroférmio:metanol - 9:1

Cl'5 C5_1
Ciq |

coluna (70-230) mistura de triterpenos
] hex:CH,Cl,:MeOH - 8:2:0,5 6mg
C

[ hidrocarbonetos

10mg
154
C 5 I
151 ndo estudado - ]
4mg mistura de triterpeno
4mg

sitosterol
4mg

Fluxograma 2 - Extrato hexanico do caule (C,)

3.4.2. Extrato Etandlico do caule (Cy)

O extrato etanolico (C,) do caule conduziu ao isolamento de 3 substancias: 30-
hidroxi-friedelan-3-ona, pristimerina , B-sitosterol e a uma mistura de alcaldides que ainda
ndo foram identificados. Obteve-se 12 frascos com 5 mL cada. Apos verificagdo via CCD,
as amostras C,;, a C,3 foram agrupadas, sendo denominada C,;, cuja posterior

purificacdo desta, seguiu o procedimento apresentado na sequéncia.



Extrato C,
49

coluna (70-230 mesh)
hexano:CH,Cl,:MeOH 8:2:0,5
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Co11
preparativa
hexano:AcOEt 8:2

30-hidroxi-friedelan-3-ona
4mg

G

1.2

preparativa
hexano:CH,Cl,:MeOH 8:2:0,5

Cois

\J

preparativa
hexano:AcOEt 8:2

Y

pristimerina
3mg

Fluxograma 3 - Extrato etanolico do caule (C,)

3.4.2. Extratos hexanico das raizes (R;)

mistura de alcaloides
3mg

Cys

preparativa
hexano:AcOEt 8:2

sitosterol
6,8mg

O extrato hexanico das raizes, resultante das particdes entre liquidos imisciveis

mostradas no fluxograma 1, foi submetido a cromatografia em coluna e em camada

delgada preparativa, conforme fluxograma 4. Para o isolamento da tingenona, também

conhecida como maitenina, a fracdo R;, foi ainda submetida a cromatografia de média

pressdo em sistema isocratico. A amostra Ry 21 vem do refracionamento de Ry.



Extrato Ry
39

coluna (70-230 mesh)
hexano:acetona 70:30
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Ri1
preparativa

hexano:AcOEt 8:2

sitosterol
3,6mg

Ri21
preparativa

hexano:CH,Cl,:MeCOH 8:2:0,5

CC - isocratica - média pressao
hexano:CH,Cl,:MeOH 8:2:0,5

\]

maitenina
3mg |

Fluxograma 4- Extrato hexanico do raiz (R)

Ri3

\

Ris
preparativa l preparativa

hexano:AcOEt 8:2 hexano:AcOEt 8:2

nao identificado
10mg

/

nao identificado
10mg

3.5. Extracédo acido-base do extrato bruto das raizes de S. elliptica

Utilizou-se como metodologia para o isolamento de alcaléides o tratamento &cido-

base do extrato bruto etanolico, conforme demonstrado no fluxograma 5. A anélise por

CCD da fracdo diclorometano, revelada com o reagente de Dragendorff, evidenciou a

existéncia de alcal6ides, que devido a pequena quantidade disponivel e complexidade da

mistura ndo foram isolados. O fluxograma 5 descreve o procedimento na busca de isolar

os alcaldides existentes na S. elliptica.
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Extrato bruto etandlico
daraiz

39

HOAc 10%
Agitacdo em banho de gelo
Filtracdo

descarte I Solucdo Aquosa I

pH 3-4
CH,Cl,

Y Y

Fase aquosa l Fase organica I
NaHCO; (s) pH 8-9

CH.Cl;
Fase aquosal Fase orgénicaJ
Extracdo com AcOEt Na;SO4 anidro
Na,SO, anidro Filtracdo. Evaporacdo
Filtracdo. Evaporagdo

Fracdo CH,Cl, bésica I
[ Fracdo AcOEt béasica ]l

Fluxograma 5 — Extracdo acido-base.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os metabolitos de S. elliptica foram isolados da casca do caule e da raiz. Suas

estruturas e discussdo de seus dados espectroscopicos sao mostradas a seguir.
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4.1. Identificagéo do B-sitosterol

Um solido branco em forma de agulhas e apresentando colora¢do azul, quando
revelado em anisaldeido, foi obtido da fracdo de menor polaridade da particdo hexanica da
casca do caule e das raizes. Comparando seu Rf: 0,89 para o0 sistema
hexano:dicloro:metanol — 8:2:0,5, com amostra padrdo de B-sitosterol, através do método
de aplicacdo simples e mista, conclui-se que se tratava do mesmo composto, um esterdide
de ampla ocorréncia em plantas. A analise do espectro de massas confirmou a proposta
estrutural do B-sitosterol, caracterizado pelo pico do ion molecular m/z 414, assim como
dos cinco ions fragmentados: m/z 255, 145, 105, 91 e 55 (figura 3).

m/z 255

N
m/z 145

74 = =
m/z 105
+
m/z 91

m/z 55

Figura 5 — Principais fragmentos do EM do 3 sitosterol.
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4.2. Identificagéo do 30-hidroxifriedelan-3-ona

Esse composto foi isolado da fracdo hexanica do caule na forma de sélido amorfo
de coloragéo branca.

O espectro de RMN de *3C (figura 06 p. 20) e apresentou 30 sinais de carbonos,
destacando-se os sinais em & 213,1 e 6 74,12, atribuidos aos carbonos carbonilico C-3 e
carbinélico C-30. O RMN de 'H (figura 07 p. 21) observa-se um singleto em & 2,17 sinal
de hidrogénio alfa carbonila, e em m & 0,89 observa-se um dubleto, atribuido ao grupo
metila C-23 que é comum aos triterpenos desta classe. O espectro de massas indicou o
pico do ion molecular m/z 442, resultando na formula molecular C3oHs00,, Observa-se
ainda o ion m/z 273, tipico de friedelina. Avaliando-se os dados obtidos, juntamente com a
comparagdo com os descritos na literatura para a 30-hidroxifriedelan-3-ona (PATRA, et
al, 1987), conclui-se tratar do mesmo composto.
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Tabela 4 RMN **C para 30-hidroxifriedelan-3-ona (CDCl; 125MHz)

Carbono Hidrogénio Obtidos PATRA, et al, 1987
1 22,50 22,32
2 41,50 41,55
3 213,12 212,20
4 2,17 58,30 58,31
5 42,20 42,18
6 41,60 41,37
7 18,31 18,29
8 53,40 53,47
9 37,40 37,51

10 59,60 59,58
11 35,70 35,72
12 29,80 29,82
13 39,55 40,03
14 38,19 38,31
15 32,80 32,81
16 35,90 35,96
17 30,80 29,82
18 41,70 41,97
19 30,50 30,63
20 33,10 33,17
21 28,30 27,87
22 0,89 39,20 39,56
23 0,89 7,00 6,82
24 0,73 18,10 17,90
25 0,87 14,70 14,70
26 18,45 18,44
27 20,10 20,77
28 1,15 32,10 32,14
29 25,85 25,87
30 3,74 74,62 74,79
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4.3. Identificagéo da pristimerina

A pristimerina foi isolada a partir das fragdes intermediarias da particdo hexanica
do caule, como um solido amorfo de coloracdo laranja clara, tipica de triterpenos
quinonametideos. Durante o fracionamento, foram utilizadas sucessivas colunas na
tentativa de purificacdo. Além do uso de cromatografia em camada delgada preparativa na
separacao de misturas dos triterpenos.

A pristimerina possui ampla ocorréncia na familia Hippocrateaceae e mostra
consideravel atividade antibidtica contra bactérias gram positivas, além de efeito
citostatico em testes com células “HeLa” (GONZALES, et al., 1988).

O espectro de RMN de 'H apresenta um singleto em & 3,48 que corresponde ao
hidrogénio metoxilico, caracterizando assim um grupo éster metilico. Apresentou ainda, 0s
singletos caracteristicos de grupos metilaem 6 1,38; 1,19; 1,11; 1,03 e 0,46.

O espectro de RMN de 2 C apresentou 30 picos, sendo que o pico em & 178,7,
caracteristico de carbono carbonilico, foi atribuido ao Carbono C-29. Na regido entre & 45
e 10 foram observados sinais tipicos de carbonos metilicos, metilénicos e quaternarios, os
quais foram devidamente caracterizados e comparados com dados j& descritos na literatura
para a pristimerina (GUNATILAKA, et al., 1989).
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Tabela 5. RMN de 'H e ** C para pristimerina (CDCl; 125MHz)
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Carbono Hidrogénio Obtidos GUNATILAKA et al., 1989
1 6,46 1195 119,6
2 178,3 178,4
3 146,0 146,1
4 117,3 117,0
5 127,3 127,5
6 6,96 134,2 133,9
7 6,28 118,4 118,1
8 170,3 169,9
9 42,9 42,6
10 164,8 164,7
11 33,7 33,6
12 29,6 29,7
13 39,4 39,4
14 45,0 45,0
15 28,6 28,7
16 36,3 36,4
17 30,5 30,6
18 44,3 44.4
19 30,8 30,9
20 40,4 40,4
21 29,8 29,9
22 34,7 34,8
23 2,14 10,2 10,2
24 1,38 51,8 51,5
25 38,2 38,3
26 1,19 21,5 21,6
27 0,46 18,3 18,3
28 1,03 31,5 31,6
29 3,48 178,7 178,7
30 1,17 32,6 32,6
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4.4. ldentificagdo da maitenina

Essa substancia foi isolada das fracbes mais polares da particdo hexanica das
raizes, como cristais de colorag&o laranja intenso.

O espectro de RMN de *H desta substancia (Fig 09, p. 28) apresentou cinco sinais
em o 1,42; 1,26; 1,20; 0,93; e 0,89, integrando para 3H cada, caracteristicos de grupos
metila, localizados nos carbonos 23, 25, 26, 30, 28, 27, respectivamente. Em 6 2,83 ¢ 1,70
observa-se a presenca de dois dubletos integrando para um préton cada, caracterizando o
gupo metilénico ligado ao carbono C-22. Em & 6,46 observou-se um hidrogénio
hidroxilico em ponte de hidrogénio intramolecular com o oxigénio carbonilico.

O espectro de RMN de *3C apresenta 29 picos. Dentre esses, destaca-se 0 pico em
213,6, caracteristico de carbonila ndo conjugada, sugerindo a presen¢a da maitenina, um
triterpeno quinonametideo muito comum em plantas das familias Celastraceae e
Hippocrateaceae. Essa informagao foi ainda confirmada pela absor¢ao em A 250,4 nm,
obtida no espectro de ultravioleta. Comparando os dados espectroscopicos do composto
isolado de S. elliptica com os descritos na literatura (ICE-UFMG-2009), (GUNATILAKA
et al., 1989), conclui-se que se trata do triterpeno quinonametideo maitenina, um

dinortriterpendide conhecido também como tingenona.
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Tabela 6. RMN de 'H e *C para maitenina (CDCl; 500MH?z)

28

Posicédo Hidrogénio Carbono MAHATO, 1994

1 6,46 119,7 119,8
2 178,5 178,4
3 146,2 146,1
4 117,3 117,1
5 126,9 127,8
6 6,94 133,7 133,5
7 6,31 118,3 118,1
8 168,8 168,6
9 42,5 42,7
10 164,7 164,7
11 33,6 33,8
12 29,8 30,0
13 40,5 40,7
14 44,5 44,7
15 28,4 28,5
16 354 35,5
17 38,1 38,2
18 43,4 43,6
19 31,9 32,1
20 41,8 41,9
21 213,6 2135
22 2,87 52,4 52,5
23 2,14 10,2 10,3
24

25 1,42 39,0 21,6
26 1,26 21,4 19,7
27 0,89 19,6 32,6
28 0,93 32,5 32,6
29 25,7 25,8
30 1,20
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5. BIOSSINTESE DE TRITERPENOS

Devido a grande importancia dos metabdlitos secundérios, a fitoquimica classica
passou a ter um enfoque ndo apenas no isolamento e determinacdo estrutural das
substancias presentes em uma determinada espécie, mas também em estudos relacionados
a descoberta de atividades bioldgicas, elucidagbes de rotas biossintéticas, estudos de
ecologia quimica, entre outros. Neste contexto, a busca por novas estruturas e suas
respectivas propriedades ndo sdo mais focadas apenas nos estudos das plantas,
estendendo-se assim aos microorganismos, organismos marinhos e até mesmo a interagdes
simbioticas entre diferentes organismos. A quimica de produtos naturais na atual era
genbmica, caracterizada pelo enfoque macromolecular, continua sendo uma ferramenta
fundamental para o entendimento dos mecanismos metaboélicos de cada parte da célula e
das fungdes desses metabolitos em determinada unidade celular, atuando assim como uma
ciéncia de fronteira do conhecimento (PINTO, et al., 2002).

Com base no exposto, a compreensdo das etapas de producdo dos metabdlitos
pelos seres vivos tem papel importante no processo de entendimento dos mecanismos de
defesa de plantas. Os estudos biossintéticos de produtos naturais tiveram inicio nos anos
60 (KOUKOL et al., 1961).

Os metabdlitos secundarios isolados de S. elliptica pertencem basicamente a classe
estrutural dos terpendides, destacando-se a classe dos triterpendides. Os triterpenos sao
formados via mevalonato, a partir do esqualeno (2 unidades de farnesil ligados pela
cauda), que é epoxidado seletivamente a 2,3-epdxido esqualeno (conformacdo cadeira-
cadeira-cadeira-barco). As ciclizacbes sdo iniciadas pela abertura do anel epdxido
catalisada por acido, com a participacdo da ligagdo n vizinha, conforme esquema 1
(DEWICK, 1997). Sendo ciclizado, gera a friedelina, esquema 2, que por meio de uma
série de etapas oxidativas, origina os triterpenos quinonametideos, esquema 3.

A oxidacdo do anel E dos triterpenos quinonametideos, resulta no celastrol, um dos
triterpenos quinonametideos de maior ocorréncia. A estereficacdo desse composto no
carbono C-29, leva a formagéo da pristimerina, que por sucessivas oxidagdes no carbono
C-21, origina a 21-B-hidroxi-pristimerina e 21-ceto-pristimerina. A descarboxilagéo do C-

29 leva a sintese da maitenina, cuja oxidacgdo resulta nos triterpenos quinonametideos 22-
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B-hidoxi-maitenina e 20-a-hidroxi-maitenina, conforme descrito no esquema 4 (LIAO,
1997).

Esquema 1. Rota biossintética para formacéo de triterpenos.



30- hidrozi-friedelan-3-ona

Esquema 2. Rota biossintética para formacao da friedelina.

31
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Esquema 3. Rota biossintética para formacao de triterpenos quinonametideos
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pristimerina 21-B-hidroxi-pristimerina 21-cetopristimerina

celastrol

OH

20-o-hidroxi-maitenina 0

maitenina

OH

22-B-hidroxi-maitenina

Esquema 4. Etapa de oxidac&o do anel E de triterpenos quinonametideos (LIAO, 1994).
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6. DADOS FISICOS DAS SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS.

Pristimerina:
Férmula Molecular:
Ponto de fuséo:
Rotacéo oOtica:

IV (KBr), v (max; cm™) :

UV (nm):

RMN:

Atividade bioldgica:

Maitenina:
Formula Molecular:
PF:

Rotacéo otica:

IV (filme seco), v (max; cm™):

UV (nm):
RMN:

Atividade biologica:

C30H4oo4 (464,64 g/mol)
214-217 (MeOH), 216-219(hexano),
[a]o” -164 (c 1,0) CHCls

3350; 2920; 1720; 1690; 1590; 1430; 1370; 1290; 1220; 1180;
1150; 1090; 865

(MeOH) 250(11000); 430(13000)
253 (4,08); 420 (4,10)

Tabela 05 p.24

Antitumoral, anti-bacteriana, antibiotico, citostatico, inibidor de
atividade citotoxica, atividade antimalaria

CogH3603 (420,599/m0|)
147-149(CHCls/éter de petrdleo)
[a]o ->* (c 0,1; MeOH)

3324, 2973-2872, 1706, 1595, 1514, 1437, 1289, 1217, 1184,
1084, 870, 756, 677

210 (3,33); 242 (3.02); 288 ( 2,21); 421 (3,16)
Tabela 06 p. 26

Atividade antibicrobiana contra bacteria gran positivas

Antitumoral, citostatico, citotdxica, tripanosomicida


http://zeus.qui.ufmg.br/~neplam/triterpenos/cdcom.htm
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30-Hidroxi-friedelan-3-ona:

Foérmula Molecular: C30H5002 (442g/mol)
PF: 268-269 (CHCI3/MeOH)
Rotacéo oOtica: [o]o -15 (c=0,260) [a]p -12,1 (c=0,1, CHCl3)

IV (filme seco), v (max; cm™): 3528, 2925, 1706, 1445, 1380, 1034; 3610, 1710

RMN Tabela 04 p.20

Atividade bioldgica Acdo antibacteriana e citotdxica
B-Sitosterol

Formula Molecular: Ca9Hs500

PF: 188-189°C

EM: m/z 414, 255, 145, 105, 91 e 55

7. Bioautografia

Através da bioautografia, extratos e fracbes purificadas de S. elliptica foram
avaliados frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia  coli,
Pseudomonas aeruginosa e Kocuria rhizophila. E. coli € uma bactéria comensal do
intestino humano, quando patogénica, causa infec¢Ges no sistema digestério, conhecidas
como gastroenterites. Ja S. aureus pode causar doengas por invaséo direta ou por formacéo
de toxinas. Dentre as doencas por invasdo diretas estdo: foliculite, furdnculo, carbunculo,
tercol e etc. Por toxinas produzidas por ela: sindrome da pele escaldada, sindrome do
choque toxico e intoxicacdo alimentar. Tanto a S. aureus e a P. aeruginosa, apresentam

alto grau de resisténcia a antibioticos e estdo envolvidas nas infeccBes hospitalares
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oportunistas. O B. subtilis e a K. rhizophila sdo bactérias gram positivas ndo patogénica
comum no solo.

Dentre os resultados obtidos usando este modelo de ensaio biolégico, podemos
destacar a maior inibicdo total do crescimento de todas as bactérias por parte do extrato

diclorometano da raiz e das folhas de S. elliptica, conforme pode-se observar na tabela 07.

Tabela 7 — Halo de inibicdo (mm) do extrato bruto da S. elliptica.

Extrato Bruto ] . ] ] ]
E.coli B.subtilis K. rhizophila S. aureus P. aeruginosa

Raiz(CH,Cly)

Raiz(etOH) 10 10 9 11 -
Caule(CH,Cl,) - - 8 - -
Caule(etOH) 9 8 12 11 -
Folhas(CHCI,) - - - - -
Folhas(etOH) - 9 11 - -
Cloranfenicol 15 24 19 29 25

A 30-hidroxifriedelan-3-ona (C,11) foi submetida as bactérias B. subfilis, K.
rhizophila, dando como resultado inibicédo total do crescimento de ambas, estes resultados
estdo expressos na tabela 08. J& o B-sitosterol (Cis1), que também foi submetido as
mesmas cepas apresentou inibi¢do, ndo com a mesma eficiéncia, porém. Faz-se necessario

mais testes com outras fragOes e o teste de concentragcdo minima inibitéria.



Tabela 8 — Halo de inibigdo (mm) de fragdes da S. elliptica.

Fracdes (Caule)

Cis

B sitosterol
Cisa
30-
hidroxifriedelan-3-
ona
Ca12
Cais

Cloranfenicol

8. CONCLUSAO

B. subtilis K. rhizophila

12 10

27 25
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O estudo fitoquimico dos extratos apolares e de média polaridade das raizes e caule

de Salacia elliptica (Hippocrateaceae) conduziu ao isolamento e determinacdo estrutural

de 04 metabolitos secundarios. Dentre 0s quais se destaca os triterpenos quinonametideos

maitenina e pristimerina, uma vez que sdo considerados marcadores quimiotaxondmicos

das familias Celastraceae e Hippocrateaceae, de ocorréncia restrita a este grupo vegetal.

Seu isolamento em S. elliptica vem corroborar com esta informacdo, porém seu

isolamento nesta espécie ndo conduz a nenhuma conclusdo sobre as relagdes

guimiotaxonémicas entre Hippocrateaceae e Celastraceae, visto que estes metabdlitos sdo

comuns a ambas as familias e que os estudos fitoquimicos realizados nestas familias ndo

abrange 25% de suas espécies.
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Os bioensaios demonstram o alto potencial biologico S. Elliptica, ja que frente aos
microorganismos aos quais 0s extratos e parti¢des foram expostos, houve a reducéo ou até
mesmo a inativacdo total do crescimento do microorganismo. Estes resultados leva a
concluir que ha muito por fazer quanto a determinacdo de quais principios ativos sao

realmente ativos e viaveis economicamente quanto ao seu uso farmacoldgico.
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