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Resumo

O extrato metandlico das folhas de Schinopsis brasiliensis apresentou atividade antimicrobiana com
concentragdo minima inibitoria de 31,15 pg/mL frente Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
e Staphylococcus saprophyticus. A prospeccéo fitoquimica das folhas de Schinopsis brasiliensis (Engl.)
guiado pelo método bioautografico permitiu isolar duas moléculas (galato de metila - GM and 3-1,2,3,4,6-
Pentagaloil-D-Glicose - PGG), as quais apresentaram atividade antimicrobina frente S. aureus,
Staphylococcus coagulase negativo e Enterococcus faecalis, com halos de ordem de 14 a 20 mm. Ainda,
PGG apresentou atividade antimicrobiana frente Pseudomonas aeruginosa com halos da ordem de 21 mm
e GM com halos de ordem de 17 a 18 mm frente Escherichia coli. Novos estudos, tais como a quantificagao
dos compostos antimicrobianos e identificagdo de outros metabdlitos secundarios das folhas de S.

brasiliensis, sao necessarios pelos presentes resultados.

Palavras-chave: (-1,2,3,4,6-Pentagaloil-D-Glicose. Staphylococcus aureus MRSA multirresistente.

Pseudomonas aeruginosa. Bioautografia.

Abstract

The methanolic extract of the leaves of Schinopsis brasiliensis presented antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus saprophyticus with minimum
inhibitory concentration of 31.15 pg/mL. Phytochemical prospecting of Schinopsis brasiliensis (leaves)
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guided by the bioautographic method allowed to isolate two molecules (methyl gallate - GM and 3-1,2,3,4,6-
Pentagaloil-D-Glucose - PGG), which showed antimicrobial activity against S. aureus, coagulase-negative
staphylococci and Enterococcus faecalis with inhibition zones of 14 to 20 mm. Furthermore, PGG presented
antimicrobial activity against Pseudomonas aeruginosa showed inhibition zone of 21 mm and GM showed
inhibition zone of 17 to 18 mm against Escherichia coli. Further studies, such as quantification of
antimicrobial compounds and identification of other secondary metabolites of leaves of S. brasiliensis are

necessary due to the present results.

Keywords: (-1,2,3,4,6-Pentagaloyl-D-Glucose.  Staphylococcus aureus multiresistant MRSA.

Pseudomonas aeruginosa. Bioautography.

Introducgao

O crescimento da resisténcia bacteriana aos antibidticos € uma ameaga a populacdo mundial. A
multirresisténcia de bactérias virulentas e de alta prevaléncia nas infecgdes nosocomiais € comunitarias
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, entre outras)
1 torna incerta a eficacia dos antimicrobianos. As recorréncias nas doengas infecciosas causam
prolongamento do tempo de internagdo hospitalar, bem como tém levado a mortes prematuras de varias
pessoas. Por tudo isso, se faz necessario e essencial, a descoberta de novas classes de antimicrobianos,

em particular, aquelas oriundos das plantas, que € uma fonte inesgotavel de novas moléculas 2.

» oo« ” o«

Schinopsis brasiliensis Engl. € popularmente conhecida por “bradna”, “barauna”, “brauna-do-sertao” e
“pbrauna-parda”, “quebracho”, “chamacoco” e “chamucoco” 24, Na medicina popular sdo usadas das folhas,
casca, caule, entrecasca, resina e fruto de S. brasiliensis como antiinflamatério em geral, gripe, febre, tosse,
diarréia, disenteria, impoténcia sexual, fraturas 27, como antiséptico natural no tratamento de micoses

superficiais e feridas @,

Em estudo do extrato das folhas de S. brasiliensis por Saraiva @ foi observada importante atividade
antioxidante e alto teor de polifendis. Também foi relatada boa atividade antimicrobiana frente cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, como as cepas de Staphylococcus
coagulase negativo e menor atividade antimicrobiana frente as cepas de Enterococcus faecalis, Salmonella
sp., Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis. Na
planta tem sido identificado e/ou isolado a partir das folhas e caule de S. brasiliensis os seguintes
metabolitos secundarios: acido galico, galato de metila, quercetina, quercetina-3-O-f-D-xilopiranoside
5,6,7,8,3", 4'-hexahidroxiflavonol, 5,7,4',5'-tetrahidroxiflavon-3'-o-3-D-glicopiranosideo, megastigmona,
gallic acid 4-O-b-D-glucopyranoside, gallic acid 4-O-b-D-(60-Ogalloyl)-glucopyranoside, ethyl-O-b-D-(6’-O-
galloyl)-glucopyranoside,  2-hydroxy-4-methoxyphenol,  2-hydroxy-4-methoxyphenol  1-O-b-D-(6’-O-
syringoyl) - glucopyranoside , acido elagico, 5,6,7,8,3',4'-hexahidroxi-flavonol, aquil e alquenil fenois, -

sitosterol, estigmast-4en-3-ona, estigmast-4-em-ona-6-B-ol, entre outros 4212,

A pesquisa dos componentes com propriedade antimicrobiana do extrato metandlico das folhas de
Schinopsis brasiliensis tomou como indicador os fatores de retengédo (Rf) destes, por meio da técnica

bioautografica, referentes as zonas de inibigdo frente o indculo de Staphylococcus aureus 2.
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Material e Método

Quimicos e reagentes

Os reagentes e solventes empregados neste estudo foram: acido férmico (Vetec), acido acético glacial
(Merck, 99,8%), n-hexano (Vetec, 99%), acetato de etila (Vetec, 99,5%), metanol (Vetec, 99,8%),
dimetilsufoxido (Vetec, 99,9%), Tween 80 (Vetec), 2,3,5-cloridrato de ftrifeniltetrazolio (Sigma), 2-
Aminoetildifenil borinato. Como padrdes foram utilizados: acido galico (Sigma) e tetraciclina (Sigma).

Amostra vegetal e obtengao das fragoes

A amostra foliar de S. brasiliensis foi coletada na fazenda Cacimba Nova, localizada no municipio de
Mirandiba/PE (08°07'13"S x 38°43'46"W, 450 m) no més de margo de 20083, O material testemunho foi
identificado pelo curador A. Bocage e incorporado ao herbario do Instituto Agronédmico de Pernambuco
(IPA), sob n° 70.007. As amostras foram estabilizadas durante trés dias a 45 + 5°C em estufa e

posteriormente pulverizadas em triturador, obtendo-se granulometria de 16 Mesh.

Os extratos foram obtidos por maceragéo fracionada com n-hexano, seguido por metanol, sendo descartada
a fragdo hexanica. O extrato metandlico de S. brasiliensis (ExmSb) foi filtrado e evaporado (Marconi MA-
120) sob presséo reduzida, obtendo rendimento de 26,27%. A escolha do metanol tem sido recomendada
para a extragdo de compostos fendlicos em tecidos vegetais devido a sua capacidade de inibir a oxidagéo

de polifendis, que podem alterar a atividade antioxidante 141,
Linhagens microbianas

Os microrganismos utilizados nos ensaiados pertencem a colecdo do Laboratério de Analises
Microbioldgicas do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco -
Brasil (codigo: AM). Foram eles:

e  Staphylococcus aureus: MRSA (Clone Epidémico Brasileiro - AM858, AM793; Clone Pediatrico -
AM642 e AM922; MSSA (AM632, AM672) e Padrao (AM103-ATCC 6538);

e Staphylococcus coagulase negativo (AM789), Staphylococcus saprophyticcus (AM245),
Staphylococcus epidermidis (AM235), Staphylococcus sp. (AM109);

e  Enterococcus faecalis (AM997; AM1056 - ATCC 51299);

e  Pseudomonas aeruginosa (AM428; AM458; AM460; ATCC 14502 - AM206);

e  Escherichia coli (AM161; AM167; AM251; AM247; AM1050 - ATCC 35218);

e  Kilebsiella pneumoniae (AM339; AM342; AM379; AM410);

o  Salmonella spp. serotype Montevideo (AM1046; ATCC 8387 - AM149);

e ATCC — American Type Culture Collection.

Preparo dos inéculos

Os in6culos foram preparados a partir de culturas de 24 h em agar Mueller-Hinton (Himedia), e suspendidas

em soro fisioldgico estéril, ajustando a turvagdo dos inoculos a da escala 0,5 McFarland (108 UFC/ml) 18],
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Método Bioautografico

Na cromatografia em camada delgada (CCD) (GFa2s4 - Merck), o extrato metandlico das folhas de Schinopsis
brasiliensis na concentragao de 20 mg/mL foi aplicado, tendo como fase moével o sistema cromatografico
acetato de etila:acido férmico:acido acético:agua (100:3:3:3, v/v). As CCD foram eluidas em duplicata,

sendo uma usada como referéncia cromatografica (CCD?) e a segunda para bioautografia (CCDP).
Bioautografia

A CCD® ficou sob corrente de ar por 8 horas. Apos esse periodo foi instalada numa placa de Petri e recoberta
com 20 mL de meio fundido de agar Mueller Hinton (Himedia®), inoculado com uma suspensao salina de
S. aureus ATCC 6538 ou AM793 (108 UFC/ml) 12, Apés solidificagdo do meio de cultivo, a placa foi incubada
por 24 horas a 37+1°C. Passado este periodo, a bioautografia foi revelada com uma solugédo de 2,3,5-
trifeniltetrazodlio (TTC) a 2,5 mg/mL e reincubada por 4 horas. A presenga de zona de inibigdo indica a

existéncia de compostos ativos 191,
Isolamento dos constituintes com potencial antimicrobiano das folhas

A prospecgéo de metabodlitos secundarios do extrato metandlico da folha de S. brasiliensis (ExmSb) deu
partida com o particionamento de 40 g de ExmSb, que se iniciou com n-hexano, cloroférmio, acetato de
etila, metanol (3 x 150 mL), obtendo-se, respectivamente as particdes hexanica (ExmSb/PH), cloroférmica
(ExmSb/PC), em acetato de etila (ExmSb/PAE) e finalmente a particdo metandlica (ExmSbh/PM). Das
particdes obtidas, a trabalhada foi a ExmSb/PAE, peso 16,17 g.

Isolamento de S1

A partir de 1 g da ExmSb/PAE fez-se cromatografia em coluna (CC) tendo como fase estacionaria a
Sephadex LH-20® e sistema eluente (acetona: triclorometano: metanol - 200:100:150, v/v), obtendo-se 102
fragbes com volume médio de 7 mL. Com as fragdes 82-102 (F1’) (240 mg), fez-se nova CC tendo como
fase estacionaria Sephadex LH-20 e sistema eluente: (acetona:diclorometano:metanol-200:100:150, v/v),
obtendo-se 25 fragbes, média de 10 mL de volume. A partir das fracdes F21-24 (F2’) (146 mg) e seguindo-
se o0s passos anteriores, obteve-se 15 fragdes, média de 10 mL de volume, observou o isolamento de S1
nas fragdes 7-13 (F3’) (89 mg). Sendo realizadas analises espectrais (RMN 'H, RMN '3C, Cosy, HSQC,
HMBC e Dept 135 - Bruker, modelo Avance DRX-500), cromatografia liquida acoplada ao espectrometro
de massas (Shimadzu LC-MS-IT-TOF) e Infravermelho com transformada de Fourier (IVTF Bruker® modelo

IFS66) para elucidagao estrutural.
Isolamento de S2

A partir de 1 g do ExmSh/PAE foi realizado o isolamento da molécula dois de polifenol em coluna
cromatografica, tendo como fase estacionaria a Sephadex (LH-20), e como sistema eluente
Acetona:Diclorometano:Metanol (200:100:150, v/v), obtendo-se 52 fragbes com volume médio de 10 mL.
Seguiu-se nova coluna em Sephadex (LH-20), a partir das fragdes 22-26 (57 mg), e com novo sistema
eluente (Acetona:Diclorometano: Metanol) na proporg¢ao de (150:100:150, v/v), onde obteve-se 39 fragdes,
média de 10 mL, onde, na primeira fragédo (14,7 mg) evidenciou-se o isolamento da molécula (S2), quando
foram realizado os espectros de RMN ('H e '3C) (Varian Unity Plus 300 MHz spectrometer) e determinag&o
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do comprimento de onda da molécula por varredura num espectrofotdmetro UV-Visivel (Agilent 8453 UV-

Visible spectrophotometer).
Atividade Antimicrobiana

Os estudos se basearam em dois métodos de ensaios: medida do halo de inibicdo por técnica de

pocos/difusdo em agar e concentragdo minima inibitéria (CMI) por diluicdo em agar.
Preparagao das solugdes e diluicoes das fragoes

O extrato metandlico das folhas de S. brasiliensis (ExmSb) foi ressuspendido em dimetilsulféxido
(DMSO):agua (20%, v/v) 1. A diluigdo do extrato para determinagdo da Concentragdo Minima Inibitoria
(CMI) foi 10 mg/mL (fator de diluigdo = 2) 8. O antibidtico padréo foi tetraciclina (TET) (Sigma) nas
concentragdes de 0,31ug/ml a 640ug/ml (fator de diluigéo = 2).

Os metabolitos secundarios isolados das folhas de Schinopsis brasiliensis foram solubilizados em solugao
aquosa de DMSO (20%, v/v) I7 nas concentragbes de 750-6000 pg/mL, para S2 e de 250-2000 pg/mL,
para S1 (fator de diluigdo = 2). O antimicrobiano controle foi a tetraciclina (300 ng/mL). Os controles

negativos para ambas as técnicas (DMSO e Tween 80) foram preparados.
Determinagao do Halo de Inibigdao

Apos o semeio dos inéculos bacterianos em placas, com agar Mueller-Hinton, foram realizadas perfuragées
(6 mm de diametro) e aplicagao dos produtos testes (100 ul por pogo), nas concentragdes de 75, 150, 300
e 600 ug/pogo para o isolado S2 e de 25, 50, 100 e 200 ug/pogo para o isolado S1. O antibiético padrao foi
tetraciclina (30 ug / pogo). Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C + 1 por 24 h 7. Os ensaios

foram realizados em duplicata.
Determinagido da concentragdo minima inibitéria (CMI)

A avaliagdo da CMI foi determinada pela metodologia da microdiluigdo em caldo proposta pelo Clinical and

Laboratory Standards Institutel'>] modificada.

Microplacas estéreis com 96 orificios foram utilizadas. Cada orificio recebeu 160 uL de meio de cultura liquido
caldo Mueller-Hinton (Himedia), 20 uL do inoculo a 0.5 da escala McFarland (108 UFC/mL) e 20 pL das
solugdes de diferentes concentragdes de ExmSb (31.25 a 1000.0 mg/mL). Como controles foram utilizados:
20 pL de soro fisioldgico, 160 yL de caldo Mueller-Hinton e 20 pyL do inéculo (controle de crescimento
microbiano); 20 pL de soro fisiolégico e 180 L de caldo Mueller-Hinton (controle de esterilidade); solugdo
aquosa de tetraciclina nas concentragdes de 0.125 ug/mL a 64.0 ug/mL (controle positivo); 160 pL de meio de
cultura liquido caldo Mueller-Hinton, 20 yL do inéculo a 0.5 da escala McFarland e 20 yL DMSO (40%, v/v)
(controle negativo). As microplacas foram incubadas a 37+1°C por 24 horas e, apds esse periodo, foram

adicionados 20 yL da solugéo aquosa de resazurina 0,2% como revelador.
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Resultados e Discussao

A avaliagdo da atividade antimicrobiana de um extrato é determinada pela presenga de metabdlitos
secundarios com toxicidade as cepas microbianas. Estes compostos, contidos nas plantas e adquiridos por
processos extrativos, sdo concentrados e testados frente estudos bioldgicos. A classificagdo quanto ao
potencial antimicrobiana tomou como referéncia a classificagéo de Saraival® - CMI < 100 ug/mL, muito ativo;
CMI entre 100 e 500 pg/mL, ativo; CMI > 500 e < 1000 pg/mL, moderadamente ativo; CMI > 1000 e < 2000
ug/mL, pouco ativo; e aqueles com CMI > 2000 pg/mL, inativos.

Na determinagéo das CMI das folhas de S. brasiliensis (TABELA 1 e 2) foram observadas as menores CMI,
classificadas como muito ativos!®l, com valores de 31,25 ng/mL frente S. aureus e Staphylococcus (sp.) com

valores de 500 pg/mL frente E. coli classificado como ativo.

TABELA 1: Atividade antimicrobiana do extrato metandlico de Schinopsis brasiliensis Engl. (ExmSb) frente a bactérias
Gram-positivas.

MIC - Bactérias Gram Positivas (AM)
Staphylococcus aureus Staphylococcus?
Produtos
103’ 672 642 793 235 245 109 789
ExmSb 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25 31,25
(ng/mL)
Tet 16 2 1 1 0,5 0,5 0,25 <0,062
(ng/mL)

S. aureus: Staphylcoccus aureus; Tet: tetraciclina; "2 Os nimeros abaixo de cada espécie sdo codigos de identificagio
que comega com as letras AM e s&o descritos em detalhe na secgéo Linhagens microbianas.

TABELA 2: Atividade antimicrobiana do extrato metandlico de Schinopsis brasiliensis Engl. (ExmSb) frente a bactérias
Gram-negativas.

CMI - Bactérias Gram Negativas (AM)

E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae Salmonella

Produtos
1050"| 167 | 251 | 161 | 206 | 428 | 458 | 460 | 342 | 379 | 410 | 339 149 | 1046

ExmSb
(ug/mL) 500 | 500 | 500 | 500 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 |>1000 |>1000 |>1000 |>1000 |>1000 | >1000

Tet
1 1 0,5 8 4 32 32 32 4 2 >64 4 2 2

(ng/mL)

E. coli: Escherichia coli; P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa; K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae; Tet:
tetraciclina; ': Os numeros abaixo de cada espécie sdo codigos de identificagdo que comega com as letras AM e sdo
descritos em detalhe na secgao “Linhagens microbianas”.

No estudo bioautogréafico observou-se trés zonas de inibicdo, sendo compativel ha pelo menos quatro
compostos com potencial antimicrobiano frente as duas linhagens de Staphylococcus aureus (A: AM103 e
B: AM793) testadas. Dois destes compostos (S1, Rf 0,1 e S2, Rf 0,71) foram isolados e suas estruturas
elucidadas. O metabdlito secundério S3 (Rf 0,60) foi identificado, presuntivamente, utilizando o &cido galico
(Sigma) como padréo de referéncia por cromatografia em camada delgada (CCD), ja tendo sido isolado por
Souzal¥ e Moreiral'¥, O quarto metabdlito secundario (S4), observado no Rf 0,83, ainda néo foi identificado
(FIGURA 1).
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FIGURA 1. Bioautografia das fragdes das folhas de Schinopsis brasiliensis (ExmSb)

(54) (52)

(53)

Exm3b F¥ F1

S1, S2, S3 e S4: halos de inibigao referente a moléculas com potencial antibacteriano por bioautografia; ExmSb: extrato
metandlico das folhas de S. brasiliensis; F1’ e F3’: fragbes de ExmSb.

O fracionamento cromatografico do extrato metandlico das folhas de S. brasiliensis, guiado por
bioautografia, resultou no isolamento de dois compostos fendlicos: B-1,2,3,4,6-Pentagaloil-D-Glicose (PPG)
ou B-1,2,3,4,6-Pentagaloil-D-piranose e galato de metila, cujas estruturas foram identificadas com base na
analise dos dados espectrais por '3C e 'H RMN, com apoio do espectro de infravermelho e GC-MS, para
S1 e determinagdo do comprimento de onda (A) por varredura no espectrofotdmetro de UV-visivel e
confirmados com os dados da literatural®1%-21,

$1 - 3-1,2,3,4,6-Pentagaloil-D-Glicose

O composto S1 apresentou-se como um p6 amorfo de coloragao esbranquicada. Os dados obtidos por
espectro de RMN 'H (500 MHz, CDsOD) foi caracterizado como uma substancia do grupo dos taninos
hidrolisaveis, devido a presencga de singletos, referente a dois protons 'H entre 6,91 e 7,12 ppm do espectro
(6,91 ppm — H-2c, H-6¢; 6,96 ppm — H-2e, H-6¢e; 6,98 ppm — H-2d, H-6d; 7,06 ppm — H-2b, H-6b; 7,12 ppm
— H-2a, H-6a), magneticamente equivalentes nas posi¢cdes C-2 e C-6 de cada anel aromatico do galoil,
grupo dos fendis, e sete sinais de protons alifaticos provenientes de uma porgdo de agucar foram
observados entre as regides 4,3 a 6,3 ppm do RMN "H. A ressonancia do préton ('H) anomérico em 6,24
(C-1) e os sinais na regido de proton ('H) 5,59 (C-2'); 5,91 (C-3'); 5,62 (C-4’); 4,42 (C-5'); 4,39-4,52 (C-6")
em conjunto com as ressonancias observada pelos RMN bidimensionais (2D) 'H -'H - COSY, 3C -'H -
HSQC e HMBC, respectivamente, confirmaram a presenca da unidade glicopiranose na estrutura de S1,
sendo sua configuragdo 8 determinada com base na constante de acoplamento do préton anomeérico (J =
8,4 Hz)21,
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O espectro de RMN '3C (125 MHz, CD30OD) e DEPT 135 de S1 mostrou trinta e um sinais representando
quarenta e um carbonos, dos quais, cinco sao carbonos alquilas terciario e um alquila secundario compondo
a molécula da glicose. Dos trinta e cinco carbonos restantes, que fazem parte de cinco grupos galoil, tem-
se trinta carbonos com hibridizagao sp2 (110,79 ppm [R’-C=R(2b), R’-C=R(6b)]; 110,50 ppm [R’-C=R(2c),
R’-C=R(6¢)]; 110,63 ppm [R’-C=R(2d), R’-C=R(6d)]; 110,54 ppm [R’-C=R(2a), R-C=R(6a)]; 110,57 ppm [R’-
C=R(2e), R-C=R(6e)]; 146,67 ppm [R-C=R(3b), R’-C=R(5b)]; 146,40 ppm [R’-C=R(3c), R-C=R(5c)];
146,49 ppm [R’-C=R(3d), R’-C=R(5d)]; 146,59 ppm [R’-C=R(3a), R-C=R(5a)]; 146,55 ppm [R-C=R(3e), R~
C=R(5¢e)], 140,92 ppm [R-C=R(4b)], 140,27 ppm [R’-C=R(4c)], 140,45 ppm [R’-C=R(4d)], 140,15 ppm [R’-
C=R(4a)], 140,50 ppm [R-C=R(4e)]); (120,34 ppm [R’-C=R(1b)], 120,34 ppm [R-C=R(1c)], 120,49 ppm [R’-
C=R(1d)], 121,18 ppm [R’-C=R(1a)], 120,27 ppm [R’-C=R(1e)]) e cinco carbonos com hibridizagdo sp2
(acila) (166,37 ppm [R,R'C=0(7b)], 168,08 ppm [R,R'C=0(7c)], 167,16 ppm [R,R'C=0(7d)], 168,55 ppm
[R,R'C=0(7a)], 167,44 ppm [R,R'C=0(7e)]) (FIGURA 2)I18-21],

FIGURA 2: 3-1,2,3,4,6-Pentagaloil-D-Glicose (S1) (A) 229 nm
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As atribuigbes completas de S1 foram confirmadas pelos RMN 2D COSY ('H-'H), HSQC e HMBC ('3C-"H).
Estas indicaram claramente que os sitios de acilagdo do nucleo da glicopiranose foram referentes as
correlagdes de acoplamento ('3C-'H) observadas no RMN HMBC (J? e J°) entre prétons de glicopiranose e
grupo carbonila de cada galoil correspondente, respectivamente 2H-6" acoplado com R,R’C=0 (7a) (168,55
ppm); H-4’ acoplado com R,R'C=0 (7b) (166,37 ppm); H-3’ acoplado com R,R’C=0 (7c) (168,08 ppm); H-
2’ acoplado com R,R’C=0 (7d) (167,16 ppm); H-1" acoplado com R,R’C=0 (7e) (167,44 ppm) para cada
unidade galica (E, D, C, B e A) ligadas a glicopiranose, respectivamente em C-1, C-2, C-3, C-4 e C-6
(TABELA 3)21. 22,
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TABELA 3: Dados do RMN de 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) [CD30D, & (ppm), m (Multiplicidade)] de substancia 1(S1).

Molécula Carbono 5'H 513C 3y
Glicose
cr 6,24 d 8,4) 93,96 1H-2’; 1H-5'
c2 5,59 dd (8,4/9,8) 72,33 1H-3
Cc3 5,91 dd (9,8/9,7) 74,25 1H-4"; 1H1’
c4 5,62 dd (9,8/9,7) 69,95 1H-3'; 1H-6"?
Cc5 4,42 m 74,54 2H-6a’; 6b’
4,39 dd (4,0/12,4)"
ce’ 63,26 1H-4’
4,52 dd (11,5/12,4)?
Anel Galoil A
C1la 121,18 1H-2a; 1H-6a
C2a 7,12 s (a) 110,54 1H-6a
C3a 146,59 1H-2a
C4a 140,15 1H-2a; 1H-6a
C5a 146,59 1H-6a
Cé6a 7,12 s (a) 110,54 1H-2a
C7a 168,55 1H-2a; 1H-6a; 2H-6"?
Anel Galoil B
C1b 120,37 1H-2b; 1H-6b
C2b 7,06 s (b) 110,79 1H-6b
C3b 146,67 1H-2b
C4b 140,92 1H-2b; 1H-6b
C5b 146,67 1H-6b
Céb 7,06 s (b) 110,79 1H-2b
C7b 166,37 1H-2b; 1H-6b; 1H-4’
Anel Galoil C
Cic 120,34 1H-2c; 1H-6¢
C2c 6,91 s (c) 110,50 1H-6¢
C3c 146,40 1H-2c
C4c 140,27 1H-2c; 1H-6¢
C5¢ 146,40 1H-6¢
Céc 6,91 s (c) 110,50 1H-2¢
C7c 168,08 1H-2c¢; 1H-6¢; 1H-3’
Anel Galoil D
C1d 120,49 1H-2d; 1H-6d
c2d 6,98 s (d) 110,63 1H-6d
Cad 146,49 1H-2d
C4d 140,45 1H-2d; 1H-6d
C5d 146,49 1H-6d
ced 6,98 s (d) 110,63 1H-2d
C7d 167,16 1H-2d; 1H-6d; 1H-2’
Anel Galoil E
Cle 120,27 1H-2e; 1H-6e
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C2e 6,96 s (€) 110,57 1H-6e
C3e 146,55 1H-2e

Cde 140,50 1H-2e; 1H-6e
C5e 146,55 1H-6e

Cée 6,96 s (€) 110,57 1H-2e

C7e 167,44 1H-2e; 1H-6e; 1H-1"

A massa molecular 940 de S1 foi determinada por GC-MS, sendo 940 [M] (100); 887 [M C4Hs] (32); 770 [M-
acido galico] (12); 635 [M-(OH)s-CeH2CO0(OH)2CsH2C O] (50); 518 [M-acido elagico (-H)-(OH)-CsH4CO] (15),
em intensidade moderada. No espectro de Infravermelho (IV) observou-se os grupamentos OH [3325, 964 cm-
%], CH2 [2931, 2861 cm™], C=C do Anel aromatico [1609, 1534, 1448, 678 cm™], carbonila [C=0] do éster [1698
cm®], COO [1310, 1189 cm™®], CO [1091, 1025 cm™®], CH de um metileno [2931, 817, 758, 671 cm¥] 23.19],

S2 - Galato de Metila

No espectro de RMN (300 MHz) de 'H [DMSO-ds] observou-se um singleto em &+ 6,93 ppm, com integral
referente a dois protons 'H, sendo um em C-2 e um em C-6 de um anel aromatico. Um singleto em &+ 3,74
ppm, com integral referente a trés prétons 'H no C-8. Um singleto em &+: 9,19 ppm, correspondente a trés
hidrogénios relativos a trés grupo hidroxila (30H), cada uma ligada a um carbono sp2 nas posicdes C-3, C-

4 e C-5 de anel aromatico (fenol).

No RMN (75 MHz) de "3C [DMSO-ds] de S2 observaram-se seis carbonos com hibridizagdo sp2 (145,60
ppm [R’-C=R(3), R-C=R(5)]; 138,43 ppm [R’-C=R (4)]; 119,24 ppm [R’-C=R (1)]; 108,47 ppm [R’-C=R(2),
R’-C=R(6)]), um carbono com hibridiza¢édo sp2 (haleto de acila) (166,34 ppm [R,R’C=0(7)]) e um carbono
com hibridizagdo sp3 (alquila primario) (51,65 ppm [C-8, CHs]). O comprimento de onda (A) de S2 foi 274
nm, que corresponde ao do galato de metila (FIGURA 3 e 4)24],

FIGURA 3: Galato de Metila (CsHsOs) *C RMN: M 184,146; A = 274 nm (S2)

o} OMe
OH
H
108.469
145.602 51.649
166.343 138.428 119.244
ppm

13C RMN (75 MHz; DMSO): 8¢ 119,24 ppm [R-C=R (1)]; 8¢ 108,47 ppm [R-C=R (2), R-C=R (6)], 5c 138,43 ppm [R-C=R
(4)], 8¢ 145,60 ppm [R-C=R (3), R*-C=R (5)], 8¢ 166,34 ppm [R,R’C=0 (7)], 8¢ 51,65 ppm [-CH3(8); ppm: partes por milhdo.
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FIGURA 4: Galato de Metila (CgHsOs) 'H RMN: M 184,146; A = 274 nm (S2)
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"H RMN (300 MHz; DMSO): &4 3,74 ppm (H-8a, H-8b, H-8c, s, 3H), 84 6,93 ppm (H-2, H-6, s, 2H), 84 9,19 ppm (OH-3,
OH-4, OH-5, s, 3H); ppm: partes por milhdo.

Atividade antimicrobiana

No estudo da atividade antimicrobiana de S1 (-1,2,3,4,6 - pentagaloil-D-glicose - PGG) isolado das folhas
de S. brasiliensis frente a bactérias anteriormente ensaiadas para o ExmSb, onde observou-se halos de
inibicdo da ordem de 18 mm (200 pg/pogo) e de 14 mm (50 ug/pogo), ativos, frente as cepas de S. aureus
(ATCC 6538), de 16 mm (200 pg/poco) e 13 mm (50 ug/poco), ativos, frente S. saprophyticus e de 14 mm
(200 pg/pogo), ativo, e 12 mm (50 ug/pogo), pouco ativo, frente cepas E. faecalis (AM997) (TABELA 4).

TABELA 4: Atividade antimicrobiana de -1,2,3,4,6-Pentagaloil-D-glicose frente cepas Gram positivas por pogos difusao
em agar

S. aureus Staphylococcus? E. faecalis
Amostras 103! 642 632 858 922 789 235 245 997 1056
200 18* 16 15 19 16 16 16 16 14 14
100 16 14 13 16 14 14 14 14 12 12
PGG
50 13 12 12 14 12 - 12 13 10 10
25 10 10 10 11 10 - 10 11 - -
Tet* 30 30 34 33 16 34 36 34 34 - -

S. aureus: Staphylcoccus aureus; E. faecalis: Enterococcus faecalis; *: ug/pogo; Tet: Tetraciclina; "% Os numeros
abaixo de cada espécie sao cddigos de identificagdo que comega com as letras AM e s&o descritos em detalhe na secgéo
“Linhagens microbianas”; -: Sem formagéo de Halo de inibi¢éo;

Nos resultados da atividade antimicrobiana de PGG frente bactérias Gram negativas observou-se, com
halos de inibi¢do da ordem de 21 mm (200 ug/pogo), muito ativo, e 14 mm (25 pg/pogo), ativo, frente cepas
de P. aeruginosa. Nao foram observados halos de inibicdo nas concentragdes ensaiadas frente E. coli e K.

pneumoniae (TABELA 5).
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TABELA 5: Atividade antimicrobiana de 3-1,2,3,4,6-Pentagaloil-D-glicose frente cepas Gram negativas por pogos difusao
em agar.

E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae
Amostras 1050" 247 460 428 339 379
200 - - 21* 21 - -
100 - - 18 19 - -
PGG
50 - - 16 16 - -
25 - - 14 14 - -
Tet* 30 28 24 13 14 28 27

E. coli: Escherichia coli; P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa; K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae; *: ug/pogo;
Tet: Tetraciclina; ': Os numeros abaixo de cada espécie sdo codigos de identificagdo que comega com as letras AM e
sao descritos em detalhe na secgdo “Linhagens microbianas”; -: Sem formagao de Halo de inibigao.

Os resultados da atividade antimicrobiana do galato de metila (GM), molécula isolada das folhas de S.
brasiliensis frente cepas Gram positivas e Gram negativas de interesse clinico, foram observados halos de
inibicdo da ordem de 19 mm (600 pg/pogo), muito ativo, de 12 mm (150 pg/pogo) frente as cepas de S.
aureus (ATCC 6538), pouco ativo. Halos de 20 mm (600 ug/pogo), muito ativo, de 13 mm (150 pg/poco)
frente a cepa de Staphylococcus coagulase negativo (AM789). Em relagdo E. coli (AM1050) o galato de
metila obteve halos de 17 mm (600 pg/pogo) e 14 mm (150 ug/pogo), ativos 24, Frente as cepas K.
pneumoniae, P. aeruginosa e E. faecalis nao foi observado halos de inibicdo nas concentragdes ensaiadas
(TABELA 6 e 7).

TABELA 6. Atividade antimicrobiana de galato de metila frente cepas Gram positivas por pogos difuséo em agar.

S. aureus Staphylococcus? E. faecalis
Amostra 103’ 642 632 922 789 235 245 997 1056
600 19* 17 19 17 20 17 16 - -
300 17 13 15 14 16 13 14 - -
GM
150 12 - 11 - 13 - 10 - -
75 - - - - - - - - -
Tet* 30 31 28 28 28 35 28 29 - -

S. aureus: Staphyicoccus aureus; E. faecalis: Enterococcus faecalis; *: pg/pogo; Tet: Tetraciclina; 2: Os nimeros
abaixo de cada espécie sao codigos de identificagdo que comega com as letras AM e s&o descritos em detalhe na secg¢éo
“Linhagens microbianas”; -: Sem formagéo de Halo de inibi¢ao;

TABELA 7: Atividade antimicrobiana de galato de metila frente cepas Gram negativas por pocos difusdo em agar.

E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae
Amostra 161" 1050 247 460 428 339 379
600 18* 17 17 - - - -
300 16 14 12 - - - -
GM
150 13 - - - - - -
75 - - - - - - -
Tet 30 26 27 26 - - 20 22

E. coli: Escherichia coli; P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa; K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae; *: ug/pogo;
Tet: Tetraciclina; ': Os nimeros abaixo de cada espécie sdo codigos de identificagdo que comega com as letras AM e
sao descritos em detalhe na secgéo “Linhagens microbianas”; -: Sem formagao de Halo de inibi¢ao.

A atividade antimicrobiana das varias fragdes de Schinopsis brasiliensis, aqui estudados, pode ser

justificada pela alta presenga de taninos nas espécies do género Schinopsisi?), inclusive na espécie de
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Schinopsis brasiliensis (Engl.), que também apresenta relevante concentragio de flavonoides®2728 entre
estes quercetina. Ainda, acidos fendlicos, como acido galico, galato de metila, acido elagicol222230 ¢

sitosteroll 1311,

O B-1,2,3,4,6-Pentagaloil-D-Glicose (PGG) ja tinha sido isolado antes na familia Anacardiaceae, nas folhas

de Schinus terebinthifolius Raddi. (aroeira)i22,

O proposto mecanismo de agao de PGG estaria relacionado na inibicao da sintese de acidos graxos das
células bacterianas. Também é reladado que o PGG possuia propriedade antiviral, antidiabétical®3l,
antiangiogenica in vitro e in vivo, que diminui a expressao da ciclooxigenase 2 (COX-2) e da densidade
microvascularizagao e do fator de crescimento vascular, redugdo do crescimento tumoral e aumento da
apoptose das células tumorais2435, Os acidos fendlicos (acido elagico, acido galico e galato de metila) tém
seu mecanismo de a¢do na modulagao do potencial da membrana plasmatica (MP) devido a acidificacdo
na interface da MP, implicando disturbios de bombas e canais proteicos de membrana, na complexacgao de
ions metalicos, inibicdo de proteinas carreadoras de nutrientes e cofatores enzimaticos. Tudo isso leva a
inibicdo do crescimento bacteriano, diminuicdo da resisténcia da bactéria aos agentes antimicrobianos

podendo causar morte da célula bacterianal22:38],

Conclusao

Os estudos com o extrato metandlico das folhas de Schinopsis brasiliensis proporcionaram isolar, guiado
pelo método bioautografico, dois metabdlitos com potencial antimicrobiano: B-1,2,3,4,6-Pentagaloil-D-
Glicose (PGG) e galato de metila (GM). Estes isolados apresentaram atividade antimicrobiana frente as
cepas de S. aureus, Staphylococcus coagulase negativo. Ainda, apresentou boa atividade antimicrobiana
frente P. aeruginosa e E. faecalis para PGG e frente E. coli para o GM. A atividade antimicrobiana de PGG
frente as linhagens de S. aureus (uma ATCC 6538 - cepa padrdao e outra AM858 - Clone Epidémico
Brasileiro multirresistente) sugere que os mecanismos de agdo dos compostos isolados s&o diferentes
daqueles, aos quais, as linhagens multirresistentes desenvolveram resisténcia, ja que os halos observados
foram equivalentes, em média, entre as cepas responsivas testadas, o que, em tese, revela uma janela de
possibilidades para a pesquisa de um mecanismo de agao alternativo, vislumbrando o desenvolvimento de
uma nova classe de antimicrobianos. Ainda, para novas pesquisas que quantifiquem os compostos com
propriedade antimicrobiana das folhas de S. brasiliensis, como a identificacdo de outros metabdlitos
secundarios e estudos de suas propriedades farmacoldgicas, sdo necessarios os resultados apresentados.
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