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Isolamento de compostos com atividade
antibacteriana em Alternanthera tenella Colla
(Amaranthaceae)

Isolation of compounds with antibacterial activity
from Alternanthera tenella Colla (Amaranthaceae)

Luiz Mério da Silva Silveira’ & Roberto Sigfrido Gallegos Olea’

RESUMO - O presente trabalho descreve o isolamento e a caracterizacdo estrutural de dois compostos isolados
de frag@o polar de partes aéreas de Alternanthera tenella Colla (Amaranthaceae), coletada em Sao Luis-MA. O
fracionamento biomonitorado permitiu verificar atividade antibacteriana em fracdes polares, frente cepas padrio
de bactérias. A caracterizacdo fitoquimica das fragdes ativas revelou uma como sendo uma mistura de esteréides
hidroperéxidos e a outra como a 3-metoxisacarose. Os resultados obtidos dos ensaios bioldgicos refor¢cam o
emprego popular dessa planta, utilizada com frequéncia pela populagao.

PALAVRAS-CHAVE - Alternanthera tenella, atividade antibacteriana, hidroperéxidos, 3-metoxisacarose.

SUMMARY — This work describes the isolation of two fractions from polar extract of aerial parts of Alternanthera
tenella Colla (Amaranthaceae) with antibacterial activity collected in Sdo Luis — Ma. The guided chromatographic
fractionation of polar extract allowed verifying in vitro activity against standard bacteria strains. The phytochemical
characterization of the active fractions obtained revealed hydroperoxysteroids mixture and methyl sucrose. The
results obtained from aerial parts of Alternanthera tenella Colla validate the popular employment of this plant,

used frequently by population.

KEYWORDS — Alternanthera tenella, antibacterial activity, hydroperoxysteroids, methyl sucrose.
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INTRODUCAO

Ouso de plantas medicinais na cura e alivio de diversos
estados patoldgicos remonta a passagem de antigas
civiliza¢des. Dados arqueoldgicos e histéricos atestam que
nestes tempos iniciais as plantas tinham um papel crucial
na manutencéo do bem-estar do homem. A modernizacdo
das civiliza¢des tornou também o uso de plantas mais or-
denado, visto que o tratamento baseava-se na observacgio
dos efeitos das plantas (CHEVALIER®).

O avanco cientifico na drea quimica-farmacéutica pos-
sibilitou o isolamento e sintese de um grande nimero de
substancias biologicamente ativas e vidveis. A industriali-
zacdo, por sua vez, possibilitou a produgido em larga escala
dessas substancias ativas.

Entretanto, apesar do grande niimero de medicamentos
existentes no mercado, a populacdo de um modo geral ndo
aboliu o uso de produtos ditos naturais (oriundos da fauna
e flora) para a cura ou alivio de seus males, quer seja na
forma de chds ou aqueles produtos obtidos no comércio
que passou por algum tipo de processamento. Segundo
CHADWICK & MARSH?”, cerca de 80% da populagio dos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento é quase
completamente dependente da medicina caseira.

Somente nas tltimas décadas € que o género Alternan-
thera vem recebendo a atengdo dos pesquisadores. A litera-
tura registra a existéncia de mais de 60 espécies de Alter-
nanthera, distribuidas nas zonas tropicais e temperadas.
Entretanto, somente poucas espécies foram estudadas em
seus aspectos quimicos e bioldgicos.

No Maranhio, a espécie Alternanthera tenella Colla (fa-
milia Amaranthaceae), conhecida como enxuga, perpétua
do mato ou apaga-fogo, é utilizada na medicina popular, na
forma de infuso, no tratamento de leucorréia vaginal. Re-
gistros populares indicam que essa planta tem também sido
utilizada por via oral, na forma de chds, no tratamento de
inflamacdes, infec¢des e outras afecgdes (BIELLA & et
al.’; REGO'’; SALVADOR & et al.").

GUERRA & et al."’ encontraram significativa atividade
imunomoduladora em partes aéreas de Alternanthera tene-
Ila Colla. SALVADOR & et al." isolaram seis flavondides
com marcada a¢do antioxidante. SILVEIRA® encontrou,
em fracdo polar da planta, atividade antibacteriana.

Neste trabalho, espectros de RMN de 'H e "*C de fragdo
polar foram obtidos com o objetivo de se caracterizar as
classes de substancias presentes em fragdo polar de partes
aéreas de Alternanthera tenella Colla.
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MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacdo do material botanico

Partes aéreas de Alternanthera tenella, formada por caule
e folhas, foram coletadas no Horto Comunitario Jambeiro,
Municipio de Sdo Luis—MA. As amostras coletadas foram
identificadas no Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém —
PA. Uma exsicata da planta encontra-se depositada no Her-
bario Atico Seabra — Universidade Federal do Maranhdo,
sob o n° 1.160.

Obtencao dos extratos

As partes aéreas do espécime em estudo (6,5kg) foram
colocadas para secar em local fresco e arejado, a tempera-
tura ambiente, por duas semanas. Apds esse periodo, fo-
ram colocadas em estufa a 40°C por 24h, sendo posterior-
mente trituradas em moinho elétrico.

O pé obtido (735,0 g) foi macerado a frio com meta-
nol, efetuando-se 5 extracdes, a cada 24h. As solugdes fo-
ram concentradas sob pressdo reduzida, resultando em
material de cor verde escuro.

Avaliacao da atividade antibacteriana

A avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato e fra-
coes de Alternanthera tenella Colla foi realizada pelo méto-
do de difusdo em dgar para acompanhamento cromatogra-
fico (ALVES & et al."). Pogos de 10mm de didmetro fo-
ram realizados e diferentes concentragdes das fragoes fo-
ram aplicadas nos pocos do meio de Agar Mueller Hinton
(Difco) previamente semeado com uma suspensdo padro-
nizada de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 0598099
e Aeromonas hidrophylla ATCC 7966. As placas de Petri
semeadas foram ent@o incubadas em estufa a 37°C durante
24h. A presenga de um halo de inibi¢do de crescimento na
superficie da placa ao redor do pogo era indicativa de ativi-
dade antibacteriana. A leitura do halo foi feita descontando-
se o didmetro do poco. Como controle foi utilizado cloran-
fenicol (Farmitélia Carlo Erba, 30ug/mL). O procedimento
de atividade antibacteriana foi efetuado para orientar o fra-
cionamento cromatografico do extrato.

Fracionamento cromatografico

Os fracionamentos cromatograficos em coluna (CC)
foram realizados empregando-se como adsorventes silica
gel 60 (0,063-0,200mm) Merck e Sephadex LH-20 Sig-
ma. As fracdes resultantes dos fracionamentos foram
acompanhadas por biomonitoramento para atividade anti-
bacteriana.

As cromatografias em camada delgada comparativa
(CCDC) e preparativa (CCDP) foram realizadas utilizando-
se silica gel G 60 e silica gel PF254, respectivamente, am-
bas da Merck e alumina (aluminium oxide 150 PF254 Type
T) da Merck. A espessura da camada da fase estaciondria
foi de 0,25mm (comparativa) e 1,00mm (preparativa), sendo
que todas as placas cromatograficas utilizadas foram pre-
paradas no proprio laboratério, exceto as placas de alumi-
na, obtidas prontas.

A revelagdo das substincias em CCDC foi feita com
vapores de iodo ou solugdo de benzidina 0,2%, marca Mer-
ck. Os cromatogramas borrifados com a solucéo de benzi-
dina foram aquecidos em estufa a 100°C entre 15-20min.
As manchas correspondentes aos carboidratos revelaram-
se alaranjadas nestas condicdes.
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Na CCDP utilizaram-se irradiacdes na regido do ultravio-
leta em 254 e 365nm. A recuperagdo das substincias apds
separacdo por CCDP foi feita por extracdo com metanol,
que eram colocadas em dessecador até eliminagdo do sol-
vente.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de pro-
tio (RMN de 1H) e de carbono 13 (RMN de 13C) foram
registrados em espectrOmetros Bruker modelo Avance DPX-
300 e modelo Avance DRX-500, pertencentes ao Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética
Nuclear (CENAURIM), da Universidade Federal do Ceara,
operando na frequéncia do prétio a 300MHz e SO0OMHz e
frequéncia do carbono 13 a 125 MHz. O cloroférmio e
metanol deuterados foram utilizados como solventes.

Obtencao da fragcao polar

O extrato metandlico de partes aéreas de Alternanthera
tenella foi concentrado, obtendo-se massa de 56,5g, e par-
ticionado em cloroférmio-dgua, na propor¢do 2:1, obten-
do-se fragdes cloroférmica e aquosa correspondentes.

Ap6s a obtencdo do extrato metandlico bruto e das fra-
¢oes oriundas da parti¢cdo, realizou-se estudo biomonitora-
do do extrato e das fracdes obtidas. O biomonitoramento,
através dos ensaios microbioldgicos, foi empregado a fim
de se caracterizar a fracdo ou fragdes responsdveis pela
atividade bioldgica.

A solugdo aquosa resultante da particdo do extrato me-
tandlico bruto foi concentrada em rotaevaporador, até o
volume de 100,0mL. A este volume foi adicionado 200,0mL
de n-butanol. Apds a concentracdo obteve-se uma fase
butanélica e um sélido separado apds filtragdo, formando
assim o Residuo 1. O biomonitoramento das duas fracdes
mostrou resultado positivo para atividade antibacteriana.

Ap6s sucessivas cromatografias em camada delgada
preparativa da fragcdo butandlica, obteve-se uma fracio bi-
oativa denominada FP-4.

O Residuo 1 foi ressuspenso em metanol, concentrado
e novamente filtrado, fornecendo novo residuo e o filtrado
metanolico, chamado filtrado metandlico 1 (FM-1). Este,
por sua vez, foi mais uma vez concentrado e filtrado, ge-
rando um terceiro residuo e filtrado metandlico 2 (FM-2).

A FM-2 foi submetida a coluna Sephadex LH-20, por
se tratar de frac@o bastante polar, fornecendo 7 fragdes,
sendo porém, somente a primeira fracdo (SF-1) significa-
tiva em termos de massa. Desta, apds sucessivas croma-
tografias em camada delgada preparativa, foi obtida uma
nova fracdo bioativa, denominada FP-5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas medicinais apresentam propriedades as mais
diversas segundo as substincias que as mesmas apresen-
tam. A flora medicinal brasileira € rica neste aspecto, visto
apresentar biodiversidade admirdvel, com inimeras plan-
tas com comprovadas propriedades medicinais.

Dessa forma, a pesquisa de atividade antibacteriana em
Alternanthera tenella ndo foi feita ao acaso, mas sim em
vista de sua larga utilizacfio na medicina popular como planta
com propriedade antileucorréica e ainda tendo sido atribu-
ida propriedade antiinflamatdria.

Neste estudo, utilizou-se o método de difusdo em dgar,
através da técnica de pogo, para a determinacao das subfra-
¢oes ativas.
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Em referéncias bibliograficas sobre atividade antimicro-
biana de extratos de plantas ou suas fracdes (BRANDAO?;
DAVINO’; GIESBRECHT?; NASCIMENTO & et al.”;
VALGAS & et al.*"), observa-se uma sele¢io ampla de mi-
crorganismos empregados, sejam eles patogénicos ou néo.
Em estudo de atividade antibacteriana, via de regra dé-se
preferéncia para no minimo uma bactéria Gram-positiva e
uma Gram-negativa, geralmente Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, respectivamente. Além dessas duas ce-
pas bacterianas, utilizou-se também Aeromonas hidrophylla
e Pseudomonas aeruginosa.

As concentracdes de extratos e/ou fracdes de plantas
empregadas para os ensaios de atividade in vitro contra
microrganismos variam na ordem de pg/mL a mg/mL. As
concentracdes adotadas neste estudo, para a determinacio
da atividade antibacteriana da FP-4 foram as seguintes: 1,0;
5,0; 10; 20; 40; 60mg/mL. O estabelecimento das concen-
tracdes empregadas foi decorrente de ensaios preliminares
(Tabela I).

TABELA|
Determinacao de atividade antibacteriana da FP-4 de

Alternanthera tenella frente as bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas pelo método de difusdo em agar

Concentracao (mg/mL)

Antibiético® | Solvente®

Microrganismos | 1,0 | 5,0 |10,0 |20,0 |40,0 |60,0

Diametro da zona de inibicao (mm)

S. aureus - - - 16,0 9,0 (11,0 14,0
E. coli - - - 14,017,090 12,0

A. hidrophylla - - - 18,012,0(13,0 10,0
P. aeruginosa - 16,0 |11,0(17,0 (19,0 (26,0 13,0

Os resultados sdo dados pela média dos didmetros (n 2 5) dos halos de inibicdo em milimetros.
Desvio padrao pouco significativo.

2=cloranfenicol (30,0 mg/mL)

b=4gua deionizada estéril

-=n&o houve inibicao

De acordo com os resultados expressos na Tabela I,
pode-se observar intensa atividade in vitro da FP-4, com
os menores valores de atividade antibacteriana variando
de 5 a 20mg/mL, contra os vdrios microrganismos testa-
dos.

A menor concentragio obtida para a FP-4 contra P.
aeruginosa foi significativamente menor em relacio as
outras bactérias testadas, encontrando-se halo de inibi-
¢do de 6,0mm. A maior capacidade inibitéria sobre P.
aeruginosa reveste-se de importancia singular, visto que
poucos sdo os farmacos ativos contra essa espécie bac-
teriana.

O espectro de RMN de 'H da fragdo polar (FP-4) apre-
sentou uma feicdo que pode ser caracterizada como cor-
respondente ao de saponinas. Mostrando sinais em campo
alto, entre aproximadamente 0,8 e 2,5ppm, caracteristico
de porcdes terpenoidais; sinais também entre aproximada-
mente 3,1 e 3,8ppm, faixa prépria de hidrogénios carbind-
licos, portanto de unidades glicosidicas; e finalmente al-
guns sinais em campo mais baixo, caracteristicos de hi-
drogénios em carbonos insaturados e de hidrogénios ano-
méricos.

A analise dos espectros de RMN de "*C e DEPT-135
dessa fragdo revelaram 90 sinais de deslocamentos quimi-
cos de carbonos (8"C), mostrando tratar-se de mistura de
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compostos de natureza esteroidal/triterpenoidal. Esses des-
locamentos quimicos, com variacdo de +1ppm, concorda-
ram com aqueles observados em derivados 4, 140-dime-
tilcolesta-8-en-3[3-ol.

A cadeia lateral foi determinada com base nas infor-
magdes de RMN de 'H e de "°C. Sinais de hidrogénio de
metila (H,-27) em 8'H 1,72 e sinais para hidrogénios na
faixa de 5,04 (Hg -26) revelaram presenca de carbono vi-
nilico (C-26, d"”°C 114,5). O deslocamento quimico do
carbono C-24, em d"°C 89,0, sugeriu a presenca de um
grupamento hidroperéxido, como observado na Figura
1, 1a.

O espectro de RMN de "°C revelou ainda a presenga
de um sinal em 8"°C 110,7, relacionado a C-26, também
de natureza vinilico, sustentando a possibilidade de pre-
sen¢a de um derivado estruturalmente relacionado a Fi-
gura 1, la. Todavia, o deslocamento quimico em §"C
76,7, relacionado ao carbono C-24, indicaria a presenca
de um substituinte hidroxila, como observado na Figura
1, 1b.

No espectro de RMN de "’C observou-se ainda sinais
de deslocamentos quimicos que se mostraram compati-
veis com um composto isdmero ao apresentado na Fi-
gura 1, la. O espectro de RMN de 'H desse composto
(Figura 2, 2a) apresentou dois grupos metilicos equiva-
lentes (6H) em 8'H 1,34, indicando H, em C-26 e C-27.

A partir do espectro de RMN de HC percebeu-se ainda
deslocamento quimico de 8"°C 139,9, referente a C-24.
Este sinal, juntamente com C-23 (8'"°C 125,1) formaria a
dupla olefinica correspondente a outro composto (Figura
2, 2b).

8 R¢ 1a=0O0H; 1b=OH
R, unidades de acucares

FIG. 1 -BEstruturas de derivados 24-hidroperoxi- e 24-hidroxi-4a,14a-dimetilcolesta-8,25-
dien-3g-ol.

28 R4 2a = OOH; 2b= OH
R, unidades de agucares

FIG. 2 -BEstruturas de derivados 25-hidroxiperoxi- e 25-hidroxi-4a,14a-dimetilcolesta-8,24-
dien-3-ol.

Rev. Bras. Farm., 90(2), 2009



Na Tabela II encontram-se relacionados os valores de
deslocamentos quimicos do espectro de RMN de "*C refe-
rentes aos compostos la, 1b, 2a e 2b.

TABELAIII
Deslocamentos quimicos observados no espectro de
RMN de *C atribuidos aos compostos 1a, 1b, 2a e 2b,
obtidos da fracdao FP-4 (CD,0OD, 125 MHz)

Multiplicidade | §C (1a) (1b) (2a) (2b)
CH 139,9 C-24
c 1347 c-8 c-8 c8 c-8
CH 1345 C-24
CH 130,2 c-23
CH 125,1 c-23
CH, 1145 C-26
CH, 110,7 C-26
CH 88,9 C-24
CH 76,7 C-24
CH 76,6 c3 c3 c3 c3
CH 51,1 c-17 c-17 c-17 c-17
CH 471 c-5 c5 c5 c-5
c 448 c-13 c-13 c-13 c-13
c 413 C-4 C-4 C-4 C-4
CH, 38,6 c22 c22
c 36,5 c-10 c-10 c-10 c-10
c 31,7 c-23 c22
CH 31,3 c-23
CH, 28,7 c-16 c-16 c-16 c-16
CH, 28,6 c-7 c-7 c-7 c-7
CH, 273 c22
CH, 25,9 c-12 c-12 c-12 c-12
CH, 245 c-29 c-29 C-26 c-29
c-29
CH, 243 c-27
CH, 218 c-11 c-11 c-11 c-11
CH, 21,1 c-6 c-6 c6 C-6
CH, 17,1 c-27 c-27
CH, 15,6 c-18 c-18 c-18 c-18
CH, 15,1 c-28 c-28 c-28 c-28

CD,0D - metanol deuterado

Esteréides hidroperéxidos ja foram descritos na litera-
tura. SHEU & et al.", estudando Turbinaria ornata, uma
espécie de alga encontrada na China, registraram a ocor-
réncia de compostos esteroidais do tipo hidroperéxidos,
que mostraram significativo efeito citotoxico contra varios
tipos de células cancerosas. Resultados igualmente impor-
tantes foram descritos por KATO & et al.”, que relataram
a existéncia de hidroperoxiesteréides em partes aéreas de
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Xanthosoma robustum, destacando esses autores potente
atividade antibacteriana dos compostos isolados. Os resul-
tados espectroscépicos encontrados para a FP-4, que es-
treitamente relacionaram-se aos compostos descritos por
KATO & et al.”, corroboraram os efeitos biolégicos en-
contrados em partes aéreas de Alternanthera tenella, visto
que se detectou atividade antibacteriana significativa na fra-
cao FP-4.

A FP-5 apresentou comportamento de inibicdo frente as
bactérias padrdes utilizadas muito semelhantes ao observa-
do para a FP-4, diferindo, no entanto, nas concentragdes
necessdrias para obter maior efetividade antibacteriana.

Neste trabalho, as concentracdes utilizadas para a ati-
vidade antibacteriana de FP-5 foram 10,0; 20,0; 40,0; 80,0;
120,0 e 150,0mg/mL (Tabela III). Igualmente como ex-
plicado para a FP-4, o estabelecimento das concentra-
¢coes empregadas baseou-se em ensaios realizados anteri-
ormente.

TABELA Il
Determinacdo de atividade antibacteriana da FP-5 de

Alternanthera tenella frente as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas pelo método de difusao em agar

Concentracao (mg/mL)

Antibiético® | Solvente®

Microrganismos | 10,0 |20,0 |40,0 |80,0 |120;0|150!0

Diametro da zona de inibicao (mm)

S. aureus - - - 16,0 (8,0 [12,0 14,0 -
E. coli - - - - [4,015,0 12,0 -

A. hidrophylla - - - 19,0 |11,0(14,0 10,0 -
P. aeruginosa - |10,0(16,0{19,0 (21,0 (25,0 13,0 -

Os resultados sdo dados pela média dos didmetros (n 3 5) dos halos de inibicdo em milimetros.
Desvio padrao pouco significativo.

2 = cloranfenicol (30,0 mg/mL)

b = dgua deionizada estéril

- = ndo houve inibicdo

Como se pode observar, a FP-5 também produziu sig-
nificativa atividade in vitro sobre as bactérias testadas, com
valores de atividade variando de 20 a 120mg/mL. As con-
centragdes inibitdrias encontradas nesta fragdo foram su-
periores as obtidas para a FP-4. Mais uma vez, como ja
descrito para a FP-4, a FP-5 revelou maior potencial inibi-
torio sobre a espécie P. aeruginosa.

Assim, os resultados de atividade antibacteriana encon-
tradas para as fracdes FP-4 e FP-5 mostraram-se promis-
sores, pois, embora se observasse diferenca nas concen-
tracdes de bioatividade.

A caracterizacdo do componente mais abundante da fra-
¢do FP-5 foi inicialmente deduzida a partir da sua alta pola-
ridade, a qual foi soldvel unicamente em metanol. A pre-
senca de agucares é um fato de ocorréncia comum nas
fracdes mais polares das plantas. Posteriormente, a andli-
se dos espectros de RMN registrados permitiu caracteri-
zar a estrutura do componente mais abundante na fragdo
FP-5. No espectro de RMN de 'H observou-se um acu-
mulo principal de sinais na faixa entre 3,25 e 4,10ppm,
regido caracteristica de hidrogénios carbindlicos, o que
sugeriu fortemente a presencga de actcar, e o sinal em o
'"H 5,37 pode ser correspondente a um hidrogénio anomé-
rico, caracteristicamente mais desprotegido. Os outros
sinais em campo alto sdo notoriamente impurezas, prova-
velmente correspondentes a substancias graxas dada a
feicdo espectral exibida.
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No espectro de RMN de "C totalmente desacoplado se
diferenciou claramente 13 sinais mais intensos os quais
corresponderiam ao componente mais abundante da fra-
¢do. Através do espectro de RMN de “C — DEPT 135 pode-
se definir as multiplicidades dos dtomos de carbono que
geram esses sinais, correspondendo a: 8 13C 53,98 (CH,);
62,28 (CH,); 63,58 (CH,); 64,11 (CH,); 71,35 (CH); 73,05
(CH); 74,49 (CH); 74,71 (CH); 75,84 (CH), 79,42 (CH);
83,82 (CH), 93,74 (CH) e 105,40 (C). A técnica DEPT 135
¢ particularmente til porque permite diferenciar carbonos
metilicos (CH,), metilénicos (CH,) e metinicos (CH).

O valor de 8"C 53,98 ¢ caracteristico de grupamento
metoxila (-OCH,), indicando a presenca desta unidade na
substancia em estudo. A presenca dos restantes 12 sinais,
portanto 12 dtomos de carbono, a existéncia de um carbo-
no quaternario em & “C 105,40 (C) e a presenca de apenas
um carbono anomérico em & °C 93,74 (CH) levou 2 indi-
cacdo da presenca de um agucar dimérico (um dissacari-
deo) com um grupamento metoxila substituindo um dos
grupamentos hidroxila.

Por ser a sacarose um dos dissacarideos de ocorréncia
mais comum em plantas, foi realizada uma cromatografia
em camada delgada comparativa com a sacarose como
padrdo e a fracdo FP-5, sendo o comportamento cromato-
grafico em camada delgada da fragdo FP-5 similar ao obti-
do por uma solugdo padrido de sacarose, com Rf de 0,77.

Os resultados espectroscOpicos encontrados para essa
fragio concordaram com o descrito por LEVI & et al.",
que relataram que em RMN de “C todos os dtomos de
carbono de aguicares ressonam entre duas faixas relativa-
mente estreitas, entre 8"°C 60-80 e 90-105ppm, esta tltima
para os carbonos anoméricos.

A andlise dos espectros e a posterior comparagdo dos
dados de RMN de "C com dados existentes na literatura
para a sacarose (Tabela IV) permitiu caracterizar a FP-5
como sendo uma metoxi-o-D-glicopiranosil-f-D-frutofu-
ranosideo (metoxisacarose).

TABELA IV
Atribuicoes de RMN de *C de metoxisacarose
(FP-5, 125 MHz, CD,OD) e sacarose (75 MHz, D,O;
HAYAMIZU & et al., 1999)

(o] Multiplicidade FP-5 Sacarose (FP-5 — Sacarose)
C-1 CH, 63,58 62,46 1,12
C-2 (¢} 105,40 104,71 0,69
C-3 CH 79,42 77,51 1,91
C-4 CH 75,84 75,09 0,75
C-5 CH 83,82 82,42 1,40
C-6 CH, 64,11 63,44 0,67
C-1 CH 93,74 93,20 0,54
C-2 CH 74,49 73,44 1,05
C-3 CH 74,71 73,68 1,03
C-4 CH 71,35 70,31 1,04
C-5 CH 73,05 72,14 0,91
C-6’ CH, 62,28 61,24 1,04

OCH, 53,98

CD,0D — Metanol deuterado, D,O - agua deuterada
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BREITMAIER & VOELTER* relatam que a metilagio
de uma hidroxila em carboidratos produz uma modificacio
do deslocamento quimico desse carbono (C-o) para cam-
po baixo, na ordem de 4,5ppm. O sinal dos carbonos vizi-
nhos (C-B) deslocam-se na mesma direcdo, cerca de
0,9ppm. Alteracdes nos carbonos C-y também acontecem,
todavia estes se deslocam para campo alto, em intensidade
bastante baixa, entre 0,3 a 0,5ppm.

Os espectros de RMN de 'H e de "*C da FP-5 foram
obtidos em CD,0D. No entanto, os dados obtidos da lite-
ratura registram (HAYAMIZU & et al."') deslocamentos
quimicos em D,O, observando-se, por conta da utilizacido
de solventes distintos, variagdo em aproximadamente 1ppm
nos valores obtidos, sendo que os sinais de *C da FP-5
foram deslocados para campo mais baixo do espectro.

A determinag@o exata da posicdo da func¢do metoxila na
molécula isolada ndo foi possivel, visto que os valores de
deslocamento quimico ndo se comportaram como previs-
to por BREITMAIER & VOELTER®. Tal fendmeno acon-
teceu possivelmente pelo emprego de solvente diferente do
utilizado por esses autores. O efeito da metilagdo da saca-
rose em CD,0D mostrou varia¢do de deslocamento quimi-
co do carbono C-a em propor¢ao bem menor, aproximada-
mente 1,0 ppm, ndo percebendo-se alteracio significativa
para os carbonos C-B e C-v.

HORNAK" registrou que a posi¢ao das linhas de absor-
¢do espectral pode ser dependente do solvente empregado.
Isto acontece em grande parte devido as variagcdes na pola-
ridade e constante dielétrica dos solventes, produzindo a
metilacdo efeitos diversos ao esperado segundo BREIT-
MAIER & VOELTER".

Contudo, os demais carbonos na molécula da sacarose
ndo sdo afetados pelo efeito da metilagdo e, através dessa
observacgao pode-se fazer proposta de localizacdo da meto-
xila na molécula isolada da FP-5.

De acordo com o observado anteriormente, a metoxi-
sacarose, em CD,OD, mostrou sinais de deslocamento
quimico aproximadamente 1ppm a mais ao registrado para
a sacarose em D,0. Comparando-se os dados registrados
na literatura (HAYAMIZU & et al.'") e o encontrado na FP-
5, pdde-se observar tendéncia constante na variacdo de
deslocamento quimico nos carbonos da FP-5, exceto no
carbono C-3.

A maior diferenga de deslocamento quimico observado
em carbono C-a € explicado pelo fato de carbonos ligados
a grupos metoxilas ressonarem em campo mais baixo do
que atomos ligados a grupos hidroxila livres. Neste caso,
percebe-se que o deslocamento para campo baixo foi no-
toriamente maior no carbono C-3, podendo-se propor, dessa
forma, a metoxilacdo no carbono C-3 da molécula da saca-
rose.

A Figura 3 mostra a estrutura da 3-metoxi-a-D-glico-
piranosil-B-D-frutofuranosideo (3-metoxisacarose).

Asacarose € carboidrato nao redutor. A reagdo de Fehling
realizada na FP-5 forneceu resultado positivo, o que pode-
ria ser explicado pela presenca de residuo de agtcares re-
dutores na fracdo, evidenciado por sinais menos intensos
no espectro de RMN de "C.

Atividade antibacteriana para sacarose ja tem sido ex-
tensivamente relatado na literatura (FLORENCE & AT-
TWOOD?). Estes autores enfatizam que quando a solugdo
aquosa no ambiente de um microrganismo € concentrada
pela adi¢do de sacarose, as consequéncias para o cresci-
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FIG. 3 - Estrutura da 3-metoxisacarose.

mento microbiano devem-se principalmente a mudanca de
atividade da dgua, inibindo o crescimento de bactérias pa-
togénicas tais como Streptococcus, Klebsiella, Escherichia
coli, Corynebacterium, Clostridium perfringens ¢ Pseudo-
monas.

A metoxisacarose, composto principal da FP-5, como
apresentado anteriormente, manifestou importante ativida-
de inibitdria nos ensaios de biomonitoramento.

Os resultados acima apresentados estdo de acordo com
a utilizacdo popular da planta, podendo-se destacar signifi-
cativa atividade antibacteriana in vitro encontrada contra
vdrias cepas bacterianas de interesse em medicina huma-
na. Assim, a base terapéutica de extratos dessa planta re-
pousaria no principio de eliminagéo e/ou limitagdo de bac-
térias patogénicas a mucosa vaginal, favorecendo a multi-
plicacdo de lactobacilos e, conseqiientemente, o restabele-
cimento do padrdo normal da microbiota vaginal.
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