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SESQUITERPENES ALKALOIDS FROM Maytenus distichophylla (CELASTRACEAE). The phytochemical study of the roots
of Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek (Celastraceae), resulted in the isolation of the seven sesquiterpenes pyridine alkaloids

euojaponine F (1), euojaponine K (2), ebinifoline W-I (3), wilforine (4), maiteine (5), euojaponine A (6) and ebinifoline E-II (7). The
structures of compounds were established using spectroscopic techniques such as 1D and 2D NMR. All compounds were subjected
to an in silico study through of a predictive model and then submitted to in vitro testing against S. epidermidis, P. aeruginosa,
C. parapsilosis and C. albicans for evaluation of their antimicrobial activity. The compounds tested showed bacterial and fungal
growth inhibition with MIC values 1024 and 256 pug mL", respectively.
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INTRODUCAO

O género Maytenus (sindbnimo Monteverdia) € considerado
o maior em representatividade dentro da familia Celastraceae,
com aproximadamente 123 espécies distribuidas geograficamente
em regides de climas tropicais e subtropicais do mundo.'? No
continente americano este género estd presente desde do extremo
sul da Argentina, precisamente na terra do fogo, até o sul dos
Estados Unidos.? No Brasil, espécies do género Maytenus podem
ser encontradas nos seis biomas brasileiros (Amazdnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal), sendo relatadas
49 espécies, das quais 36 sdo consideradas endémicas.*’

As raizes de espécies de Maytenus apresentam grande
importancia para a medicina popular, com destaque para o
tratamento dos distirbios do trato gastrointestinal, como diarreias
e tlceras pépticas.*” Maytenus apresenta uma grande diversidade
de metabdlitos secundarios. Dentre eles, incluem-se os alcaloides
piridinicos sesquiterpénicos. Tais compostos sdo estruturas
macrociclicas, formadas pela esterificacdo de um sesquiterpeno
polioxigenado do tipo dihidro-f-agarofurano com diferentes dcidos
dicarboxilicos nicotinicos (dcido evoninico, acido wilfordico, acido
edulinico e 4cido cassinico). Destacam-se por possuirem atividades
leishmanicida, antitumoral, inseticida, imunossupressora, anti-HIV e
anti-inflamatdria, além de serem considerados marcadores quimicos
das raizes das espécies de Maytenus.®®

Maytenus distichophylla (sinbnimo Monteverdia distichophylla)
é conhecida popularmente como “pau-colher”, “casca-amarela”,
“pau-doce”. E uma drvore de porte médio, arbustiva, chegando a até
12 metros de altura. Considerada uma espécie endémica do Brasil,
M. distichophylla apresenta boa adaptag@o as regides da caatinga,
principalmente a regido do semidrido nordestino e do bioma da
mata atlantica. Essa espécie € encontrada com mais frequéncia em
alguns estados do litoral brasileiro, como no Nordeste (Alagoas,
Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe) e
Sudeste (Espirito Santo), embora também seja identificada em
algumas cidades do estado de Minas Gerais.!*!! Das raizes de
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M. distichophylla, ja foi relatado o isolamento de triterpenos dos
tipos friedelano, oleanano, além de quionanametideos.'?

Observa-se, assim, que Maytenus representa um dos géneros
mais utilizados na medicina popular. Com importantes propriedades
farmacoldgicas, apresentando uma riqueza de classes de metabdlitos
secunddrios, onde se destacam os alcaloides piridinicos sesquiterpé-
nicos que sdo encontrados nas raizes de exemplares desse género.
Entretanto, ndo sdo encontrados relatos de isolamento de alcaloides
piridinicos sesquiterpénicos em M. distichophylla, tornando-se re-
levante a investigacio da presenga desses constituintes quimicos na
espécie, de forma a contribuir para o enriquecimento do conhecimento
cientifico sobre o género.

Nesse sentido, este artigo relata os primeiros alcaloides piridinicos
sesquiterpénicos isolados das raizes de M. distichophylla, bem como,
o estudo in silico e in vitro de extratos, fases e substancias isoladas.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Para analise e desenvolvimento de metodologias analiticas dos
extratos e fracdes de M. distichophylla foi utilizada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) analitica, com auxilio do
equipamento Shimadzu Prominence, detector DAD SPD-M20A e
colunas de fase reversa C18 (250 mm x 4,6 mm preenchida com
particulas de 10 um). O fluxo empregado para as anélises em escala
analitica foi de 0,6 mL min’', o volume de injec@o foi de 20 pL e as
amostras preparadas na concentra¢iio de 1 mg min™. Os isolamentos
em CLAE, na escala semi-preparativa, ocorreram no equipamento
Shimadzu, detector DAD SPD-M10A VP. A coluna utilizada no
procedimento foi uma ACE-5 C18 (250 mm x 21,2 mm e particulas
de 5 um). O fluxo da fase mével foi de 8,0 mL min!, com volume
de injecdo da amostra de 100 uL, as quais foram preparadas em
concentracdes de até 100 mg min™, variando de acordo com suas
caracteristicas das fra¢des. Para ambos os procedimentos, foram
utilizados como fase mével MeOH grau de pureza HPLC (Tedia®)
(solvente B) e dgua ultrapura (purificada em sistema Milli-Q®)
(solvente A), puros ou em misturas bindrias.
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Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN), uni e
bidimensionais, foram registrados nos espectrometros da Varian
System operando a 500 MHz (RMN 'H) e 125 MHz (RMN 3C) e
no aparelho da Bruker Ascend operando a 400 MHz (RMN 'H) e
100 MHz (RMN '3C) do Laboratério Multiusudrio de Caracterizacdo
e Andlise (LMCA) da UFPB. O solvente empregado para a
dissolug¢do das amostras foi o cloroférmio deuterado (CDCl,) e
metanol deuterado (CD;0OD), cujos picos caracteristicos do
solvente em RMN 'H (7,24 ppm), C (77,00 ppm) e 'H (3,33 ppm),
13C (49,00 ppm), que respectivamente serviram como padrdes internos
durante a obtencao dos espectros.

Material vegetal

As raizes de M. distichophylla foram obtidas no municipio de
Maturéia, PB e identificadas pela Profa. Dra. Maria de Fitima Agra,
do setor de botanica do Centro de Biotecnologia. Uma exsicata
encontra-se depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier do
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) sob nimero AGRA 7448. Esta espécie
estd registrada na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob cédigo AFO01C4.

Extracao e isolamento

O material botanico coletado foi desidratado em estufa com ar
circulante utilizando temperatura média de 45 °C durante 72 h. Apds
a secagem o material foi submetido a um processo de trituragdo em
moinho mecanico, onde foram obtidos 3,620 kg do p6 das raizes de
M. distichophylla. Em seguida, este p6 foi submetido a maceragao
com etanol (EtOH) a 95% em recipiente de aco inoxidavel por 72 h.
A solucdo hidroetandlica foi concentrada em evaporador rotativo
obtendo-se 622,97 g das raizes.

Previamente, foram solubilizados 50 g do extrato etandlico
bruto em hexano (Hex) para o procedimento de retirada dos
compostos mais apolares com agitagdo mecanica realizada pelo
aparelho da Ethik Tecnology (Modelo M110-VER-4K3) durante
60 min. Ap6s a evaporacio do solvente foram obtidas 322 mg do
extrato Hex. O residuo ndo soldvel em Hex, foi solubilizado em
H,0:MeOH (7:3) e esta soluc@o hidrometandlica foi submetida a um
processo de parti¢do liquido-liquido com os solventes Hex (100%),
Hex:AcOEt (8:2), DCM (100%), AcOEt (100%) e n-BuOH (100%).
As solucdes obtidas foram tratadas com sulfato de sédio anidro
(NaSO,) e submetidas a filtracdo sob pressdo reduzida. Apés este
processo, as solugdes foram concentradas em evaporador rotativo
a 45 °C e obtidas as seguintes fases: Hex (FH) (1,2 g), Hex:AcOEt
(FHA) (8:2) (0,22 g), DCM (FDCM) (0,56 g), AcOEt (FA) (39,8 g)
e n-BuOH (FB) (6,0 g). Sendo assim, prontas para a realizagdo dos
procedimentos cromatograficos.

FHA foi submetida a uma andlise exploratéria em CLAE-DAD
na escala analitica para a visualizacdo do seu perfil cromatogréfico.
Em seguida, FHA foi purificada por CLAE-DAD semi-preparativa
utilizando um gradiente de concentracido de 10 a 100% de B em
60 min a 220 nm, obtendo os compostos 3 (1,3 mg, t, 53,8 min),
5 (2,0 mg, t. 43,2 min) e 7 (0,8 mg, t. 56,4 min). FDCM (220 g)
foi submetida a um processo cromatografico utilizando como fase
estaciondria um cartucho C-18 em sistema a vdcuo com auxilio de um
manifold e como fase mével um gradiente de H,0:MeOH obtendo
5 fragdes. A fragdo 4 obtida em MeOH:H,O (8:2) foi analisada por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e selecionada
para também ser previamente analisada por CLAE-DAD na escala
analitica e em seguida foi purificada por CLAE-DAD preparativa

Quim. Nova

utilizando um gradiente de concentracéo de 60 a 100% de B em 60
min a 220 nm para a obtencdo de 1 (7,5 mg, t, 36,4 min), 2 (1,2 mg,
t. 29,3 min), 4 (1,0 mg, t, 35,5 min) e 6 (1,5 mg, t, 40,2 min).

Banco de dados

A partir do ChEMBL database'*'* foram selecionados quatro
conjuntos de estruturas quimicas com atividade conhecida para
os microrganismos Candida albicans, Candida parapsilosis,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermides para a
constru¢do de modelos preditivos. Os compostos foram classificados
a partir da pMICs, (-log MICs,) em mol L', ressaltando que a MICj,
representa a concentracio minima necessdria para uma inibicdo de
50% dos microrganismos estudados.

Para todas as estruturas foram utilizados c6digos SMILES como
dados de entrada para o Marvin 14.9.1.0, 2014, ChemAxon (http://
www.chemaxon.com).'® Usou-se ainda o software Standardizer
JChem 14.9.1.0, 2014, ChemAxon (http://www.chemaxon.com),'®
o qual converte as diversas estruturas quimicas em representacdes
canOnicas personalizadas. Esta padronizacgio € de suma importancia
para criar bibliotecas de compostos consistentes, além de obter as
estruturas em formas candnicas, adicionar hidrogénios, aromatizar,
gerar o 3D e salvar os compostos em formato SDF.

Descritores Volsurf+ v.1.0.7

Foram utilizados descritores moleculares para prever proprie-
dades biolégicas e fisico-quimicas das moléculas dos dois bancos
de dados. O calculo dos descritores € gerado quando as moléculas
sdo transformadas em uma representagdo molecular que permite o
tratamento matemadtico. O software Volsurf+ v.1.0.7"7 tem a capa-
cidade de calcular 128 descritores moleculares, utilizando campos
de interacdo molecular (MIFs) através de sondas de N1 (amido
nitrogénio-hidrogénio doador de ligacdo de hidrogénio), O (aceptor
de ligagdo de hidrogénio), OH (4gua) e DRY (sonda hidrofébica) e
também célculo de descritores nao derivados de MIFs.

Modelo de predi¢ao

O software Knime 3.5 (Knime 3.5.3 the Konstanz Information
Miner Copyright, 2003-2017, www.knime.org)'® foi utilizado para
realizar as andlises e gerar o modelo in silico. Os bancos de moléculas
com os descritores calculados foram importados do software Dragon,
e para cada um, os dados foram divididos utilizando uma ferramenta
Partitioning com a opcao de “Amostra estratificada”, separando em
Treino e Teste, representando 80 e 20% de todos os compostos,
respectivamente, onde foram selecionados aleatoriamente, mas
mantendo a propor¢do de substincias ativas e inativas, em ambos
os bancos de dados.

Para a validacdo interna fez-se uso da validagdo cruzada,
onde foram separados 10 grupos estratificados, selecionados
aleatoriamente, mas distribuidos de acordo com a varidvel da atividade
em todos os grupos de validacdo. Com os descritores selecionados,
o modelo foi gerado usando o conjunto de treinamento utilizando o
Random Forest (RF) que é um algoritmo para construgao de drvores
de decisdo,"” empregado no WEKA.? Os parimetros selecionados
para RF para todos os modelos gerados foram de 100 o nimero total
de drvores para construir e de 1 semente (seed) na geragio de nimeros
aleatérios para o modelo.

As performances dos testes internos e externos dos modelos foram
analisadas quanto a sensibilidade (taxa de verdadeiros positivos,
ou seja, a taxa ativa), especificidade (verdadeira taxa de negativos,
ou seja, a taxa de inativos) e precisdo (previsibilidade geral). Além
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disso, a sensibilidade e especificidade da curva receiver operating
characteristic (ROC), foi utilizada para descrever o verdadeiro
desempenho do modelo, com mais clareza do que precisdo.

O modelo foi analisado também pelo coeficiente de Matthews,
uma maneira de avaliar de modo global o modelo a partir dos
resultados obtidos da matriz de confusdo. O MCC €, em esséncia, um
coeficiente de correlagdo entre as classificacdes bindrias observadas e
preditivas. Dele resulta um valor entre —1 e +1, onde um coeficiente de
+1 representa uma previsao perfeita, o 0 nada mais que uma previsao
aleatdria e 0 —1 indica total desacordo entre previsio e observagao.?

O coeficiente de correlagdo de Matthews pode ser calculado a
partir da Equacio 1:

VP x VN - FP x FN

MCC =
(VP + FP)(VP + FN)(VN + FP)(VN + FN)

()]

onde VP € o valor de verdadeiros positivos, VN o valor de verdadeiros
negativos, FP o valor de falsos positivos e FN de falsos negativos.

Foi utilizado ainda o dominio de aplicabilidade baseado nas
distancias euclidianas afim de sinalizar compostos no conjunto teste
para os quais as previsdes podem ser ndo confidveis. Sao utilizadas
medi¢des de similaridade para definir o dominio de aplicabilidade
do modelo com base nas distincias euclidianas entre todos os
compostos de treinamento, teste e da triagem virtual. A distancia
de um composto teste ao seu vizinho mais préximo no conjunto de
treinamento € comparada com o limite de dominio de aplicabilidade
predefinido, se a similaridade estiver além desse limite, a previsdo ¢
considerada néo confidvel.

Determinaciio da concentracao inibitéria minima (CIM)

Para a determinagio da CIM, foram utilizadas como drogas controle
gentamicina e anfotericina B obtidas da Merck/Sigma-Aldrich. As
substancias isoladas e as drogas controle foram solubilizadas com
dimetilsulfoxido (DMSO) a 5% e em Tween-80 a 2% até obter a
concentracao inicial de 1024 ug mL"". Nesse estudo foram utilizadas
as cepas de espécies bacterianas Staphylococcus epidermidis
ATCC-12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027 e cepas
fungicas de Candida parapsilosis ATCC-22019, Candida albicans
ATCC-9002, Candida albicans LM-22. Todos 0s microrganismos
utilizados pertencem a Micoteca do Laboratério de Micologia
da Universidade Federal da Paraiba, Brasil. Para a preparagdo do
indculo, coldnias obtidas de culturas de cepas bacterianas em meio
BHI e fungos em meio ASD, foram suspensas em solucdo salina
0,9% estéril e ajustadas de acordo com a escala padrao de McFarland
para obter 10° UFC mL"! para fungos e 10 UFC mL' para bactérias.
Para a determinag@o da CIM de cada composto, foram realizadas
microdilui¢cdes em série em placas de 96 pogos.** Paralelamente,
foram realizados os controles: viabilidade das cepas, esterilidade
do meio de cultura e controle positivo da atividade, utilizando-
se gentamicina para inibir bactérias e anfotericina B para inibir
leveduras. As placas preparadas foram incubadas a 35 = 2 °C por
24-48 h para os ensaios. A CIM para cada produto foi definida como
a menor concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento
microbiano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico das fases Hex:AcOEt (8:2) e diclorometano
das raizes de M. distichophylla levou ao isolamento de sete alcaloides
piridinicos sesquiterpé€nicos. Suas estruturas quimicas foram
determinadas com base na andlise de dados espectroscépicos de
RMN uni e bidimensionais e em comparagdo com dados da literatura.

Alcaloides sesquiterpénicos isolados de Maytenus distichophylla (Celastraceae) 3

O composto 1 foi isolado na forma de pé amorfo branco, em que
no espectro de RMN de 'H revelou a presenca de sinais para 5 grupos
acila (0y 2,15, 2,17, 2,13, 1,42, 2,33) e de um grupo benzoila (orto)
7,86 (dd, J 8,4, 1,3 Hz, 1H), (meta) 7,47 (dd, J 8,4, 1,3 Hz, IH) e
(para) 7,61 (t,J 7,5 Hz, 1H). Também foram visualizados a presenca
de dois grupos metilas dy; 1,59 (s, 3H) e 1,66 (s, 3H), cinco hidrogénios
oximetinicos dy; 5,93 (d, J 3,9 Hz, 1H), 5,21 (dd, J 3,9, 2,6 Hz, 1H),
4,97 (d, J 2,6 Hz, 1H), 6,99 (s, 1H), 5,54 (dd, J 5.8, 3,9 Hz, 1H) e
5,44 (d, J 2,3 Hz, 1H), quatro hidrogénios oximetilénicos d; 5,43
(d, J 13,4 Hz, 1H), 4,68 (d, J 13,4 Hz, 1H), 3,94 (d, J 12,0 Hz, 1H)
5,83 (d, J 12,0 Hz, 1H) e a presencga de sinais caracteristicos de um
grupo piridinico 2,3 dissubstituido do tipo wilfordato oy 8,47 (dd,
J8,2Hz, 1H), 7,45 (dd, J 5,8 Hz, 1H), 8,73 (dd, J 5,2 Hz, 1H), 4,02
(ddd, J 13,0, 10,3, 5,7 Hz, 1H), 2,88 (dt, J 13,0, 5,7 Hz, 1H), 1,91 (m,
1H), 2,28 (m, 1H), 2,43 (m, 1H), 1,17 (d, J 7,1 Hz, 1H) (Tabela 1S,
material suplementar). No espectro de *C foram observados duas
carbonilas de ésteres (3. 176,4, 168,4) e dois sinais 0. 164,9, 126,1
de carbonos quartendrios da unidade piridinica, bem como, a presenga
de trés carbonos quartendrios oxigenados (0. 71,3, 53,7 € 95,0)e um
carbono quaterndrio alifdtico O 53,7 de uma unidade sesquiterpénica
(Tabela 2). Através das correlacdes de HMBC de H-1 com C-9, C-8,
C-11 e 1-OBz, de H-11 com C-9, C-8 e C-110Ac e de H-8 com
C-9, C-1, C-11 e C-80Ac foi possivel definir as posi¢des dos grupos
benzoila e acila.

A ligagdo da porg¢do piridinica com a sesquiterpénica foi
confirmada através das correlagdes de HMBC de H-15 com C-12°,
juntamente com a correlagdo de H-3 com C-11". Com essas
informagdes foi possivel confirmar que o composto 1 trata-se do
alcaloide piridinico sesquiterpénico euojaponina F.»

O composto 2 foi isolado na forma de um p6 amorfo branco,
apresentou sinais semelhantes ao composto 1. Em 2 foram
observados apenas a presencga de quatro hidrogénios metilicos de
grupos acetil dy; 2,16 (s, 1H), 2,11 (s, 1H), 1,40 (s, 1H), 2,29 (s,
1H). Diferentemente do composto 1, no espectro de RMN de 'H
de 2 foi observado a presenca do deslocamento quimico 4,02 (dd,
J3,7,2,4 Hz, 1H) caracteristico hidrogénio oximetinico préximo a
uma hidroxila podendo inferir que na posicdo C2 temos a auséncia
de um grupo acila, porém com a presenga do grupo hidroxila. Esta
informacao foi confirmada através das correla¢cdes do HMBC de H-3
com C-2, C-1, C-10, C-12 e C-11". Dessa forma, com os dados de
RMN de 'H e '*C e com os dados da literatura foi possivel identificar
2 como sendo a euojaponina K.?

O composto 3 foi isolado na forma de um p6 amorfo branco,
apresentando sinais semelhantes ao composto 1. O composto 3
apresentou deslocamentos quimicos de apenas quatro grupos acila
Oy 2,18 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 1,34 (s, 3H), 2,20 (s, 3H) e a presenca
de sinais para dois grupos benzoila 8, 7,76 (d, J 7,6 Hz, 2H), 7,29
(t, J 8 Hz, 2H), 7,48 (t, J 7,6 Hz, 1H), 8.06 (d, J 7,6 Hz, 2H), 7,49 (t,
J7,8Hz,2H), 7,61 (t,J 7,5 Hz, 1H), bem como, sinais caracteristicos
de uma piridina 2,3 dissubstituida do tipo wilfordato (Tabelas 1S e 2S,
material suplementar). Em comparag@o com dados da literatura, esse
padrdo de deslocamentos quimicos confirma que uma das unidades
benzoila estd presente em C2. Com base nos dados de RMN 'H e 1*C
e em comparagdo com os dados da literatura foi possivel concluir que
3 trata-se da ebinifolina W-1.

O composto 4 foi isolado na forma de um p6 amorfo branco,
apresentando sinais semelhantes com o composto 1. Através dos
dados de RMN de 'H e '*C foi observado a presencga de cinco grupos
acila e um benzoila. O composto 4 diferencia-se de 1 pela posicao
do seu grupo benzoila. A presenga do sinal em 6y 1,92 (s, 3H) indica
a auséncia de um grupo bezoila na posicdo 1. Com base nessas
informacdes e com os dados da literatura foi possivel concluir que
4 trata-se da wilforina.”’
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O composto 5 foi isolado na forma de um pé amorfo branco,
apresentando sinais semelhantes com o composto 1. Em que no
espectro de RMN de 'H revelou a presenga de 5 sinais para grupos
acila dy, 2,13 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 1,37 (s, 3H), 2,32 (s,
3H) e a presenca de um grupo benzoila o, 7,78 (dd, J 8,4, 1,3 Hz,
2H), 7,37 (t,J 7,4 Hz, 2H), 7,51 (t, J 7,4 Hz, 1H) (Tabelas 1S e 2S).
Também foram visualizadas a presenca de uma piridina
2,3 dissubstituida oy 8,06 (dd, J 7,8, 1,8 Hz, 1H), 7,25 (dd, J 7.8,
4,9 Hz, 1H), 8,68 (dd, /4,9, 1,8 Hz, 1H), 4,63 (m, 1H), 2,58 (dd, J 7,1,
1,1 Hz, 1H), 1,38 (d, J 7,1 Hz, 1H), 1,19 (d, J 7,1 Hz, 1H), porém,
neste espectro foi observado um padrdo de substitui¢do diferente do
composto 1 no qual a presenga dos sinais de metilas dupletos o, 1,38
(d,J7,1 Hz, 1H), 1,19 (d, J 7,1 Hz, 1H) indica que esta piridina € do
tipo evoninato. Com essas informagdes de RMN de 'H e *C e em
comparacgao com dados da literatura foi possivel identificar 5§ como
sendo a maitefna.?

O composto 6 foi isolado na forma de um pé amorfo branco,
com sinais de RMN de 'H e *C semelhantes com 5, apresentando 4
grupos acila oy, 2,14 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 1,37 (s, 3H), 2,21 (s, 3H)
e 1 grupo benzoila d, 7,79 (dd, J 8,3, 1,2 Hz, 2H), 7,36 (t, J 7,7 Hz,
2H), 7,51 (t, J 7,4 Hz, 1H). Este diferencia-se de 5 pela auséncia de
um sinal de um grupo acila. A presenga d,, 5,46 (d, J 2,8 Hz, 1H)
sugere que na posi¢do 5 encontra-se uma hidroxila. Essas informagdes
foram confirmadas ao analisar os espectros de RMN de HMBC por
meio das correlagdes entre H-1 com C-9, C-8, C-11 e 1-OBz, de
H-11 com C-9, C-8 e de H-8 com C-9, C-1, C-11 e C-80Ac. Com
esses dados e em comparacio com a literatura foi possivel identificar
6 como sendo euojaponina A.%

O composto 7 foi isolado na forma de um pé amorfo branco, com
sinais semelhantes com composto 5. O composto 7 diferencia-se de
5 por apresentar de quatro grupos acila e dois benzoila. A posicio
do OBz em CS5 foi confirmada através das correlagdes de HMBC de
H-5 com C-10, 50Bz(C=0) e C-13. Com base nesses dados ¢ em
comparacao com a literatura foi possivel identificar 7 como sendo a
ebinifolina E-II* (Tabelas 1S e 2S).

Analise dos modelos preditivos antimicrobianos

Na andlise de performance dos modelos gerados, foi observado
que os modelos preditivos contra os microrganismos C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, P. aeruginosa e S. epidermides
obtiveram bons resultados de desempenho, com precisdo superior a
70%. As boas performances também foram observadas na andlise de
curva ROC, com valores superiores a 0,82. Desta forma ¢ possivel
afirmar que os modelos possuem boas taxas de precisdo, performance
e robustez, além de uma boa capacidade de predicio (Tabela 1 e
Figura 2).

As moléculas foram preditas como ativas contra os microorga-
nismos C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilopsis com potencial
atividade variando entre 54 a 79%. J4 para a bactéria P. aeruginosa,
as moléculas foram preditas como inativas. Para o modelo de
S. epidermides algumas moléculas foram inativas e outras ativas. Os
resultados das predi¢des podem ser observados na Tabela 2. Dada

Quim. Nova

) OCOBz OAc *) OAc
?2) OCOBz OH (6) OH

3) OCOBz OCOBz ) OCOBz
“) OAc OCOBz

Figura 1. Alcaloides piridinicos sesquiterpénicos isolados de M. distichophylla

as boas performances dos modelos gerados, foi realizada, entdo, a
triagem das sete moléculas isoladas neste estudo, a fim de avaliar o
perfil antimicrobiano dessas substancias.

Avaliacao da atividade antimicrobiana

Na Tabela 3 estdo registrados os resultados da avaliagdo da
atividade antimicrobiana das substancias isoladas e fases organicas
de M. distichophylla. Todas as amostras foram capazes de inibir o
crescimento microbiano das cepas S. epidermidis ATCC-12228,
C. parapsilosis ATCC-22019, C. albicans ATCC-90028 e
C. albicans LM-22 nas concentragdes entre 1024-256 pug mL".
As substincias maiteina (5), ebinifolina W1 (3) e as fases MDR
(Maytenus distichophylla raiz) Hex, MDR Hex:AcOEte MDR DCM
apresentaram as maiores atividades contra as cepas C. albicans
ATCC-90028, LM-22 e C. parapsilosis ATCC-22019, inibindo o
crescimento das leveduras na concentragio de 256 pug mL!. Para
as cepas bacterianas a inibi¢@o ficou entre 1024-512 pug mL"',
entretanto, nenhuma das substancias e fases foram capazes de inibir
o crescimento microbiano da cepa de P. aeruginosa.”

CONCLUSOES

A investigacdo fitoquimica das fases Hex:AcOEt (8:2) e
DCM das raizes de M. distichophylla levou ao isolamento de
sete alcaloides piridinicos sesquiterpénicos: euojaponine F (1),
euojaponine K (2), ebinifolina W-I (3), wilforina (4), maiteina (5),
euojaponina A (6) e ebinifolina E-II (7), todos relatados pela primeira
vez em M. distichophylla. Todas as amostras foram capazes de
inibir o crescimento microbiano corroborando com os resultados do
estudo computacional, porém as MICs de 256/512 ug mL"! foram
consideradas como uma fraca atividade frente as cepas avaliadas.

Tabela 1. Resumo dos resultados de performance dos modelos utilizando o algoritmo RF

Modelo Especificidade Sensibilidade Precisao VPP VPN MCC

C. albicans 0,79 0,70 0,75 0,76 0,74 0,50
C. parapsilosis 0,83 0,70 0,74 0,77 0,74 0,50
P. aeruginosa 0,86 0,71 0,78 0,80 0,79 0,58
S. epidermides 0,79 0,85 0,82 0,81 0,82 0,04

VPP: verdadeiro preditivo positivo; VPN: verdadeiro preditivo negativo; MCC: Matthews correlation coefficient.
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Figura 2. Curva ROC, verdadeiros positivos versus falsos positivos, gerado para os modelos de RF selecionados para valida¢do cruzada; (A) C. albicans,
(B) C. parapsilosis (C) P. aeruginosa e (D) S. Epidermides. AUC = valor da drea sob a curva

Tabela 2. Predi¢cdo dos compostos isolados das raizes de M. distichophylla nos modelos preditivos criados contra os microrganismos C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilopsis, P. aeruginosa e S. epidermides

Compostos Modelos
C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis P. aeruginosa S. epidermides

Ebinifolina E-II 0,70 0,56 0,66 0,39 0,47
Ebinifolina W-I 0,71 0,56 0,67 0,41 0,47
Euojaponine A 0,72 0,63 0,70 0,32 0,44
Euojaponine F 0,60 0,62 0,76 0,35 0,56
Euojaponine K 0,74 0,68 0,78 0,38 0,60
Maiteina 0,70 0,61 0,67 0,35 0,51
Wilforina 0,73 0,60 0,74 0,35 0,50

Tabela 3. Concentragao inibitéria minima (CIM, pg mL"') dos extratos e compostos isolados contra cepas bacterianas e flingicas

CIM / ug mL"!
S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa C. parapsilosis C. albicans C. albicans
ATCC-25923 ATCC-12228 ATCC-18739 ATCC-9027 ATCC-22019 ATCC-90028 LM-22
Euojaponina F 1024 1024 + + 512 512 512
Maiteina 512 1024 + + 256 256 256
Ebinifolina W1 512 1024 + + 256 256 256
MDR Hex 512 512 + + 256 256 256
MDR Hex:AcOEt 512 512 + + 256 256 256
MDR DCM 512 512 + + 256 256 256
MDR AcOEt 512 512 + + 1024 1024 512
MDR n-BuOH 1024 1024 + + 1024 1024 1024
EEB MDR 512 512 + + 512 512 512
Meio de cultura - - - - - - -
Micro-organismo + + + + + + +
Gentamicina - - - - X X X
Anfotericina B X X X X - - -

Gentamicina e anfotericina B: grupos controle; +: crescimento de microrganismos; —: auséncia de crescimento; x: antimicrobiano nao utilizado para estas espécies.
MATERIAL SUPLEMENTAR AGRADECIMENTOS
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