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ANTIFUNGAL SAPONINS FROM Swartzia langsdorffii. Chromatographic fractionation of the EtOH extract from the leaves of
Swartzia langsdorffii afforded the pentacyclic triterpenes oleanolic acid and lupeol, and two saponins: oleanolic acid 3-sophoroside
and the new ester 3-O-b-D-(6' -methyl)-glucopyranosyl-28-O-b-D-glucopyranosyl-oleanate. Their structures were elucidated from
spectral data, including 2D NMR and HRESIM S experiments. Antifungal activity of all isolated compounds was evaluated, using
phytopathogens Cladosporium cladosporioides and C. sphaerospermum, and human pathogens Candida albicans, C. krusei, C.

parapsilosis and Cryptococcus neoformans.
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INTRODUCAO

Espécies da familia Fabaceae sdo amplamente distribuidas em
regifes tropicais e subtropicais e divididas em trés subfamilias:
Caesal pinoideae, Mimosoideae e Papilionoideae. O género Swvartzia
pertence a subfamilia Caesalpinoideae e inclui 150 espécies, distri-
buidas pelas Américas do Sul e Central e Africa Na América do Sul,
0 centro de maior diversidade desse género estd na regido amazoni-
ca. No Brasil, dém da regidio amazbnica, existe uma consideravel
representatividade de espécies na regido sudeste.!?

Swartzia langsdorffii pertence a subfamilia Caesalpinoideae, e
€ popularmente conhecida como banana-de-papagaio, jacarandé-ba-
nana e jacaranda-de-sangue. Na regido sudeste, é encontrada nos
estados do Rio de Janeiro e de S&o Paulo nas formagdes florestais do
complexo atlantico, principalmente na Serra do Mar.® A arvore é
ornamental, principalmente quando em flor, e seus frutos sdo muito
procurados por véarias espécies da fauna, que se aimentam do arilo
suculento que envolve parcialmente a semente. Por essa razéo, essa
arvore € interessante para plantio em areas degradadas para preser-
vagdo permanente O género Swartzia é caracterizado pela presen-
¢a de isoflavondides, saponinas triterpénicas e diterpenos aroméati-
cos.2*7 Egpécies deste género apresentam constituintes quimicos com
atividade antimicrobiana,* antifiingica,®> moluscicidef e citotéxica,?”
0 que mostra a importancia da investigacdo adicional sobre aspectos
fitoquimicos e/ou farmacol 6gicos destas espécies.

Em nosso programa de bioprospeccdo, o extrato de Swartzia
langsdorffii destacou-se pela marcante atividade antifingica frente a
fitopatdgenos e patdgenos humanos. Os fungos s amplamente asso-
ciados a doencgas oportunistas e tem-se observado aumento no nime-
ro de pacientes com ateragBes no estado imunolégico associado ao
virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), a quimioterapia do can-
cer e transplante de 6rgaos e de sangue. Coincidindo com esse aumen-
to de pacientes imunocomprometidos tem ocorrido um aumento da
incidéncia de micoses sistémicas humanas® Cryptococcus neoformans,
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destacado como uma das principais infecgdes em pacientes aidéticos,
e Candida sp, descrita em 20 a 40% de pacientes com cancer e em
aproximadamente 25% dos pacientes que recebem transplantes de
medula éssea,® sfo advos de enorme importancia Apesar da existéncia
de potentes agentes antifingicos como a anfotericina B, o apareci-
mento de resisténcia ou multi-resisténeia de fungos imp&e a necessi-
dade de pesquisas permanentes e o desenvolvimento de novas dro-
gas810 Visto que as plantas produzem uma variedade de compostos
com propriedades antifungicas, é esperado que programas de
bioprospeccdo sistemética informem fontes de substancias candidatas
ao desenvolvimento de novas drogas com estas propriedades! Estu-
dos de hioprospeccdo preliminares com plantas da Mata Atlantica le-
varam a selecdo de extratos bioativos, dentre os quais, destacou-se 0
extrato de Swartzia langsdorffii, coletada na Reserva Juréia-Itatins,
em lguape — SP, que apresentou marcada atividade antifungica e foi
selecionado para estudo fitoquimico visando o isolamento e identifi-
cagd0 de seus congtituintes quimicos bioativos.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e equipamentos

A rotagdo Optica foi medida em polarimetro Perkin-Elmer mode-
lo 341 usando |ampada de sddio (589 nm) a 20 °C. Espectros de mas-
sas foram medidos em espectrometro UltrO-TORq (Bruker-Daltonics).

As andlises foram realizadas em modo eletrospray (negativo,
100% MeOH, injecdo da amostra através de seringa de infuséo
Harvard Apparatus Pumpl1, com fluxo de 10 nl/min). Os experi-
mentos de RMN de 'H e **C em uma e duas dimensdes foram feitos
em instrumento Varian Inova 500 operando a 500 MHz para hidro-
génio e 125 MHz para carbono usando seqiiéncias de pulso padrao
(Varian). DMSO-d; foi usado como solvente e TMS, como padréo
interno. A cromatografia planar (CCD) foi redlizada em placas de
aluminio cobertas de silica-gel (silica F,,,, 0.25 mm, Merck,
Darmstadt, Germany) com detecgdio por luz UV (254 e 366 nm) e
nebulizagdo com anisaldeido sulfirico seguida de aguecimento (120
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°C). Silica gel (230-400 mesh ASTM, tamanho de particula 0,040-
0,063 mm, Merck) ou Sephadex LH-20 (Pharmacia) foram usadas
em fracionamento por coluna cromatogréfica. As separagées por
cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE) foram realizadas
em cromatégrafo analitico ternério Varian Pro Star modelo 240, com
auto injetor Varian Pro Star modelo 410, detector UV-Diode-Array
modelo 330, ou cromatégrafo analitico Shimadzu, bombas LC-10AD,
com auto-injetor SIL 10A/ CBM 10A, detector Diode-Array modelo
SPDM 10AVP e colunas andlitica e preparativa “Luna’ Phenomenex
(250 mm x 4,6 mm e 250 mm x 21 mm, respectivamente).

Material vegetal

Folhas de Swartzia langsdorffii foram coletadas na Reserva da
Juréia, Iguape — SP, em outubro de 2004. A identificagdo foi reali-
zada pela Dra. |. Cordeiro (IBt — SMA, SP) e a excicata (Cordeiro
1913) foi depositada no herbério do Instituto de Boténica da Se-
cretaria do Meio Ambiente, IBt — SMA Sdo Paulo.

Extraco e isolamento dos constituintes quimicos

O materid vegetal seco e moido (270 g) foi extraido com EtOH a
temperatura ambiente. Apds concentragdo sob pressdo reduzida, o
extrato etandlico (4,4 g) foi submetido a particdo com solventes orga
nicos, fornecendo as fragdes obtidas com hexano (FH, 1,5 g), AcOEt
(FA, 1,0 g) e MeOH/H,O (FM, 1,5 g). A avaliagdo da atividade
antifingica do extrato bruto e das fragdes obtidas de particéo revelou
a presenca de substéncias bioativas em FA e FM. O fracionamento de
FA por cromatografia em coluna (silica-gel, gradiente Hexano/AcOEY/
MeOH) forneceu 12 fragdes (A1-A12). A andise por CCD (AcOEY
MeOH 13:7) e CLAE (C-18, MeOH/H,0 55:45, deteccéo em 235 nm)
e 0 resultado da avaliagdo de atividade antifungica orientaram a sde-
¢éo de A6 e A7, que foram reunidas e purificadas por CLAE (C,
MeOH/H,0 55:45, detecgéo em 235 nm, fluxo 12 mL/min), fornecen-
do a substéncia 2 (17 mg). O fracionamento de FM (1,5 g) por
cromatografia em coluna (Sephadex LH-20, eluicdo com MeOH) for-
neceu 49 subfragdes, cuja andise por CCD (AcOEY/MeOH 9:11) ori-
entou seu agrupamento em 9 fragdes (M1-M9). A andlise das fragOes
reunidas por CLAE (C-18, MeOH/H,0O 43:57, detecgio em 235 nm) e
o resultado da avdiacéo de atividade antifingica orientaram a sdlegdo
dafraggo M6 (55 mg), que foi purificada por CLAE (C,;, MeOH/H,O
43:57, detecgdo em 235 nm, fluxo 12 mL/min), fornecendo a substan-
cial (22 mg). O fracionamento de FH (1,5 g) por cromatografia em
coluna (silica-gdl, gradiente Hexano/AcOEt) forneceu 30 subfragoes,
que foram analisadas por CCD e agrupadas em 4 frages (H1-H4). A
andlise por CCD (Hexano/AcOEt 4:1) orientou a selecdo de H3 e H4,
que foram purificadas por CCD preparativa (Hexano/AcOEt 9:1, 3
eluigdes), fornecendo as substancias 3 (17 mg) e 4 (8 mg).

Atividade antifungica

Ensaio com fungos patogénicos humanos em microplacas

Os microrganismos usados na avaliagdo de atividade antifingica
foram Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258,
Candida parapsilosisATCC 22019 e Cryptococcus neoformansATCC
90012, crescidos e mantidos em meio de agar Sabouraud-dextrose
por 24 h para as espécies de Candida e por 48 h para Cryptococcus
neoformans, em temperatura ambiente. O método utilizado para ava
liagdo da atividade foi microdiluicdo em caldo, descrito no docu-
mento M27-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLS),*? com modificagdes. O meio usado foi RPMI 1640 com L-
glutamina em tampao a pH 7,0 com acido morfolinopropano-
sulfénico (MOPS) 0,165 M, suplementado com glicose 2%. Os ex-
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tratos, fragfes ou substancias puras foram dissolvidos em DM SO
em concentragtes decrescentes a partir de 250 até 0,4 ng/mL, e adi-
cionados as microplacas de 96 cavidades contendo meio RPMI. As
suspensdes celulares contendo fungos foram preparadas em solugéo
sdlina 0,85% e diluidas 1:100 em RPMI até concentragdo final de
1x10* a 5x10* unidades formadoras de coldnias por mL (CFU/mL).
Cada suspensdo foi inoculada nas microplacas previamente prepara
das com as amostras teste, que foram incubadas com agitagdo a 37
°C por 24 h para Candida sp. e 48 h para Cryptococcus neoformans.
Anfotericina B (0,03 a 16 ng/mL) foi usada como droga controle. A
concentragdo inibitoria minima (CIM) foi definida como a menor
concentragdo de amostra que inibiu completamente o crescimento
do fungo. Pelo método espectrofotométrico, a CIM foi definida como
amenor concentragdo em que a densidade dptica foi reduzida a 90%
daquela observada para a solugdo controle (sem amostra). Os resul-
tados foram analisados visual e espectrofotometricamente. Amos-
tras que apresentaram CIM menor que 75,0 ng/mL foram considera
das com boa atividade; CIM entre 75,0 e 150,0 ng/mL indicou ativi-
dade moderada; CIM entre 150,0 e 250,0 ng/mL indicou atividade
fraca e, para CIM maior que 250,0 ng/mL a amostra foi considerada
inativa.

Bioautografia com fungos fitopatogénicos

Os microrganismos usados na avaliaggo de atividade antiflingica
foram Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, cres-
cidos e mantidos em meio de agar Sabouraud-dextrose. Cada amos-
tra foi submetida a andlise em CCD e, depois de seca, a placa
cromatogréfica foi nebulizada com suspensdo dos esporos dos fun-
gos Cladosporium cladosporioides ou C. sphaerospermum. As pla-
cas foram mantidas a 25 °C no escuro por 48-72 h. Foi possivel
observar o crescimento dos fungos sobre as placas, exceto nos lo-
cais em que substancias antifangicas estavam presentes, os quais
permaneceram brancos. As zonas de inibi¢ao foram medidas e com-
paradas com as substancias padréo nistatina e miconazol.*®

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatografico do extrato EtOH das folhas
de S. langsdorffii forneceu o 3-O-b-D-(6’-metil)-glicopiranosil-
olean-28-oato de b-glucopiranosila (1), &cido 3-O-b-glicopiranosil-
(1® 2)-b-D-glucopiranosil-oleandlico (2, acido 3-soforosil-
oleandlico), &cido oleandlico (3) e lupeol (4).

A substéncia 1 foi obtida como sdlido amorfo, com [a] * +31
(MeOH, c 0,021) e seu espectro de massas mostrou um ion [M-H]*
em m/z 793 (100), enquanto o espectro de massas de alta resolucdo
mostrou sinal do ion [M]* em m/z 794,4788, compativel com a
formula molecular C,.H_ O, (massa calculada 794,4816), consis-
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tente com a estrutura de uma saponina (Figura 1). Absor¢des na
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Figura 1. Estruturas das saponinas isoladas de Swartzia langsdorffii
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regido de infra-vermelho em 1736 cm indicaram a presenca de
um grupo carbonilico de éster. A andlise do espectro de RMN de
'H da substancia 1 mostrou sinais para sete metilas aliféticas (d,
0,8 a1,1), sinais para hidrogénios hidroximetinicos (d, 3,0 e 4,5),
além de outros sinais entre d,, 1,0 e 2,5 sugerindo a estrutura de um
triterpeno glicosilado (saponina) (Tabela 1).

O espectro de RMN de **C mostrou sinais em d_ 121,7 e 143,4
sugerindo o esqueleto oleanano para a subgténcia 1; um sinal em d_
175,3, compativel com umacarboxilaesinasemd. 94,1 e 105,3, que
mostraram correlagdo com os dubletos em d, 5,23 (J = 7,5 Hz) ed,
4,13 (J = 7,5 Hz) no mapa de correlagbes HMQC, que permitiu suge-

Tabela 1. Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) da
substéncia 1 em DMSO-d, ; d (ppm)

Posigdo d_, mult. @ d,® HMBC

1 382 (CH,) 0,74 (m); 1,32 (m) H-23; H-25
2 27,2(CH,) 1,48 (m); 1,85 (m) H-25

3 87,8 (CH) 3,02 (ddI) H-1"; H-23; H-24
4 38,7 (C) - H-24

5 55,0 (CH) 0,71 (m) H-23; H-24; H-25
6 178 (CH,) 1,23 (m); 1,78 (m)

7 31,8 (CH,) 1,85 (m) H-26

8 39,0 (C) - H-27

9 47,1 (CH) 1,48 (m) H-26
10 36,3 (C) - H-25
11 224 (CH) 1,78 (dl); 1,95 (m)

12 121,7 (CH) 5,16 (tl)

13 143,4 (C) — H-27
14 41,3 (C) - H-26; H-27
15 27,2 (CH) 1,23 (m); 1,95 (m) H-27
16 230 (CH) 0,98 (m); 1,85 (m)

17 45,9 (C) -

18 40,7 (CH) 2,73 (ddI)

19 45,6 (CH,) 1,08 (m); 1,60 (m) H-30
20 30,3 (C) - H-29; H-30
21 33,1 (CH,) 0,98 (m)

22 32,1 (CH,) 0,74 (m)

23 27,6 (CH,) 0,96 (9) H-24
24 16,7 (CH,) 0,68 (s) H-23
25 152 (CH,) 0,86 ()

26 16,5 (CH,) 0,75 (9

27 25,5 (CH,) 1,08 (9

28 1753 (C) - H-1

29 32,8 (CH,) 0,87 (s)

30 23,4 (CH,) 0,86 () H-29

1 94,1 (CH) 5,23 (d, 7,5)

2 72,4 (CH) 3,1 (m)

3 76,8 (CH) 3,22 (m)

4 69,6 (CH) 3,12 (m)

5 77,7 (CH) 3,14 (m)

6’ 60,7 (CH) 3,42 (m); 3,62 (m)

1’ 105,3 (CH) 413 (d, 7,5)

2" 73,9 (CH) 2,95 (tl)

3 76,7 (CH) 3,14 (m)

4" 72,1 (CH) 3,11 (m)

5" 74,1 (CH) 3,21 (tl)

6" 67,0 (CH) 3,40 (m); 3,62 (m)

OMe 534 (CH,) 31 (s H-6"

amultiplicidades obtidas pelos experimentos DEPT 135° e 90°;
b multiplicidades e constantes de acoplamento (J, em Hz), entre
parénteses.
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rir a presenca de duas unidades glicosidicas em 1.4 Observou-se
ainda neste mapa de contorno um sina em d,, 53,4 correlacionado
ao singleto em d, 3,1, correspondente a0 grupo metoxila, além de
sinais para carbonos metinicos em d,, 40,7 e 47,1, correlacionados a0
duplo dubleto largo em d, 2,73 e a0 multipleto em d,, 1,48, que permi-
tiram sua atribuicdo a H-18 e H-9, respectivamente. O experimento
HMBC mostrou correlagbes dos dubletosem d, 5,23 e 4,13, atribui-
dos aos hidrogénios anoméricos, com ossinaisem d. 175,3 (C) e 87,8
(CH) que foram atribuidos a carboxila do C-28 e a0 C-3, respectivar
mente, evidenciando as posi¢des de substituigdo das duas unidades
glicosidicas na aglicona triterpénica (Figura 2). Adicionamente, este
experimento mostrou a correlaggo entre o sind em d,,, 67,0 (C-6"), e
osingletoemd, 3,1, permitindo a proposta de metilagdo na hidroxila
em C-6". A andise detalhada deste mapa mostrou correl ages entre 0s
hidrogénios metilicos e carbonos a 2 ou 3 ligagBes, o que, em conjun-
to com a comparagdo dos seus dados espectrométricos com a literatu-
ra2 permitiu confirmar a estrutura proposta para a substancia 1, o
acido 3-O-b-D-(6'-metil)glicopiranosil-28-O-b-D-glucopiranosil-
oleandlico, inédita na literatura
(82
OH

MeO % ) (\‘ ‘\o/ O/SOH

0 HO—>~ OH
@ \

OH O

Figura 2. Correlagdes observadas no espectro HMBC da substancia 1

A substancia 2 foi obtida como solido amorfo e seu espectro de
massas mostrou um pico em m/z 779 (100%) que pode ser atribui-
do ao ion [M-H]*. Este valor é compativel com a formula molecular
C,,HgO,5r que esta de acordo com a estrutura de uma saponina
triterpénica com duas unidades de glicose. Os dados de RMN de
'H e de *C foram semelhantes aos da saponina 1, evidenciando
uma aglicona com esqueleto oleanano, através dos sinais em d,
123,6 e 145,2, atribuidos a C-12 e C-13 e a presenga de duas unida-
des glicosidicas, em fung&o dos sinais para dois hidrogénios (d,,
4,37 e 4,56) e dois carbonos anoméricos (d. 106,3 e 103,1). O
experimento HMBC indicou correlagdes entre C-3 e H-1' e entre
C-2' e H-1", que evidenciaram a posi¢do da ligagdo da aglicona
com uma unidade glicosidica, bem como daligagdo interglicosidica,
e permitiram identificar a substancia 2 com o acido 3-O-b-
glicopiranosil-(1® 2)-b-D-glucopiranosil-oleandlico, anteriormente
isolado de S. schomburgkii.2®

As substancias 3 e 4 foram obtidas como solidos amorfos e
seus dados de EM obtidos por ionizagdo por eletrospray e de RMN
uni e bidimensionais, bem como comparagdo com dados da litera-
tura,** permitiram identificd-las como os triterpenos pentaciclicos
acido oleandlico (3) e lupeol (4), amplamente distribuidos no reino
vegetal.

A selecdo do extrato de S. langsdorffii para estudo fitoquimico
visando o isolamento de seus constituintes potencial mente
antifungicos baseou-se no resultado positivo (CIM 125,0 ng/mL)
obtido frente as linhagens de fungos patogénicos humanos Candida
albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Cryptococcus
neoformans, indicando atividade antifingica moderada. A avalia-
¢80 das fases de particdo, FA e FM (CIM 125,0 ng/mL), confirmou
a bioatividade observada inicialmente e orientou a escolha das fra-
¢Oes promissoras para purificagdo das substancias bioativas. As
substancias purificadas 1-4 também foram avaliadas por suas pro-
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priedades antifingicas. As saponinas 1 e 2, obtidas de FM e FA,
respectivamente, mostraram-se moderadamente ativas (CIM 100,0
ng/mL), enquanto a substéancia 3 se mostrou fracamente ativa (CIM
200,0 ng/mL) e 4 foi inativa frente aos fungos patogénicos usados
neste estudo.

As substéncias 1-4 foram também avaliadas por bioautografia
frente aos fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e
C. sphaerospermum. As substancias 1-3 mostraram-se mode-
radamente ativas, com halos de inibicdo de 15, 12 e 11 mm, en-
quanto 4 mostrou-se inativa, confirmando a tendéncia observada
anteriormente da atividade antifungica do &cido oleandlico e seus
derivados.®

CONCLUSAO

O estudo da espécie S. langsdorffii mostrou a presenca de
saponinas nas subfragdes provenientes das fases de particdo em
AcOEt e aquosa. Verificou-se ainda a presencga de triterpenos
pentaciclicos na fase hexanica, sendo isolados e identificados o
lupeol e o &cido oleandlico. A avaliagdo da atividade antifiingica
do extrato bruto das folhas de S. langsdorffii e de suas fases de
particdo orientou a busca das substancias bioativas, que resultou
no isolamento das saponinas antifungicas a partir das fragcées mais
polares. Esses resultados corroboram a importancia do estudo
fitoquimico guiado por bioensaios como estratégia efetiva para ati-
vidades de bioprospecgao.
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