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RESUMO. Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) é uma drvore nativa das florestas do Parani,
Brasil, utilizada na medicina popular como adstringente, emética, no combate 2 leucorréia e
na lavagem de dlceras e feridas. Extratos de diferentes polaridades, obtidos do caule, foram
utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Do extrato hexAnico foi isolada uma mistura de sitosterol (50,40%), estigmasterol (21,70%)
e campesterol (22,80%), que apresentou uma concentragio minima inibitéria (CIM) de
0,5mg/mL sobre Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT. Antibacterian activity of extracts from wood of Cedrela fissilis Vell.
(Meliaceae). Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) is a native tree found in forests of the state of
Parand, Brazil, and used in folk medicine as astringent and emetic substance against
leukorrhea and in the washing of ulcers and wounds. Extracts of different polarity obtained
from the stem were used to evaluate its antimicrobial activity against Staphylococcus aureus
and Escherichia coli. Hexane extract yielded a mixture of sitosterol (50,40%), stigmasterol
(21,70%) and campesterol (22,80%) which showed minimal inhibitory concentration
(MIC) of 0,5mg/mL against Staphylococcus aureus.
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A Cedrela fissilis Vell. é uma arbérea conhecida
popularmente como cedro batata, nativa do Brasil ¢ de
ocorréncia do Rio Grande do Sul até Minas Gerais,
encontrada nas florestas semidecidua e pluvial atlintica
(Lorenzi 1992). Sua madeira é muito utilizada pela
indastria na fabricagio de mobveis, ¢ na medicina
popular o chi do caule dessa espécie é empregado como
adstringente, emético, no combate 2 leucorréia ¢ na
lavagem de feridas e dlceras (Corréa, 1931). Das
sementes da Cedrela fissilis foram isolados dois
limondides, o mexicanolideo e o fissinolideo (Zelnik e
Rosito, 1966), sendo as outras partes do vegetal ainda
nio estudadas. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a
atividade antibacteriana dos extratos brutos obtidos das
diversas partes do vegetal e isolar e identificar os
compostos responsiveis por essa atividade.

Material e métodos

Procedimentos experimentais gerais. O espectro no
IV foi registrado em um espectrémetro Bomen
modelo MB-102, utilizando-se filmes depositados
em janelas de KBr.

Os espectros de RMN'H ¢ RMN"C foram
obtidos em CDCl,;, utilizando-se como padrio
interno o TMS, em um espectrdmetro Bruker AC
200 ('H, 200 MHz; *C, 50 MHz).

Os espectros de massas ¢ cromatogramas em fase
gasosa foram obtidos em cromatégrafo a gis HP-
5890-GC, acoplado a um espectrometro de massas
HP-5780-MS, através de ionizagio por impacto
eletronico (IE), coluna capilar HP-1 de 25 metros ¢
didAmetro interno de 0,2mm, espessura do filme
0,334, gds de arraste H,, com uma temperatura
inicial de 150°C, temperatura final de 280°C, com
uma programagio de 6°C/min, temperatura do
injetor de 280°C e do detector a 280°C.

Para as separacdes por cromatografia de coluna
(CQC) foram utilizados silica gel 60 de 70-230 e, para
coluna flash, silica gel 60 de 230-400 “mesh-ASTM”
(Merck). Para anidlise por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizaram-se placas de silica gel G 60
(5X10cm), com 0,25mm de espessura ¢ indicador de
fluorescéncia UV,;,. A revelagio foi feita com vapores
de iodo e revelador vanilina/dcido sulftirico (Stahl 1969).
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Coleta e identificacio do material botanico. As
folhas e o caule da planta (Cedrela fissilis Vell.) foram
coletadas no cAmpus da Universidade Estadual de
Maringd, em setembro de 1995; o material botinico
foi identificado pela profa. Maria Conceigio de
Souza, da Universidade Estadual de Maringi, ¢ uma
exsicata (n°4.707) esti depositada no herbirio do
Departamento de Biologia da UEM.

Obtencao dos extratos brutos. As partes aéreas do
vegetal (folhas e caule) foram secas ao ar livre ¢
pulverizadas em moinho de martelo. Os extratos
brutos foram extraidos com solventes de polaridade
crescente  (hexano, metanol) em extrator de
“soxhlet” e concentrados em evaporador rotativo, até
a eliminagio do solvente orginico, liofilizados e
armazenados em freezer.

Avaliagao da atividade antibacteriana. A avalia¢io da
atividade antibacteriana dos extratos brutos obtidos
da Cedrela fissilis Vell., foi realizada pelo método de
difusio em igar (Bauer et al., 1966). Discos de papéis
de filtro (Whatman n°2 de 6,35mm de didmetro)
saturados com diferentes concentracdes dos extratos
brutos (200, 400 ¢ 800pg), foram aplicados em
duplicata na superficic do meio de Agar Mueller
Hinton (Difco) previamente semeado com uma
suspensio padronizada de  Staphylococcus — aureus
ATCC 25923 ou Escherichia coli ATCC 25922. A
placa de Petri semeada foi entio pré-incubada na
geladeira a 4°C durante 12 horas e ap6s esse periodo
incubada na estufa a 37°C durante 24 horas. A
presenga de um halo de inibi¢io de crescimento na
supertficie da placa ao redor dos discos de papel foi
indicativa de uma atividade antibacteriana. Como
controle foram utilizados cloranfenicol e tetraciclina
(Biolab) na concentrag¢io de 30pg cada. O mesmo
procedimento foi efetuado para orientar o
fracionamento cromatogrifico do extrato ativo.

Isolamento dos compostos bioativos. O extrato
hexanico (10g) com atividade antibacteriana foi
fracionado em CC empacotada com silica 60 (70-230
mesh-ASTM), utilizando a fase mével A [Hexano;
Hexano/CHCIl; (98:2; 95:5; 90:10; 80:20; 50:50);
CHCl3; CHCI3/AcOEt (98:2; 95:5; 90:10; 80:20;
50:50); AcOEt; MeOH]. Obtiveram-se 54 fragoes,
as quais foram impregnadas em discos de papel na
concentragio de 1,5mg e submetidas aos testes de
atividade antibacteriana contra S. aureus. Para a
purificacio da fracio F18 (95mg), que inibiu o
crescimento de S. aureus, foi ela recromatografada
em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh-ASTM),
utilizando-se a fase mével A. As anilises das 45
fracbes obtidas foram feitas através de CCD.
Obteve-se a fragio F18.40 (40mg), que foi purificada
em CC flash, com wuma fase mével B
[CHCI3/AcOEt (95:5; 90:10; 80:20; 50:50); AcOEt;

Cortez et al.

MeOH], obtendo-se a fragio F18.40.12 (20mg)
(Esquema 1).

Reacdo de acetilacao da fragao F18.40.12. A fracio
F18.40.12 (20mg) foram adicionados volumes de
0,5mL de anidrido acético ¢ 0,5mL de piridina, e foi
deixada em repouso por uma noite 3 temperatura
ambiente. A mistura foi extraida com diclorometano
e o ecxcesso de piridina da fase orginica foi
neutralizado com 4cido cloridrico 0,1 N. A fase
orginica foi seca com sulfato de sédio anidro e o
solvente orginico evaporado a pressio reduzida,
obtendo-se a fragao acetilada F18.40.12A.

Determinacdo da concentraciao minima inibitéria
(MIC). A concentra¢io minima inibitéria da fragio
F18.40.12 foi determinada através do método da
dilui¢io em caldo em duplicata. Inicialmente, foi
preparada uma solugio estoque com a fragio
F18.40.12 (concentragio de 10mg/mL) em
dimetilsultéxido (DMSQO). Um volume de 200pL de
cada diluigio foi adicionado aos tubos de ensaio
13x100mm contendo 3,8mL de caldo Mueller-
Hinton estéril. A todos os tubos foram adicionados
10pL da suspensio padronizada de microrganismos
(tubo n°5 da escala de McFarland) e em seguida
incubados a 37°C durante 24-48 horas. A inibigio foi
evidenciada  pela auséncia de  crescimento
microbiano no meio, sendo assim possivel
determinar a menor concentragio do composto
capaz de inibir o crescimento microbiano in vitro
(Murray et al., 1995).

Mistura de sitosterol, estigmasterol e campesterol
(F18.40.12). Os dados espectrais de IV, RMN de 'H e
BC e massas revelaram-se idénticos aos valores
registrados da literatura (Wright et al., 1978).

Resultados e discussao

Os extratos brutos de folha e caule da Cedrela
fissilis obtidos (Tabela 1) foram analisados quanto 2
atividade antibacteriana. Apenas o extrato hexinico
do caule (C) apresentou atividade ante a
Staphylococcus aureus, nas concentragoes de 200, 400 e
800pg (Tabela 2). Sucessivos fracionamentos
cromatogrificos em coluna de silica gel do extrato
hexinico direcionados pela atividade antibacteriana
levaram 2 obtengio da fragio F18.40.12 (20mg).
Através dos dados espectrais espectrais de IV,
RMN'H ¢ RMN"C da fragio bioativa (F18.40.12)
foi identificada uma mistura de esterdides
(campesterol, estigmasterol e sitosterol) através da
comparacio com os dados obtidos na literatura
(Wright et al., 1978). A anilise por CG/EM da fra¢io
acetilada (F18.40.12 A) confirmou ser uma mistura
de acetato de sitosterol (50,40%), acetato de
estigmasterol (21,70%) e acetato de campesterol
(22,80%) e os espectros de massa obtidos estio de
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acordo com os dados da literatura (Wright et al.,
1978) (Tabelas 3 ¢ 4). Estudos anteriores com outras
espécies vegetais demonstraram que a presenga
desses esterdides é muito comum e estd relacionada
com a atividade antimicrobiana (Goyal e Gupta,
1988; Hess et al., 1995).

Extrato hexanico C
(10g)

CC de silica gel 60 (70-230 mesh-ASTM)
fase mével A

54 fragdes

1

F1 F18 F54
(95 mg)
CC de silica gel 60 (70-230 mesh-ASTM)
fase mével A

45 fragdes
F18.1 F18.40
(40 mg)

F18.45

CC flash de silica gel 60 (230-400 mesh-ASTM)
fase movel B

35 fragdes

‘ T
F 18.40.12 F 18.40.35
(20 mg)

F 18.40.1

Sitosterol, estigmasterol e campesterol

Esquema 1. Fracionamento do extrato hexinico do caule de
Cedrela fissilis Vell.

Tabela 1. Extratos brutos obtidos a partir das partes aéreas de
Cedrela fissilis Vell.

Parte utilizada ~ Peso seco Cédigo  Extrato bruto  Quantidade obtida

Folhas 391,00g A Hexano 3,40g
B Metanol 31,00g
Caule 523,00g C Hexano 10,00g
D Metanol 53,00g

Tabela 2. Atividade antibacteriana dos extratos hexanicos e
metandlicos do caule e folhas de Cedrela fissilis Vell.

Extratos brutos  Quantidade (Ug) Staphylococcus aureus  Escherichia coli

halo de inibigio (mm)

200 1 0

C 400 14 0
800 16 0

200 0 0

A 400 0 0
800 0 0

200 0 0

B 400 0 0
800 0 0

200 0 0

D 400 0 0
800 0 0

Cloranfenicol 30 21 23
Tetraciclina 30 28 21

No presente trabalho o valor do MIC determinado
para a fragio F18.40.12 foi de 0,5mg/mL, sugerindo uma
seletividade para o Staphylococcus aureus.

Fase Mével A: Hexano; Hexano/CHCl3 (98:2;
95:5; 90:10; 80:20; 50:50); CHCl3; CHCIl3/AcOEt
(98:2; 95:5; 90:10; 80:20; 50:50); AcOEt; MeOH

Fase Movel B: CHC13/ACOEt (95:5; 90:10;
80:20; 50:50); AcOEt; MeOH

Tabela 3. Determinagio da composigio da fragio F18.40.12A
através de CG/EM

Esterdides % Tempo de retengio (minutos)
Acetato de campesterol 22,80 30,95
Acetato de estigmasterol 21,70 31,74
Acetato de sitosterol 50,40 33,88

Tabela 4. Fragmentos dos espectros de massa dos esterdides acetilados
(campesterol, estigmasterol e sitosterol), obtidos por CG/EM

Esteréides EM: m/z (intensidade relativa)

383 [M-C,H,0]" (30), 382 (100), 367 (23), 274

(13), 261 (15), 255 (19), 213 (16), 147 (45), 135

(18), 133 (24), 131 (22), 121 (23), 107 (32), 105

(44), 95 (32), 93 (30), 91 (40), 81 (47), 79 (29),

71 (22), 67 (32), 57 (28), 55 (49).

) 395 [M-C,H,0]" (31), 394 (94), 351 (10),

Acetato de estigmasterol 282 (8), 255 (42), 213 (15), 145 (35) 105
(45), 55 (100).

Acetato de sitosterol 397 [M-C,H,0]" (31), 396 (100), 354 (3), 255
(17), 213 (10), 159 (17), 147 (37), 55 (39).

Acetato de campesterol

Coluna capilar HP-1 (25 metros x diametro interedd¢g2mm, espessura do filme Q33
temperatura inicial de 15Q, temperatura final de 280, com uma programagdo de
6°C/min, temperatura do injetor de 280e do detector a 280
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