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RESUMO

SILVA, M. C. M. Estudo farmacognaéstico, fitoquimico e atividade antiplasmaddica de
Aspidosperma eteanum Markgr. 94 f. 2018. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de P0s-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2018.

O objetivo deste trabalho foi realizar estudos farmacogndsticos, fitoquimicos e de
atividade antiplasmdédica de Aspidosperma eteanum Markgr. Para realizacdo dos estudos
farmacognosticos, utilizou-se os métodos de granulometria, determinacéo do pH, indice de
espuma, teor de cinzas e perda por dessecacédo descritos na Farmacopéia Brasileira, V ed.
O extrato etandlico (EEAE) foi obtido por maceragcdo exaustiva com etanol (96° GL) e
concentrado em rotaevaporador. Em seguida, foi submetido a fracionamento acido-base,
obtendo-se as fragbes FNAE e FAAE, extracdo sob refluxo (FrHex, FrDcm, FrAcOEt e
FrMeOH), particdo para a retirada de acucar (FrLADcm e FrLMeOH) e cromatografia de
silica em coluna (Fr38, FR3 e FR6). O EEAE e fracbes foram submetidos a prospecc¢ao
fitoquimica. O extrato e as fracdes FrHex, FrDcm, FrACoEt, FrMeOH e Fr38 foram
submetidas a CLAE-DAD e o EEAE, FrMeOH, FAAE, FrLADcm e Fr38 foram analisadas
por RMN 'H. O EEAE e as fracdes FrHex, FrDcm, FrACoEt, FrMeOH, FAAE, FNAE,
FLADcm e FLAMeOH foram selecionadas para avaliacao antiplasmodica em clones W2 de
Plasmodium falciparum por microteste. Os resultados farmacognosticos encontrados estao
de acordo com os padrbes da Farmacopéia Brasileira V ed. (2010). O extrato etandlico
obteve um rendimento de 5,92%. Dentre as frac6es obtidas sob-refluxo, a FrMeOH obteve
maior rendimento (93,59%) e as fracdes FNAE e FAAE de 3,0% e 1,3% respectivamente.
A prospeccéao fitoquimica revelou que apenas a FAAE foi positiva para alcaloides, mas a
analise por ressonancia sugeriu tratar-se de &cidos graxos. Os resultados obtidos no
CLAE-DAD revelaram uma substancia de alta polaridade no EEAE, FrHex, FrDcm,
FrAcOET e FrMeOH e a presenca de alcaloides em pequenas concentracdes na fracao
FR3. O RMN *H do EEAE e FrMeoH apresentaram sinais sugestivos de aclcares. A fracéo
FrLAPDc apresentou sinal sugestivo de substéncias derivadas de &cidos carboxilicos. A
fracdo Fr38-40 (rendimento = 8%), que apresentou formacéo de cristais, apresentou sinais
sugestivos de um éster metilico. Na avaliacao antiplasmédica o EEAE foi inativo com Clsg
superior a 50 ug/mL. Dentre os métodos de fracionamento, as fragcbes FrHex, FrDcm,
FrAcoEt, FrMeOH e FNAE com média e baixa polaridade foram moderadamente ativas.
Apenas as fragcbes FAAE e FADcm foram ativas com Clsg =7,6 pg/mL e Clsg =1,91 ug/mL
respectivamente. Portanto, o estudo da atividade biolégica de Aspidosperma eteanum
demonstrou que o fracionamento aumentou a atividade antiplasmaodica sendo as fracdes
de baixa e média polaridade as mais ativas. Os estudos fitoquimicos demonstraram que 0s
alcaloides podem estar presentes na planta, mas em baixa concentracdo e que 0S
acucares e compostos graxos sdo provavelmente os constituintes majoritarios do extrato.
Quando se correlaciona os resultados obtidos nos estudos fitoquimicos e de atividade
biolégica é possivel perceber que a(s) substancia(s) responsavel(is) pela atividade
antiplasmaodica, por estar diretamente relacionada a fragcbes de menor polaridade, podem
ser compostos graxos tais como o éster metilico detectado neste estudo.

Palavras-chaves: Aspidosperma eteanum; estudo farmacogndsticos; fitoquimico e
atividade antiplasmédica



ABSTRACT

SILVA, M. C. M. Pharmacognostic and phytochemical studies and antiplasmodic
activity of Aspidosperma eteanum Markgr. 94p. 2018. Dissertation (Master's degree) -
Graduate Degree Program in Pharmaceutical Sciences, Universidade Federal do Par4,
Belém, 2018.

The aim of this study was to perform pharmacognostic, phytochemical and
antiplasmodial studies on Aspidosperma eteanum Markgr. The pharmacognostic study to
assess granulometry data, pH, foam index, ash and moisture content were peformed
according to the Brazilian Pharmacopoeia, V ed. The ethanolic extract (EEAE) was
obtained by exhaustive maceration with ethanol (96°GL) and concentrated by
rotavaporator. Then, it was subjected to acid-base extraction that resulted in FNAE and
FAAE fractions, reflow extraction (FrHex, FrDcm, FrAcCOET and FrMeOH), sugar removal
partition (FrLADcm and FrLMeOH) and silica column chromatography (Fr38, FR3 and
FR6). The EEAE and fractions were submitted to phytochemical prospection. The EEAE,
FrHex, FrDcm, FrACoEt, FrMeOH and Fr38 also underwent to HPLC-DAD and the EEAE,
FrMeOH, FAAE, FrLADcm and Fr38 were analyzed by *H NMR. The EEAE, FrHex, FrDoC,
FrACoEt, FrMeOH, FAAE, FNAE, FLADcm and FLAMeOH fractions were selected for
antiplasmodial evaluation in W2 clones of Plasmodium falciparum by microtest. The
pharmacognostic results are in accordance with the Brazilian Pharmacopoeia V ed. (2010)
standards. The ethanolic extract yielded 5.92%. Among the fractions obtained under reflux,
FrMeOH had the highest yield (93.59%) and FNAE and FAAE fractions of 3.0% and 1.3%
respectively. In the phytochemical prospection, only FAAE was positive for alkaloids, but
resonance analysis suggested it had fatty acids. The results obtained in CLAE-DAD
revealed a high polarity substance in EEAE, FrHex, FrDcm, FrACOET and FrMeOH and the
presence of alkaloids in low concentrations in the FR3 fraction. The *H NMR of the EEAE
and FrMeOH showed suggestive signs of sugars. The FrLAPDc presented a suggestive
signal of substances derived from carboxylic acids. The Fr38 fraction (yield = 8%), which
presented crystals, showed signs suggestive of a methyl ester. In the antiplasmodial
evaluation, the EEAE was inactive with ICsy higher than 50 pg/mL. Among the fractionation
methods, the FrHex, FrDcm, FrACoEt, FrMeOH and FNAE fractions with medium and low
polarity were moderately active. Only the FAAE and FLADcm fractions were active with 1Cs
= 7.6 yg/mL and ICso = 1.91 pg/mL respectively. Therefore, the antiplasmodial evaluation of
Aspidosperma eteanum demonstrated that the fractionation increased the biological activity
being the fractions of low and medium polarity the most active. Phytochemical studies
showed that alkaloids may be present in the plant but at low concentrations, and that
sugars and fatty compounds are probably the extract major constituents. When correlating
the phytochemical and biological studies it is possible to perceive that the substance(s)
responsible for the antiplasmodial activity is directly related to fractions of lower polarity and
can be fatty compounds such as the methyl ester detected in this study.

Keywords: Aspidosperma eteanum; pharmacognostic study; phytochemical and antiplasmodial
activity
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1. INTRODUCAO

A malaria € uma doenca parasitaria que tem exercido grande impacto sobre as
populac6es humanas ha séculos. De acordo com as ultimas estimativas, cerca de
216 milhdes de casos ocorreram no mundo em 2016, resultando em
aproximadamente 445.000 mortes (WHO, 2017). Neste contexto, o Brasil detem a
maior prevaléncia nas Ameéricas, com aproximadamente 42% dos casos, no qual,
cerca de 144 mil casos e 41 oObitos foram confirmados em 2016. A transmissdo da
doenca no ambito nacional concentra-se na regido Amazbnica (Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins),
responsaveis por 99,5% dos casos de malaria do pais. (FERREIRA & CASTRO,
2016).

Esta doenca € causada por protozodarios do género Plasmodium, transmitidos
por fémeas do mosquito Anopheles spp. Dentre as mais de 200 espécies de
plasmaodio, apenas cinco sao capazes de infectar humanos (WHO, 2014), sendo o
Plasmodium vivax responsavel pelo maior nimero de casos notificados, enquanto
qgue o Plasmodium falciparum é responsavel pela forma mais grave da doenca
(OLIVEIRA- FERREIRA et al. 2010).

O tratamento medicamentoso de malaria ocasionada por P. vivax, envolve
associacao de farmacos: em geral cloroquina associado a primaquina. Enquanto que
infeccbes causadas por P. falciparum utilizam terapia combinada a base de
artesunato e mefloquina. Entretanto, a resisténcia a farmacos comumente utilizados
na terapéutica, tais como a cloroquina, tem sido observada ha quase 50 anos.
Atualmente, o Plasmodium falciparum tem se tornado resistente a outros farmacos
como a mefloquina (WONGSRICHANALAI et al. 2002). Até mesmo a artemisinina ja
apresenta casos que demonstram que o parasito esta se tornando resistente (WHO,
2001; NOEDL et al. 2008; DONDORP et al. 2009; AJAY| e UKWAJA, 2013).

Devido a propagacao de parasitas resistentes aos farmacos em todo o mundo,
o tratamento de malaria esta se tornando cada vez mais dificil (WHO, 2010). Assim,
a identificacéo de novos farmacos antimalaricos seguros e seletivos € urgente.

As plantas medicinais proporcionaram a descoberta no século XIX dos
primeiros remédios a partir da casca de Cinchona spp, que posteriormente se
mostrou rica em alcaloides, especialmente quinina. A partir da quinina (Figura 1),

aminoquinolinas sintéticas como a cloroquina, amodiaquina e mefloquina foram
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sintetizadas. Outra classe de antimaléricos importantes é baseada em artemisinina,
um composto encontrado na Artemisia annua, uma planta medicinal nativa da China
(WHO, 2006).

Figura 1: Estrutura quimica da quinina

Na Amazonia Brasileira, varias espécies de plantas tém sido utilizadas para o
tratamento da malaria e doencas febris (MILLIKEN, 1997). No entanto, hd uma
caréncia de estudos que avaliem a eficacia farmacoldgica dessas espécies
(BOCHNER et al. 2012). Neste sentido destacam-se as espécies do género
Aspidosperma, familia Apocynaceae, cujos alcaloides inddlicos, considerados
marcadores quimiotaxonémicos deste género, tem sido alvo de inimeros trabalhos
devido a larga aplicacdo terapéutica atribuida a eles, como por exemplo, a espécie
Aspidosperma ramiflorum que é empregada no tratamento de leishmaniose
(FERREIRA et al. 2004); a espécie Aspidosperma nitidum, utlizada como
anticonceptiva (RIBEIRO et al. 1999), no tratamento de inflamacGes de Utero e
ovario, diabetes, problemas estomacais, cancer, febre e reumatismo (WENIGER et
al. 2001), assim como as cascas de Aspidosperma nitidum, Aspidosperma album,
Aspidosperma discolor, Aspidosperma excelsum e Aspidosperma polineuron que
sdo amplamente citadas pelos nativos como remédios para o tratamento de malaria
em diferentes locais da Amazénia (BRANDAO et al. 1992; BOURDY et al. 2004;
OLIVEIRA et al. 2003).

Algumas dessas espécies de uso na medicina popular demonstraram
atividades biologicas mediante ensaios laboratoriais como € o caso das espécies
Aspidosperma nitidum (Benth) e Aspidosperma excelsum (Muell Arg), amplamente
citadas como remédios para o tratamento da malaria e que apresentaram atividade
bioldgica contra o P. falciparum em estudos In vitro (WENIGER et al. 2001; GOMES,
2011; COUTINHO et al. 2013, OLIVEIRA et al. 2009; DOLABELA et al. 2012).

A Aspidosperma eteanum Markgr. € uma espécie encontrada apenas na
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regido amazoénica (WOODSON, 1951; PEREIRA et al. 2016). Apesar de fazer parte
deste género muito utilizado para o tratamento de doencas febris e maléria, ndo
foram encontrados estudos fitoquimicos e de atividades biol6gicas desta espécie.
Apoiado pela vasta diversidade de alcaloides indolicos presentes no género
Aspidosperma aliado a falta de estudos desta planta, este trabalho se justifica pela
avaliacdo de sua possivel atividade antiplasmddica bem como a busca da(s)
substancia(s) responsavel referida pela atividade bioldgica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Malaria

A Malaria é uma questédo de saude publica responsavel por levar a 6bito cerca
de 445.000 pessoas em 2016. Estima-se que 3,3 bilhGes de pessoas estejam ainda
sob o risco de serem infectadas e desenvolverem a doencga. O continente africano &
considerado o mais afetado, pois mais de 80% dos casos de morte ocorreram no
neste continente ano de 2016 (WHO 2017).

Esta doenca esta associada as baixas condigcbes socioecondémicas,
apresentando maiores taxas de incidéncia nos paises em desenvolvimento
(GETHING et al. 2012), acometendo pessoas em situagdo de alta vulnerabilidade
social. No Brasil, os ribeirinhos amazonicos séo os mais afetados pela doenga, pois
nao possuem condi¢cdes adequadas de moradia e/ou meios de evitarem a infecgéo e
estdo em area de risco (BRASIL, 2010a).

Apenas cinco espécies de Plasmodium sédo capazes de infectar humanos: P.
vivax, P. malariae (GRASSI, 1900), P. falciparum (WELCH, 1897), P. ovale
(STEPHENS, 1922) e P. knowlesi (GARNHAM, 1966). No Brasil, apenas trés
espécies sao responsaveis por casos de maléria humana: P. vivax (responsavel pela
maioria dos casos), P. falciparum (responséavel pelos casos de malaria grave) e P.
malarie (casos raros; OLIVEIRA-FERREIRA, 2010).

No Brasil, mais de 99% dos casos de malaria sdo registrados na regiao
amazobnica, que engloba os estados do Acre, Amazonas, Amapda, Maranhao, Mato
Grosso, Para, Rondbénia, Roraima e Tocantins. Nessa regido, as condicfes propicias
para a sobrevivéncia do vetor e as condicbes socioeconbémicas e ambientais
favorecem a transmissdo da doenca (LAPOUBLE et al. 2015)

O ciclo da malaria envolve um hospedeiro intermediario e o definitivo. O
hospedeiro intermediario, e também vetor da doenca, € o mosquito fémea do género
Anopheles spp. no qual ocorre a reprodugdo sexuada chamada de esporogonia. No
hospedeiro definitivo, a doenca se manifesta devido o desenvolvimento do ciclo
assexuado chamado de esquizogbdnico no interior dos eritrécitos (MURGATROYD,
1952).

O ciclo da doenca nos seres humanos se inicia quando o Anopheles fémea
parasitado inocula sua saliva contendo espororozoitos durante o repasto sanguineo.

Ao alcancar a corrente sanguinea, os parasitos chegam aos hepatécitos formando
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um vacuolo parasitoforo que por esquizogonia multiplicam-se e transformam-se em
merozoitos, que por sua vez, sdo liberados na corrente sanguinea finalizando esta
parte do ciclo extra eritrocitario (MURGATROYD, 1952). E importante ressaltar que
as espécies P. vivax e P. ovale possuem a capacidade de se diferenciarem em
hipnozoitas, formas latentes que ficam armazenadas nos hepatocitos e séo
responsaveis pelos casos de recaida da doenca ap0s meses ou até mesmo anos
depois da cura (Figura 2).

O ciclo eritrocitario se inicia quando 0s merozoitos, ja na corrente sanguinea,
invadem as hemécias por meio de jungdes nas membranas (DVORAK et al. 1975).
No interior dos eritrécitos, sofrem transformacfes que os convertem em trofozoitos
jovens, morfologicamente conhecido por sua estrutura anelar, e posteriormente em
esquizontes multinucleados cuja maturac¢do culmina com o rompimento da hemacia
e a liberacdo dos merozoitas contidos em seu interior, garantindo que 0s mesmos
estejam livres no sangue para infectar novas hemacias e dar continuidade ao ciclo
(MURGATROYD, 1952; Figura 2).

Neste meio termo, isto é, entre a liberagdo dos merozoitas na corrente
sanguinea e a infeccdo de uma nova hemacia, alguns parasitas se diferenciam em
gametocitos que constituem a forma sexuada que ao ser ingerida pelo mosquito
dard inicio ao ciclo sexuado no vetor. Nesta parte do ciclo os gametocitos
transformam-se em gametas feminino (macrogameta) e masculino (microgameta)
que ao unir-se formam o zigoto. Através de meioses sucessivas, 0 zigoto transforma-
se em oocineto que possui motilidade para atravessar as células do intestino e
transformar-se em oocisto na membrana basal, onde permacem até tornarem-se
esporozoitos e entdo migrarem para as glandulas salivares do mosquito para
novamente iniciar o ciclo no hospedeiro vertebrado apds o repasto sanguineo
(ROSS, 1898; Figura 2).
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Figura 2: Ciclo biol6gico do Plasmodium.
Fonte: adaptado CDC (2014).

Os farmacos utilizados no tratamento da malaria atuam principalmente

evitando a esquizogonia, isto

esquizonte. Na maléria ocasionada por P. vivax associa-se um esquizonticida
sanguineo como a cloroquina (Figura 3A), a um farmaco que atue na forma
hipnozoita, devido a capacidade do P. vivax em produzir formas latentes. Enquanto

que em infecgbes por P. falciparum utiliza-se associacdo de antimalaricos que

incluem os derivados da artemisinina (Figura 3B).
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Figura 3: Estrutura quimica da cloroquina (A) e artemisinina (B).

€, a evolucado da forma trofozoita para a forma de
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A preocupacéo atual a respeito do tratamento da malaria esta voltada para o
surgimento e disseminacdo de cepas multidroga resistentes de Plasmodium,
registradas como uma das principais causas de falha no tratamento. Estudos tem
relatado casos de resisténcia tanto para a utilizacdo da cloroquina e mefloquina
(WONGSRICHANALAI et al. 2002), quanto aos esquemas combinados de
artemisinina (BLOLAND, 2001; NOEDL et al. 2008; AJAYI| e UKWAJA, 2013).

Varios fatores ocasionam a resisténcia do parasita, tais como modificagfes no
DNA e adesdo inadequada ao tratamento (tratamento descontinuo; WINSTANLEY,
2001; PLEETER et al. 2010). Atualmente, estudos destacam a presenca de
glicoproteinas P, homologas de transportadores ABC multidrogas, que sdo capazes
de induzir resisténcia a drogas antiparasitarias devido a ligacéo e efluxo da mesma a
custa da hidrélise de ATP, expelindo o farmaco da célula antes mesmo que este
alcance o seu local de acéo (PIETRO et al. 2002).

Uma vez que um bilhdo de pessoas ainda estdo sob o risco de contrair
malaria, e 0 surgimento de cepas resistentes a multiplos farmacos de Plasmodium
falciparum representam um grande problema para o tratamento, a busca de opcoes
terapéuticas e o isolamento de compostos antimalaricos acessiveis e eficientes sédo
urgentes. Neste sentido, destacam-se o0 uso de plantas medicinais, que vem sendo
utilizadas para tratar malaria ha séculos em diferentes culturas, como por exemplo:
na America do Sul, onde os nativos utilizavam a Cinchona spp. para o tratamento de
doencas febris e os chineses utilizavam a Artemisia annua (RUSSEL, 1955;
FRANCA et al. 2008).

Os indios sul-americanos utilizavam as cascas de Chichona para o tratamento
de doencas febris antes da chegada dos colonizadores, naquela época ndo havia
tratamento para malaria. Em 1639, missionarios jesuitas levaram as cascas dessa
planta para a Europa e 1820, os quimicos franceses Pierre Joseph Pelletier e
Joseph Bienaime Caventou identificaram a quinina como o ingrediente ativo da
casca da cinchona. A partir dessa descoberta, outras moléculas derivadas da
quinina puderam ser sintetizadas, como por exemplo a cloroquina (RUSSEL, 1955;
JARCHO e TORTI, 1993).

Artemisia annua foi outra planta de uso popular no tratamento de febres, cuja
utilizacdo foi documentada desde 340 a.C. pelos chineses em um livro médico
chamado de “Zhou Hou Bei Ji Fang” ou “Manual de prescri¢des para tratamentos de
emergéncia” (WRIGHT, 2005). Na década de 70, isolou-se pela primeira vez a partir
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da Artemisia annua, o composto denominado artemisinina. A partir deste composto,
varios anélogos com atividade esquizonticida como o artesunato, a
diidroartemisinina, o arteéter e o arteméter foram sintetizados e séo utilizados na
clinica (FRANCA et al. 2008).

O uso de plantas medicinais € comum em muitos paises, especialmente em
regides de baixo desenvolvimento econémico e dificil acesso a servigos de saude.
No Brasil, muitos nativos que moram em &reas rurais e/ou dentro da floresta, onde o
acesso a servicos de saude € limitado, usam plantas para tratar malaria. Como
resultado, varios estudos tém reportado o uso de espécies exdticas ou nativas do
Brasil para tratar esta condicéo clinica (CARVALHO, 1990; MILLIKEN 1997).

Vérias espécies da familia Apocynaceae ja foram relatadas em estudos
etnobotanicos quanto ao seu uso na medicina popular com as mais diversas
finalidades como a Rauvolfia sellowii Mull. Arg. utilizada no tratamento de
hipertensdo (BARATTO, 2010), problemas gastrointestinais (BATISTA et al. 1996),
maléaria (KOCK, 2002) e como antioxidante (MENEZES et al. 2004); Himatanthus
lancifolius (Mull. Arg.) Woodson tradicionalmente utilizada como antiasmatico,
purgativo, para tratamento de doencas de pele, sifilis e distirbios menstruais
(CORREA, 1926); Himatanthus obovatus (Miill. Arg.) Woodson utilizada no norte do
Brasil como depurativo, no tratamento de Ulceras estomacais, pressao alta, coceiras,
manchas de pele e espinhas (LINHARES & PINHEIRO, 2016); Aspidosperma
nitidum e Aspidosperma marcgravianum séo utilizadas no tratamento de malaria,
inflamacdes do Utero e do ovério, diabetes, problemas estomacais, cancer e como
anticonceptivo (RIBEIRO et al. 1999; MILIKEN, 1997) e Aspidosperma quebracho
blanco Schlecht usada como laxante, depurativo do sangue, abortivo e antimalarico
(SCARPA, 2003).

Neste sentido, varias espécies da familia Apocynaceae ja demonstraram
atividade antimalarica in vitro e/ou in vivo. Como exemplos temos a Aspidosperma
excelsum Benth cujo extrato etandlico mostrou-se ativo em dois estudos diferentes
com Clso correspondente a 5,2 + 4,1 ug/mL e 4,6 £ 4,4ug/mL em ensaios in vitro e
54% de reducao na parasitemia com 125mg/Kg in vivo. (GOMES, 2011; COUTINHO
et al. 2013). Geissospermum sericeum (Sagot) Benth & Hook é outra espécie desta
familia que é popularmente utilizada para o tratamento de diversas enfermidades
incluindo a malaria, apresentando atividade in vitro com Clsp igual a 11,53+ 0,54
pg/mL (STEEL et al, 2002). Outra espécie de uso popular € a Himatanthus
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articulatus (Vahl) Woods, cujo extrato capaz de reduzir a parasitemia em 35,4% com
200mg/Kg do extrato in vivo (VALE et al. 2015; Quadro 1).

Quadro 1: Algumas espécies da familia Apocynaceae de uso popular e suas respectivas

atividades antimalaricas in vivo e in vitro.

Picralima nitida

gastrointestinais e
malaria (Burkill,
1985; Kouitcheu

et al, 2008)

diclorometano da

casca da fruta

In vitro: Clso= 1,61
pg/mL (W2).

Espécies de Uso popular Amostra anﬁ}mﬁgﬁia Referéncias
Apocynaceae
Hepatite, malaria, In vitro: Clso= 4,6
vasodilatador, + 4,4pg/mL
antiséptico, Extrato etandlico In vivo: 54% Coutinho et
antimicrobiano, das cascas de reducao na al.
Aspidosperma cicatrizante, parasitemia 2013
excelsum bronquite, com
Benth. inflamacéo, febre, 125mg/Kg
diabetes, cancer e
! . Extrato Lo _
malar!a (Mejia & hidroetandlico In vitro: Clso = Gomes, 2011
Renginfo, 2000; das cascas 52+4,1ug/mL
Perez, 2002)
Malaria (Brandéao, et
al 1992)
Febre,dermatose
(Botsaris, 2007)
Geissospermum inflamacao, dor ao
sericeum (Sagot) urinar, doencas Extrato In vitro: Clso
Benth & Hook venerias, diabetes metanol:agua 11.53+ 0.54 Steel et al.
(Freitas e (91’) ,“g/ml_’ 2002
Fernandes, 2006),
problemas
estomacais
(Gongalves,
2010)
Malaria (Milliken,
1997), afeccdes
Himatanthus na pele, In vitro: Clso =
articulatus (Vahl) _ helmintiases, Extrato >50,00 pg/mL
Woods. u!ceras_ e gastrite etanolico das In vivo: 35,4% vale et al.
(di stasi e huruma- cascas de reducao na 2015
lima, 2002), parasitemia com
tumores (Van den 200 mg/kg
Berg, 1982) e
sifilis (Gilbert, 2006)
Tratamento da
febre,
hipertenséo,
ictericia, distlrbios Extrato lwu &

Klayman,1992

Apesar dos estudos existentes ainda ha a necessidade de realizar

mais

analises para avaliar se estas espécies possuem atividade antiparasitaria e caso

sejam ativas, avaliar a toxicidade in vitro e in vivo com 0 objetivo de garantir a

eficacia e seguranca da utilizacdo dessas plantas ou de seus compostos ativos no

tratamento da malaria. Vale ressaltar que muitas outras plantas da familia

Apocynaceae que sdo popularmente usadas no tratamento de enfermidades tais
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como a maléria, ainda ndo tiveram seu potencial biolégico testado como, por
exemplo, a Aspidosperma eteanum, espécie utilizada nesse estudo.

Para a triagem de substancias com potencial antimalarico deve-se realizar
inicialmente avaliacdes utilizando métodos in vitro, como por exemplo, o microteste,
sendo as amostras ativas submetidas a técnicas in vivo. O microteste € um dos
métodos utilizados na avaliagdo da atividade antiplasmddica econsiste basicamente
na andlise da capacidade da droga em impedir a evolucéo da forma trofozoita para a
forma de esquizonte, isto €, avalia a capacidade esquizonticida do farmaco
(RIECKMANN et al. 1978). Esta técnica possui a vantagem de permitir a avaliagdo
morfolégica dos parasitas e calculo da parasitemia, mas suas desvantagens
consistem na necessidade de profissionais habilitados no reconhecimento
morfolégico dos parasitos e habilidades referentes ao uso do microscoépio, além de
requerer um longo tempo e esforco devido a quantidade de laminas a serem
examinadas (SILVA, 2017).

A metodologia de cultivar a fase eritrocitica do P. falciparum in vitro (Trager &
Jansen 1976) vem sendo aplicada para a realizacdo do microteste.Clones W2 tem
sido amplamente utilizados em cultivos por se tratarem de Plasmodium falciparum
resistente a cloroquina o que permite a avaliacdo da amostra em parasitas
resistentes a cloroquina.

Ensaios in vivo empregam frequentemente o P. berguei, devido a sua
capacidade de infectar roedores, relativa facilidade de utilizagdo na engenharia
genética e por possuir semelhancas em seu DNA em relacdo ao DNA de plasmadios
que infectam humanos. No entanto, como as espécies que infectam humanos nao
podem ser utilizadas para infectar os roedores, a utilizacéo de P. berghei ao invés de
P. vivax, falciparum, malariae ovale ou knowelesi ainda representa uma
desvantagem por ndo se tratar do mesmo DNA, porém, 0s ensaios in vivo auxiliam
na avaliacdo do potencial antimalarico da amostra testada em relacdo aos aspectos
clinicos (VANDENBERGHE et al. 1920; PETERS, 1975; JASEN, 2017).

2.2 A Familia Apocynaceae e 0 género Aspidosperma

Filogeneticamente, a familia Apocynaceae € classificada como: Angiospermas
Eudicotiledoneas, Nucleo Eudicotiledbneas Asterideas Euasterideas I, na ordem
Gentianales (THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP, 2003). Incluem cinco
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subfamilias: Rauvolfioideae (cosmopolita; contando com 10 tribos e 83 géneros),
Apocynoideae (cosmopolita; contando com 8 tribos e 80 géneros), Periplocoideae
(Origem europeia; contando com 33 géneros), Secamonoideae (Origem européia; 8
géneros) e Asclepiadoideae (cosmopolita; contando com 4 tribos e 172 géneros;
FENDRESS e BRUYNS 2000; ENDRESS et al. 2007).

Na subfamilia Plumerioidea e tribo Plumerieae estd inserido o género
Aspidosperma (BOLZANI, 1987), cujas espécies sao encontradas apenas nas
Ameéricas (LORENZI, 1998), principalmente na Argentina, Brasil, Bolivia, México,
Paraguai e Peru (WOODSON, 1951). No Brasil foram catalogadas cerca de 52
espécies desse género, praticamente distribuidas em todos os ecossistemas
(CORREA, 1931), tais como, caatinga, cerrado e florestas (AMORIM et al. 2005)
Varias espécies de Aspidosperma sdo conhecidas popularmente como perobas,
guatambus, carapanauba, pau-pereiro, amargoso e quina (CORREA, 1931).

Possuem importancia econémica, pois fornecem madeira nobre com larga
aplicacao na carpintaria (LORENZI, 1998) e cientifica jA que a maioria das espécies
deste género sdo objetos de extensas investigacdes pela alegacdo de seus usos
populares no tratamento de diversas enfermidades incluindo a malaria (MEJIA e
RENGIFO, 2000; PEREZ, 2002; DI STASI, 2002).

A atividade antimalarica das Aspidospermas tem sido atribuida aos alcaloides,
tendo sido isolados, de 33 espécies de Aspidosperma brasileiras, mais de 100
alcaloides indodicos com grande variedade estrutural, dos quais, muitos deles
continham esqueleto B-carbonilico simples, sistemas triciclicos de anéis pirido-
inddlicos (ALLEN E HOLMSTEDT, 1980).

Uma catalogacéo de espécies de uso medicinal na Argentina revelou que 273
espécies eram comumente utilizadas, das quais destacava-se a Aspidosperma
guebracho blanco relatada como antidisnéico, antiasmatico, cicatrizante, febrifugo e
para transtornos digestivos (SCARPA, 2000; DEL VITTO et al. 1997). Estudos in
vitro desmonstraram atividade antiplasmodica do extrato hidroetanolico das cascas
desta espécie com Clsp = 3,9 ug/mL em cepa F32, sensivel a cloroquina (BOURDY
et al. 2004). Desta espécie também foram isolados e identificados cerca de 34
alcaloides (MARQUES, 1988), dentre os quais a aspidospermina, alcaloide indélico
que foi também isolado de Aspidosperma pyrifolium e Aspisosperma megalocarpon,
0 qual demonstrou atividade antiplasmodica contra uma linhagem de Plasmodium

falciparum resistente a cloroquina com Clsg entre 3,2 e 15,6 pg/mL. (MITAINE-
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OFFER et al. 2002).

Aspidosperma excelsum (sapopema) também € uma espécie com diversas
aplicacdes na medicina popular. No Peru é utilizada por indios Shipibo-Conibo, para
o tratamento da hepatite e malaria e por outros nativos como afrodisiaco,
vasodilatador, antiséptico, antimicrobiano, cicatrizante, para 0 aumento da pressao
sanguinea e bronquite. No Brasil, é utilizada como carminativa, estomaquica, contra
bronquite, inflamacéo, febre, diabetes, cancer e malaria (MEJIA e RENGIFO, 2000;
PEREZ, 2002). Desta espécie ja foram isolados 18 alcaloides inddlicos, tais como: a-
ioimbina, N-acetilaspidospermidina, excelsinina e aspexcina (MARQUES, 1988).
Gomes (2011) demonstrou que o extrato de Aspidosperma excelsum foi ativo em
clone W2 de Plasmodium falciparum sensivel a mefloquina e quinina e resistente a
cloroquina de em 24h de incubacdo (Clsp = 5,2 £ 4,1 pug/mL), de acordo com a
metodologia proposta por Basco et al. (1994), modificado por Dolabela (2007), em
gue o extrato e frages foram classificados de acordo com a faixa de valores da Clsy:
ativos (Clsp<10,0pug/mL), moderadamente ativos (Clsp entre 10,0 e 100,0 ug/mL) e
inativos (Cls0>100,0 pug/mL; Quadro 2). As demais concentracdes inibitérias obtidas
foram de 12 + 8,6 pug/mL e 16 + 12 pg/mL, em 48 e 72 horas respectivamente. Além
disso, o0 extrato também n&o apresentou citotoxicidade, bem como nenhum sinal
evidente de toxicidade aguda em camundongos, na dose oral de 5000 mg/mL. Estes
resultados sustentam a idéia do uso etnofarmacéutico da Aspidosperma excelsum
Benth (carapanatba) como antimalarico (BRANDAO et al. 1992).

Dolabela (2012) também confirmou a atividade antiplasmodica do extrato
etandlico de Aspidosperma cylindrocarpon, o qual apresentou atividade moderada
(Clsp entre 10 a 100 pg/mL) para os clones resistentes (W2) e sensivel (3D7) a
cloroquina. Neste mesmo estudo, o extrato diclorometanico das cascas de
Aspidosperma spruceanum, rico em alcaloides, foi ativo em cepa W2 (Clso< 10
pg/mL), assim como o extrato etandlico das cascas de Aspidosperma olivaceaum
(Clsp = 5,0 =+ 2,8ug/mL) e o extrato etandlico das cascas de Aspidosperma
ramiflorum que apresentou moderada atividade contra cepa W2 (Clso = 19,75 + 0,35
pg/mL), sendo ativo contra cepa 3D7 (Clsp = 0,98 = 0,03 pg/mL; DOLABELA, 2012;
Quadro 2). Esta espécie também apresentou atividade in vivo, com 66% de reducao
na parasitemia utilizando 250mg/Kg da fragdo neutra do extrato metandlico das
cascas (AGUIAR et al. 2015; Quadro 2).

Outras espécies também demonstraram atividade antiplasmaodica tais como a
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Aspidosperma macrocarpon apresentando Clsg

4,9ug/ml contra clone FcB1

(MESQUITA et al. 2007; Quadro 2), Aspidosperma megalocarpon com Clsg = 8

pg/mL e Clsp = 25 ug/mL contra clones D2 e F32 respectivamente (WENIGER et al.

2001), Aspidosperma rigidum que apresentou Clsgp < 10 pg/mL contra clone 3D7

(KVIST et al. 2006) e Aspidosperma tomentosum com Clsp = 26,50 = 3,50 ug/mL em

W2 e Clsp = 25,00 + 4,24 ug/mL contra 3D7 (DOLABELA, 2007).

Quadro 2: Algumas espécies do género Aspidosperma spp. e suas respectivas atividades

antimalaricas in vivo e/ou in vitro.

Espécies

Amostra

Atividade antimalérica

Referéncias

Aspidospema
macrocarpon

Extrato etandlico
das raizes

In vitro: Clso = 4,9ug/mL em
FcB1**

Mesquita et al. 2007

Aspidosperma
cylindrocarpon

Extrato etandlico de
caules e folhas

In vitro: Clso entre 10 a
100pg/mL) para os clones
W2** e 3d7*

Dolabela et al. 2012

Aspidosperma excelsum

Extrato etandlico

In vitro: Clso = 4,6 +
4,4ug/mL em clone W2**
In vivo: 54% de reducao

Coutinho et al. 2013

das cascas N
na parasitemia com
125mg/Kg
Extrato . -
hidroetandlico das In vitro: Clso = 5,2 . Gomes, 2011
pg/mL em clone W2
cascas

Aspidosperma megalocarpon

Extrato metandlico
das cascas

In vitro: Clso = 8 ug/mL em D2
e Clsp = 25 pyg/mL em F32*

Weniger et al. 2001

Aspidosperma oblongum

Extrato etanolico

In vitro: Clso = 4742,5 ng/mL em
Wz**

Cabral et al. 1993

Aspidosperma olivaceaum

Extrato etanolico
das cascas

In vitro: Cls=5,0 + 2,8ug/mL
para W2** e 7,0 £0,42pg/mL
para cepa 3D7*

Dolabela et al. 2012

Aspidosperma parvifolium

Extrato etanolico
das cascas

In vitro: Clso = 32,8 pg/mL em
W2** e Clso = 20,5 pg/mL em
3D7*

Dolabela, 2007

Aspidosperma quebracho-
blanco

Extrato hidro-
etandlico (3:7)
das cascas

In vitro: Clsg = 3,9 yg/mL em
F32*

Bourdy et al. 2004

Aspidosperma ramiflorum

Frac&o neutra do
extrato
metandélico das

cascas

In vivo: 66% de redugéo na
parasitemia com 250mg/Kg

Aguiar et al. 2015

Extrato etandlico
das cascas

In vitro: Clso= 0,98 + 0,03 pg/
mL em clone 3D7* e 19,75 +
0,35 pg/mL em W2**

Dolabela et al. 2012

Aspidosperma rigidum

Extrato etanolico
das cascas

In vitro: Clso < 10 pyg/mL em
3D7*

Kvist et al. 2006
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) Extratcz ) In vitro: Clse< 10 pg/mL
diclorometanico em clone W2** Dolabela et al. 2012

das cascas

Aspidosperma spruceanum ]
In vitro: Clsg = 26,25 + 4,07
em W2** e Clso=14,0+4,2 Dolabela, 2007

em 3D7

Extrato etandlico
das cascas

Extrato etandlico | In vitro: Clso =26,50 + 3,50 em

Aspidosperma tomentosum das cascas W2* e Clgo = 25,00 + 4,24 Dolabela, 2007

*Clone sensivel a cloroquina; ** clones resistentes a cloroquina

Mediante a avaliacdo da atividade antiplasmodica das espécies de
Aspidosperma € possivel notar o potencial antimalarico do género. Apesar de
algumas espécies como a Aspidosperma excelsum possuirem varios estudos
fitoquimicos e de avalicdo da atividade antimalarica, outras espécies carecem de

estudos, como por exemplo, a Aspidosperma eteanum.
2.2.1. Aspidosperma eteanum Markgr.

Aspidosperma eteanum Markgr.,, da familia Apocynaceae e género
Aspidosperma Mart.,, € conhecida popularmente como araracanga, araracanga-
preta, jararacanga, muirapyranga, pequia-marfim, pitia, quina da mata e guatambu-
rugoso. Até o presente, nenhum estudo etnobotanico relacionou o uso popular desta
espécie, porém ¢é frequentemente encontrada em paises como Venezuela,
Colémbia, Equador e Guiana. No Brasil, € considerada uma espécie endémica, e
ocorre nos estados de Amapa, Amazonas, Maranhao, Para e Roraima (WOODSON,
1951; PEREIRA et al. 2016). No Estado do Para, esta espécie foi encontrada no
Baixo Amazonas, Marajé, nordeste, sudeste e mesorregides do sudoeste paraense
(IBGE 1990).

Em termos botanicos, a espécie pertence a Classe Magnoliopsidia, ordem
Gentianales e Familia Apocynaceae (MARCONDES-FERREIRA, 1988) sendo
considerada um sinénimo heterotipico de Aspidosperma desmanthum devido as
semelhancas que dificultam a diferenciacdo de ambas as espécies. (MARCONDES-
FERREIRA, 1988; KOCH et al. 2015).

Aspidosperma eteanum é caracterizada como uma arvore medindo entre 12-
38m com copa ampla e frondosa, tronco em linha reta de circunferéncia de 30-70cm
(Figura 4A; PEREIRA et al. 2016) e latex de cor variando do laranja a avermelhado,
de galhos pequenos e resistentes, com folhas alternadas (Figura 4B; PEREIRA et al.
2016) dispostas ao longo dos ramos, oval-alongadas, arredondadas, medindo entre
7-15 cm de comprimento e 3-7 cm de largura, botbes florais (Figura 4C; PEREIRA et
al. 2016) com lébulos da corola torcidos, flores de 8-9 mm de comprimento (Figura
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4D; PEREIRA et al. 2016), foliculos medindo entre 8-9,5 x 6,5 cm com lenticelas
discretas, amarelas ou castanhas (Figura 4E; PEREIRA et al. 2016) e sementes com
6,5 x 6 cm (Figura 4F; PEREIRA et al. 2016).

Figura 4: Aspidosperma eteanum.
Legenda: A-arvore; B-galhos; C-bot8es florais; D-flores; E-Foliculos; F-Sementes
Fonte: adaptado de Pereira et al. 2016.

As principais diferencas botanicas ente a Aspidosperma eteanum a
Aspidosperma desmanthum s&o as veias secundarias prominentes na superficie
abaxial das folhas (Figura 5A), corola tubular (Figura 5B), comprimento dos lobos da
corola (1-1,5 mm de comprimento; Figura 5C) e comprimento e forma das sementes
(Figura 5D). Estas diferencas morfologicas acarretam dificuldades na identificacédo
dessas espécies a medida que fatores ambientais podem interferir nas
caracteristicas morfolégicas dos espécimes (MARCONDES-FERREIRA, 1988).

2 mm 3em

A B C D

Figura 5: Aspidosperma desmanthum
Legenda: A-galhos; B-botdes florais; C-flores; F-Sementes

Fonte: adaptado de Pereira et al. (2016).

Aspidosperma desmanthum possui importancia econdémica sendo a madeira
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empregada na construgdo civilLb, como caibros, esteios para obras externas,
dormentes para estradas, e importancia medicinal, pois suas cascas sao utilizadas
no tratamento de doencas febris (MILLIKEN, 1997). No entanto, raros estudos foram
realizados para avaliar a atividade bidlogica da Aspidosperma eteanum, mas
estudos com sua sinonimia Aspidosperma desmanthum tem relatado o isolamento
de alcaloides inddlicos como a aspidoalbina (Figura 6A), N-acetilaspidoalbina (Figura
6B), Des-O-metilaspidolimidina (Figura 6C), cromatina (Figura 6D), elipiticina (Figura
6E), aspidoscarpina (Figura 6F), limapodina (Figura 6G) e quebrachamina (Figura
6H). Estudos de atividade antiplasmodica tem demonstrado atividade atribuida aos
alcaloides ja isolados na espécie como, por exemplo, a elipiticina (Figura 6E) e a
aspidoscarpina (Figura 6F) que apresentaram Cls=73ug/mL e 19 pg/mL

respectivamente contra cepa multidroga resistente K1.

Fiaura 6: Alcaloides inddlicos isolados da espécie Aspidosperma desmanthum.
Legenda: A- Aspidoalbina; B- N-acetilaspidoalbina; C- Des-O-metilaspidolimidina; D-
Cromatina; E- Elipiticina; F- Aspidocarpina; G- Limapodina; H- Quebranchamina

28



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar os estudos farmacognosticos, fitoquimico e atividade antiplasmadica

de Aspidoperma eteanum Markgr.

3.2 Objetivos especificos

* Realizar o controle de qualidade do pé através de estudos
farmacognosticos;

» Obter o extrato etandlico e realizar seu fracionamento;

+ Identificar e isolar o(s) componente(s) de Aspidoperma eteanum Markgr.;

» Avaliar a atividade antiplasmaddica in vitro do extrato, fracdes e substancia

(s) isolada(s).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 EQUIPAMENTOS

e Autoclave- Phoenix;

e Agitador-aguecedor — Fanem, modelo 258;

e Agitador — Phoenix, modelo AT:56;

e Balanca analitica - Bioprecisa, modelo FA2104 N Eletronic Balance;

e Balanca semi-analitica- Nucleo;

e Banho Maria — Acil, modelo MB-02;

e Banho de Ultrassom - Tecnal Equipamentos para laboratorio, modelo 2210
Branson

e Bomba de vacuo — Fanem, modelo 08CA,;

e Cabine de fluxo laminar vertical — VECO;

e Capela — Quimis;

e Centrifuga — Fanem, Excelsa Baby Il, modelo206-R;

e Contador manual de células — Export quality, modelo MFD 205.

e Dessecador de vidro;

e Destilador de agua ¢

e Estufa incubadora para B.O.D. (Demanda bioquimica de oxigénio) — Fanem,
modelo 347;

e Evaporador rotatério — Fisatom;

e Geladeira — Brastemp, modelo BRB99;

e Medidor de pH — Marconi, modelo PA200;

e Micropipetas, volume ajustavel de 5-10 pL, 10-100 uL e de 100 — 1000 pL —

e eppendorf;

e Microscoépio optico - Olympus, modelo CHT;

e Moinho de facas - Marconi;

e Sistema de filtragdo de agua Millipore — Milli-Q Plus;

e Sistema de purificacdo de agua Millipore — Milli-Q Plus;

e Sistema de filtragdo a vacuo 250 mL, membrana 0,22 pym- Biofil.

e Pipt-Aid- Drummond Scientific Co., modelo PA 19008.
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4.1.2 SOLVENTES

e Acetato de etila, Acido acético, Acido cloridrico, Acido férmico, Acido fosférico,
Acido sulfarico, Cloroférmio, Diclorometano, Eter etilico, Hidréxido de amdonio,
Metanol, Tolueno grau PA (Isofar®);

e Acetonitrila grau CLAE, Metanol grau CLAE (Tedia Company®);

e Agua deionizada (filtrada em sistema Milli-Qplus);

e Cloroférmio-D4 deuterado (Merck®);

e Etanol (Souza Cruz®)

e Metanol-D4 deuterado (Merck®)

4.1.3 FASES ESTACIONARIAS

e Coluna de fase reversa RP 18 (5 uM) 12,5 cm LiChrocart 125-4 (Meck
Millipore®)

 Silica gel 60 (0,063 — 0,200mm) para cromatografia de camada delgada Flash
(Merck);

« Silica gel 60 para cromatografia de camada delgada Flash (Merck);

4.1.4 MATERIAIS PLASTICOS, DE METAL E DE VIDRO

e Cuba cromatografica,

e Espatulas de metal;

e Espalhador;

e Espéatulas de metal;

e Estantes plasticas;

e Garrafas para cultura de células 75 cm2- TPP- Switzerland;
e Garrafas para cultura de células 25 cm2- TPP- Switzerland;
e Membranas filtrantes Millipore, Millex F6 0,22 mm;

e Papel aluminio comercial,

e Papel de filtro MN 618;

e Pipetas de Pasteur de plastico estéril;

e Placas de cultura de células de 96 pocos, fundo chato com tampa- TPP;
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e Placas preparativas - tamanho 20 x 20 cm;

e Ponteira 200 pyl amarela, tipo universal- Labware Manufacturing CO;
e Ponteira 100-1000 pl, azul, tipo universal- Kartell S.P.A;

e Tubo cbnico graduado 15 mL nao estéril (Tipo Falcon);

e Tubo cbnico graduado 50 mL estéril (Tipo Falcon) - Becton-Dicknson;
e Tubos de microcentrifuga (Tubos eppendorf) de 1,5 mL- Kartell SPA,;

e Suporte de ferro.

4.1.5 VIDRARIAS

+ Baldo volumétrico de 500, 1000 mL- Laborquimi;
+ Bastéo de vidro;

+ Becker de 600, 1000 mL - Satelit;

+ Erlenmeyes de 250, 2000 mL - Vidrolabor;

¢+ Funil de separacédo de 100 ml - Schott Duran;

+ Pipetas de vidro graduadas de 1 mL, 5 mL, 10 mL — Vidrolabor;
+ Proveta de 250, 500 mL, 1000 mL — Vidrolex;

+ Balbes de fundo redondo de 100, 250 e 500 mL;
+ Béqueres de 10, 50, 100, 500 e 1000 mL;

+ Coluna cromatogréfica de vidro 100 x 2,5 cm;

+ Cubas cromatogréficas;

+ Erlenmeyers de 50, 100, 250 e 500 mL;

+ Frascos Eppendorf, Sigma Chemical Company;
+ Frascos de penicilina 50 mL;

+ Funis de separacéo de 250 mL e 2000 mL,;

+ Pipetas de Pasteur de vidro;

+ Pipetas volumétricas de vidro de 10 e 20 mL;

» Tubos vial para CLAE.

4.1.6 MEIO DE CULTURA E OUTROS

¢+ Bicarbonato de sodio — Sigma-Aldrich;

¢+ Cloreto de sédio P.A- Cromoline quimica fina Ltda;
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+ D- Sorbitol — Sigma-Aldrich;

+ D- Sorbitol — Sigma-Aldrich;

s D-Glicose — Sigma-Aldrich;

¢+ Azul de metileno — Isofar;

+ Corante Giemsa — Dinamica quimica contemporanea Ltda;

+ Fosfato de s6dio monobasico anidro P.A- Labsynth produtos para laboratorio;

+ Fosfato de sodio dibasico anidro P.A- Labsynth produtos para laboratério;

+ Gentamicin (Sulfato de gentamicina) 80 mg/2mL solucéao injetavel- Neo-

quimica;

¢+ Gilicerolyte — Baxter HEPES - Sigma-Aldrich;

¢+ lodeto de potéassio - Synth

¢+ lodo ressublimado - Synth

¢ Meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) com glutamina e 25 MM
HEPES, isento de bicarbonato de sédio- GIBCO;

4.1.7 REVELADORES PARA CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)
4.1.7.1 Acido sulftrico 5%

Para producao deste reagente, 2,5mL de acido sulfarico foram solubilizados
em 50mL de etanol 960 v/v (WAGNER et al. 1984).

4.1.7.2 Anisaldeido — Acido Sulfarico

Misturou-se 0,5mL de anisaldeido com 10mL de acido acético glacial, seguido
de 85mL de metanol e 5mL de &cido sulfirico concentrado, nesta ordem. Em
seguida, o reagente foi armazenado sob refrigeracdo a 2-80C (WAGNER et al.
1984).

4.1.7.3 Bouchardat

Foram dissolvidos 4g de iodeto de potassio e 2g de iodo ressublimado, em
100 mL de agua destilada (MATTOS, 1997).

4.1.7.4 Cloreto de Aluminio 2%

Pesou-se 1g de cloreto de aluminio, em seguida, o mesmo foi
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solubilizado em 50 mL de metanol e a solucdo resultante foi armazenada em frasco
ambar sob refrigeracéo (28°C; WAGNER et al. 1984).

4.1.7.5 Dragendorff

Solucéo A: 0,850 g de subnitrato de bismuto, 10 mL de acido acético e 40 mL
de agua destilada. Solucéo B: 8g de iodeto de potassio em 20 mL de agua destilada.
As solucbes foram combinadas, na proporcdo de 1:1, resultando numa solucao
estoque. Para pulverizacdo nas placas cromatograficas diluiu-se 2 mL de solucéo
estoque com 4 mL de acido acético glacial e 20mL de agua destilada (WAGNER et
al. 1984).

4.1.7.6 Ferrocianeto de potassio a 1% e cloreto férrico a 2%

Solucdo A: 0,25g de ferrocianeto de potassio em 25 mL de agua destilada.
Solugdo B: 1g de cloreto de férrico solubilizado em 25 mL de &gua destilada. As
solucdes A e B foram armazenadas sob refrigeracdo em frascos ambar e sé foram
misturadas (1:1) no momento do uso (WAGNER et al. 1984).

4.1.7.7 Hidroxido de Potassio a 5%

Solubilizou-se 2,5g de hidréxido de potassio em 50 mL de metanol e a solucéo
resultante foi armazenada em frasco ambar sob refrigeracéo (2-80C; WAGNER et al.
1984).

4.1.7.8 Keede

Solucéo A: 0,59 de acido 3,5-dinitrobenzoico em 25 mL de metanol. Solucéo B:
2g de hidroxido de sédio em 25 mL de &gua destilada sob banho de gelo. No
momento do uso, as solugdes foram misturadas na proporcdo de 1:1 (WAGNER et
al. 1984).

4.1.7.9 Liebermanm- Bouchardat

Misturou-se 5 mL de anidrido acético com 5mL de acido sulfarico concentrado
em 50 mL de etanol, em banho de gelo. O armazenamento da solugao foi feito em
frasco @mbar sob refrigeracéo de 2-80C (WAGNER et al. 1984).
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4.1.7.10 Mayer

Solugdo A: 1,369 de cloreto mercurio em 60 mL de agua destilada. Solucéo B:
5g de iodeto de potassio em 20 mL de &gua destilada. Ambas as solucdes A e B
foram misturadas e diluidas para 100 mL de agua destilada (MATTOS, 1997).

4.1.8 PREPARO DOS MEIOS E SOLUCOES UTILIZADOS NO CULTIVO

4.1.8.1. Meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) incompleto e meio

completo

A solucdo estoque (meio incompleto) foi preparada em frasco Erlenmeyer
solubilizando 50mg de hipoxantina, em chapa aquecedora a 40°C, em 400mL de
agua deionizada. Ap6s completa solubilizacdo da hipoxantina e resfriamento da
solucéo, adicionou-se 2g de D-glicose (dextrose) e 5,98g de tampédo HEPES. Em
seguida, adicionou-se 10,4g do p6 de RPMI 1640 (com L-Glutamina e sem
Bicarbonato de sddio) em constante agitacdo ate completa dissolugéo. A solucéo foi
transferida para um baldo volumétrico de 1000mL e completou-se o volume com
adgua deionizada e em seguida, foi filtrada em sistema de filtro a vacuo descartavel
com membrana de 0,22um em fluxo laminar e estocado em geladeira (4°C). No
entanto, para o0 cultivo das cepas, utilizou-se meio completo obtido pela
suplementacdo com 10% de plasma humano inativado (grupo sanguineo do tipo
A+), 7ul de gentamicina (40mg/mL) a cada 100 mL de meio e solucdo de
bicarbonato de sddio para ajuste até pH = 7. O meio incompleto foi produzido a cada

trés dias conforme necessidade do cultivo e estocado sob-refrigeracao.

4.1.8.2  Outras solugdes utilizadas no cultivo de P. falciparum

4.1.8.2.1 Agua tamponada

O fosfato de potassio monobasico anidro (9,3g) e o fosfato de sédio dibasico
(1,15¢9) foram diluidos em agua deionizada. Os sais foram misturados completando-
se 0 volume para 500 mL de &gua deionizada com posterior verificacdo do pH 6,8.
Triturou-se 1g de azul de metileno, 1g de fosfato potassico monobasico e 3g de
fosfato de sodio dibasico heptaidratado. Desta mistura, 1g foi dissolvido em 1000 mL
de agua deionizada, sendo entdo filtrado e armazenado em frasco apropriado

protegido de iluminagéo.
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4.1.8.2.2 Azul de metileno

Triturou-se 1g de azul de metileno, 1g de fosfato potassico monobésico e 3g
de fosfato de sédio dibasico heptaidratado. Desta mistura, 1g foi dissolvido em 1000
ml de agua deionizada, sendo entédo filtrado e armazenado em frasco apropriado
protegido de iluminagéo.

4.1.8.2.3 Meio para lavagem de hemacias

Este meio é preparado com 100mL de meio RPMI incompleto (solucéo
estoque) para 2,1 de bicarbonato de sodio a 5%. Em seguida o meio é conservado

sob-refrigeracéo e retirado no momento do uso.

4.1.8.2.4 Solucéo de Bicabornato de sodio

Pesou-se 5g de bicabornato de sodio e solubilizou-o em 100mL de agua
deionizada. Apés completa dissolucéo, a solucéo foi filtrada em filtro de 0,22ulL para
tubos estéreis em capela de fluxo laminar. A solugdo foi armazenada sob

refrigeracao e retirada apenas no momento do uso.
4.1.8.2.5 Solucao estoque de Giemsa

Solubilizou-se 1g de Giemsa (p6) em 54 mL de glicerina P.A, que foi aquecida
sob agitacdo. Esperou-se a solucao resfriar parcialmente e acrescentou-se 84 mL de
metanol P.A e deixou-se por 24h a 37°C com agitacio periédica. Em seguida, filtrou-
se e estocou-se ao abrigo da luz. Para uso (coloracdo de laminas), dilui-se uma
parte da solucéo estoque em agua tamponada, 2 gotas da solucédo concentrada para

cada mL de agua.

4.1.8.2.6 Solucéo salina 12%

Foram dissolvidos 6g de cloreto de s6dio em 50mL de agua deionizada. A

solucéo foi entdo filtrada em membrana de 0,22um e estocada a 4°C.

4.1.8.2.7 Solugéo salina 1,6%

Solubilizou-se 1,6g de cloreto de sédio em 100mL de &gua deionizada. A

solucéo foi entdo filtrada em membrana de 0,22um e estocada a 4°C.
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4.1.8.2.8 Solucéao de sorbitol 5%

Para esta solucao pesou-se 5,0g de sorbitol e solubilizou-o em 80mL de agua
deionizada. Apos completa solubilizacdo, adicionou-se 0,59 de glicose e completou-
se o volume até 100 mL com agua deionizada. A solugdo foi entdo filtrada em

membrana de 0,22um e estocada a 4°C.

4.1.9 MATERIAL BIOLOGICO

4.19.2 Plasma humano

O plasma foi cedido pelo Banco de Sangue da Fundacdo Hemopa, Belém—
Pard. O sangue foi proveniente de pacientes doadores do grupo sanguineo A fator
Rh positivo (A+) o0 mesmo foi armazenado a temperatura de -20°C. Antes do uso, 0
plasma foi descongelado e feito sua inativacdo a 56 °C por 30 minutos. Em seguida,
o plasma foi aliquotado em tubos de 15 mL e armazenado no freezer (-20°C).
Somente no momento do teste, o plasma foi descongelado (a 37°C) e centrifugado,

sendo utilizado o sobrenadante.

4.1.9.3 Hemacias

As hemacias foram colhidas de doadores tipo A+, sem que estes tenham
recebido qualquer forma de beneficio. O sangue foi coletado em tubos contendo
heparina e posteriormente transferido para um tubo (50 mL), onde foi adicionado
meio RPMI incompleto. Em seguida, foi centrifugado a 2500rpm por 10 minutos,
desprezando o sobrenadante e adicionado RPMI incompleto, seguido de uma nova
centrifugacéo, repetiu-se o procedimento anterior até que o sobrenadante adquirisse
coloracéo clara ou incolor. Ao final, adicionou-se meio RPMI completo ao precipitado

na proporcao de 1:1 e armazenado a 4°C.

4.1.9.4 Clones de Plasmodium falciparum

Para o teste da atividade antiplasmddica in vitro, foi utilizado o clone W2 do
Plasmodium falciparum, o qual foi cedido pela Dr2. Luzia Helena de Carvalho do
Centro de Pesquisas René Rachou- CPgRR, FIOCRUZ, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil. Este clone € originario da Indochina, sendo resistente a cloroquina e

sensivel a mefloquina.
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4.1.10 MATERIAL VEGETAL

As cascas de Aspidosperma eteanum Markgr. foram coletadas no dia
27/06/2015, no periodo da manh&, no municipio de Portel — Melgaco, Floresta
Nacional de Caxiuana, estado do Para, Estacao Cientifica Ferreira Pena (ECFP) nas
coordenadas S 01° 44' 14,1". W 051° 27' 20,4", sob a descricdo de éarvore de
aproximadamente 20m de altura com tronco ramificado e casca esbranquicada.
Folha de consisténcia coridcea com bordo ondulado e apice obtuso. Fruto deiscente
do tipo foliculo com fendas na superficie externa, identificada pela Dra. Marlia
Regina Coelho Ferreira. Uma exsicata foi depositada no Museu Paraense Emilio
Goeldi (Joao Murca Pires) sob o no de registro MG_Etn_00558.

4.2 Métodos
4.1.11 ESTUDOS FARMACOGNOSTICOS

4.1.11.2 Andlise granulométrica

O pé da planta seca pulverizada (25g) foi colocado sobre um conjunto de
tamises com abertura nominal 1,70 mm, 710, 250, 180 e 125um, provido de tampa e
tubo coletor. Estes foram colocados em tamisador vibratério e o p6 foi submetido a
passagem forcada por vibracdo na escale sete do aparelho, por cerca de 15
minutos. Apdés o término deste tempo, utilizando-se um pincel adequado, toda a
amostra retida foi removida da superficie superior de cada malha para um papel
impermeével para realizar a pesagem do p6. Este procedimento foi realizado em
triplicata, e o tamanho das particulas foi determinado pela quantificacdo percentual
de retencdo do p6 (BRASIL, 2010) calculado através da seguinte equacao:

A
B;.100

% Retida pelo tamis =
onde:
P1= Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

100 = Fator de porcentagem.

4.1.11.3 Determinacao do indice de espuma

Pesou-se exatamente 1 g do material vegetal reduzido a p6. O p6 foi entédo
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transferido para Erlenmeyer contendo 50 mL de agua fervente e foi mantido sob
fervura moderada durante 30 minutos. Apoés resfriamento, a solucao foi filtrada para
baldo volumétrico de 100 mL. O decocto obtido foi distribuido em 10 tubos de ensaio
com tampa em série sucessiva de 1, 2, 3, até 10 mL. O volume do liquido em cada
tubo foi ajustado com agua até o volume de 10 mL. Os tubos foram tampados e
agitados com movimentos verticais por 15 segundos, com duas agitacdes por
segundo. Ap6s 15 min em repouso aferiu-se a altura da espuma, tendo como
critérios para a classificacdo os itens demostrados na tabela 1. O resultado foi
expresso pela média de trés determinacdes (BRASIL, 2010b). O indice de espuma é
calculado, segundo a Farmacopeia Brasileira V ed. (2010), seguindo a Equacao

abaixo.

Tabela 1: Classificacdo do indice de espuma para uma amostra

Altura da espuma indice de Espuma
<lcm E menor que 100
lcm A diluicdo do material nesse tubo é o indice observado
>1cm E maior que 1000

Fonte: Brasil (2010).

. 1000
Indice de espuma = T

onde:
A= volume de decocto utilizado na preparacao da diluicdo no tubo

4.1.11.4 Determinacao de cinzas totais

O material vegetal, 3 g da amostra pulverizada, foi transferido para cadinho de
porcelana previamente pesado em balanca analitica e calcinado a 450°C em forno
mufla. A amostra distribuida uniformemente no cadinho foi incinerada aumentando-
se gradativamente a temperatura até, no maximo, 600 + 25 °C, até que todo o
carvao fosse eliminado. O cadinho contendo o material foi retirado da mufla a cada
30 minutos, resfriado em dessecador e pesado. Este procedimento foi repetido até a
diferenca de peso entre duas pesagens consecutivas ndo ultrapassar 0,5 mg,
conforme Farmacopéia Brasileira V ed. (BRASIL, 2010b). ApGs esta etapa foram
calculadas as percentagens de cinzas em relacdo ao po que foi submetido ao

processo de secagem, sendo calculado o residuo utilizando a equacdo a seguir. As
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determinacdes foram realizadas em triplicata, sendo considerado como resultado

final das amostras a média da triplicata.

Residuo do cadinho (g)x100
Peso da amostra (g)

Cinzas (%) =

4.1.11.5 Determinacao do pH

Uma solugéo a 1% do p6é do material vegetal em agua destilada foi preparada
e aquecida ate ebulicdo em chapa elétrica por 5 minutos. Apds esse processo, a
solucéo foi filtrada em papel de filtro. Depois de resfriar mediu-se o pH do filtrado
através do potenciémetro, devidamente calibrado em pH de 4,01 e 6,86 e 0
resultado foi obtido através da media de 3 determina¢des (BRASIL, 2010b).

4.1.11.6 Determinacdo da densidade bruta do pé

A analise da densidade bruta do po6 foi realizada pelo método da proveta que
consiste em transferir o po vegetal para uma proveta previamente pesada com
capacidade para 25 mL, completando o volume com pé da planta ate 15 mL.
Durante a realizacdo deste teste, as particulas de ar presentes na proveta foram
removidas durante a compactacao do pd. Em seguida, pesou-se a proveta contendo
0 pod, a obtencado do peso do po se deu pela diferenca entre o peso da proveta vazia
e 0 peso da proveta contendo o p6. A densidade bruta foi obtida através da equacéo
abaixo. Este procedimento foi realizado em triplicata (LACHMAN, 2001).

p = m®9)
V
Onde:
D=Densidade
m=massa
V=Volume

4.1.11.7 Perda por dessecacao

Para este experimento foram pesados 2 g de material vegetal que
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posteriormente foram transferidos para pesa-filtro chato, dessecado, nas mesmas
condicdes do teste, até atingirem peso constante. Agitou-se até a uniformizacdo da
amostra no pesa-filtro. Colocou-se o pesa-filtro destampado na estufa, juntamente
com a tampa na estufa, para secagem da amostra a 105-110 °C, primeiramente por
cinco horas, e depois de hora em hora até peso constante, ou seja, diferenca entre
pesagens consecutivas ndo exceder 0,5 mg, o experimento foi realizado em triplicata

e o resultado expresso pela média das determinacdes (BRASIL, 2010Db).

4.2.2 ESTUDO FITOQUIMICO

As cascas de Aspidosperma eteanum foram escovadas e lavadas em agua
corrente seguido por alcool 70% para retirada de impurezas e secas em estufa a 450
C por 7 dias. O material seco foi triturado em moinho de facas. Parte do pé obtido
(1,000 kg) foi submetido & maceracao exaustiva por 7 dias em temperatura ambiente
com etanol (proporgédo peso/ volume 1:10) sendo a solugéo extrativa recolhida a
cada 24h (17 dias consecutivos, volume final de 18L). ApGs esse periodo, a solucao
etandlica foi filtrada e concentrada até residuo em rotaevaporador (T=40-45 °C) e o
residuo foi seco em estufa a 40 °C.

Para o fracionamento do extrato utilizou-se extracdo acido-base e sob-refluxo.
Na extracdo acido—base, 5 g do extrato etandlico (EEAE) foi solubilizado em alcool
metilico (10 mL), entéo foi adicionado a solucdo aquosa de &cido cloridrico (3%v/v)
até pH 3,0. Adicionou-se diclorometano para particdo em funil de separacéo (cerca
de 250 mL por trés vezes), entdo recolheu-se a fracdo diclorometano (Fracdo de
Neutros). Na solucdo aquosa acida foi adicionado hidroxido de amoénio até pH 9.
Depois, particionou-se com diclorometano (cerca de 250 mL por trés vezes), em
seguida coletou-se a fracdo diclorometano resultando nas fragcbes de neutros
(FNAE) e alcaloidica (FAAE; Figura 7).
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HCL 3%
pH=3
Diclorometano

NH,OH
pH =9
Diclorometano

Figura 7: Extracao acido-base do extrato etandlico de Aspidosperma eteanum

A segunda estratégia de fracionamento utilizada foi a extracdo sob-refluxo, o
EEAE foi pesado (10,2 g) e colocado em baldo de fundo redondo, solubilizado em
metanol e submetido a um sistema de refluxo, aquecido a 40°C, no qual adicionou-
se, a cada 20 min, 300mL de cada solvente (cerca de 150 mL por duas vezes)
seguindo ordem crescente de polaridade (Hexano, Acetato de etila, Diclorometano e
Metanol), obtendo-se assim, 4 fracdes respectivamente, as quais foram
concentradas em rotaevaporador (Figura 8). Todas as fracBes obtidas foram
submetidas a analises em cromatografia em camada delgada com o objetivo de
pesquisar alcaloides, utilizando como fase mével acetado de etila, acido acético,
acido formico e agua destilada (0,8:1,5:1:27) e UV (250 e 360nm), Dragendorff e

solucéo de acido sulfurico a 5% como reveladores (WAGNER et al. 1984).
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Reextragio com 300ml (2x150mL)

de Hexano

S ——
Beextragdo com 300ml (2x150mL)

de Diclorometano

————
Reextragdo com 300ml (2x150mL)
de Acetato de etila

———
Reextragio com 300ml (2x150mL)
Metanol

Figura 8: Fracionamento sob refluxo do extrato etandlico de cascas de Aspidosperma eteanum.
Legenda: EEAE-extrato etandlico da Aspidosperma eteanum; FrHex - fragdo hexanica do extrato
etandlico; FrDCM - fracao diclorometénica do extrato etandlico; FrAcCOET- fragdo acetato de etila
do extrato etandlico; FrMeOH- fracdo metandlica do extrato etandlico.

Como o extrato etandlico demonstrou presenca de acucares nas analises em
RMN1H realizou-se uma metodologia para retirada do acucar presente no extrato,
na qual pesou-se 1g do extrato etandlico de Aspidosperma eteanum, em seguida
foram adicionados 200 mL de agua destilada. Esta solucdo foi dissolvida a em
béquer com auxilio de um bastdo de vidro e transferida para um funil de separacéo.
Adicionou-se 100 mL de diclorometano (por trés vezes) e a solucao foi agitada. Apds
cerca de trés minutos, houve a separacao de fases e a fase aquosa foi recolhida. Em
seguida adicionou-se 100 mL de metanol na fase diclorometano (por trés vezes),
apos agitacdo e separacao de fases, a fase diclorometano foi recolhida (FrPDcm) e
por fim recolheu-se a fase metandlica (FrMeOH).

Visando o isolamento de substancias, 2,5g de extrato etandlico (EEAE) foram
fracionados em coluna cromatogréfica aberta (dimensées: 30 cm de altura por 1,5
cm de diametro) empacotada com 100g de silica gel 60 (0,063 — 0,200mm; 80 x
2,5cm) da marca MerkR. (Figura 9). Para a eluicdo foram utilizadas misturas de

solventes com polaridade crescente (quadro 3).
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Figura 9: Fracionamento do

etandlico de Aspidosperma eteanum em

coluna cromatografica aberta.

Hexano 01
Hexano + Dicloro (1:1) 02
Diclorometano 03-20
Diclorometano + Acetato de Etila (9:1) 21-29
Diclorometano + Acetato de Etila 30-43
(7,5:2,5)

Diclorometano + Acetato de Etila (1:1) 44-57
Diclorometano + Acetato de Etila (1:9) 58-67
Acetato de Etila 68-80
Acetato de Etila + Metanol (8:2) 81-103
Acetato de Etila + Metanol (7,5:2,5) 104-105
Acetato de Etila + Metanol (7:3) 106-108
Acetato de Etila + Metanol (1:1) 109-112
Acetato de Etila + Metanol (1:9) 113-115
Metanol 116

Quadro 3: Eluentes utilizados para obtencdo das fracdes do extrato etandlico de
Aspidosperma eteanum por cromatografia em coluna aberta de silica gel.
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As fragbes foram reunidas de acordo com a similaridade de seus perfis em
cromatografia em camada delgada (CCD) de silica e fase movel acetato de etila,
acido férmico, acido acético e 4gua (0,8:1,5:1,0: 27,0), reveladas em UV e reagente
anisaldeido sulfurico.

Para obtencdo de maiores massas, 20 g de extrato etanolico (EEAE) foram
fracionados em coluna cromatografica aberta de filtracdo (dimensdes: 40 cm de
altura por 15 cm de didmetro) empacotada com 650g de silica gel 60 (0,063 —
0,200mm; 80 x 2,5cm) da marca MerkR. Para a eluicdo foram utilizadas misturas de
solventes com polaridade crescente (quadro 4).

Quadro 4: Eluentes utilizados para obtencgéo das fragdes do extrato etandlico
de Aspidosperma eteanum (EEAE) por cromatografia em coluna aberta de

silica gel
Eluentes (proporgoes) Fracoes
obtidas
Hexano FR1
Hexano + Acetato de Etila (9:1) FR2
Hexano + Acetato de Etila (7:3) FR3
Acetato de Etila FR4
Acetato de Etila + Metanol (9:1) FR5
Metanol FR6

O extrato etandlico, fracdo metanodlica obtida por extracdo sob refluxo
(FrMeOH), fracdo de alcaloides obtida na particdo acido-base (FAAE) e sub-fracdo
F38 foram selecionadas para analise por Ressonancia Magnética Nuclear de
hidrogénnio (RMN 1H). Os espectros de RMN 1H foram feitos a 25 °C, utilizando-se
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Para o preparo das amostras foram
usados 7 mg solubilizados em metanol-d4 ou cloroférmio-d.

A fracdo FAAE também foi analisada por cromatografia liquida acoplada a
espectro de massa (LC-MS; WATER® ACQUITY TQD SYSTEM/ESI). Para esta
analise utilizou-se 1 mg da amostra, solubilizada em metanol grau CLAE (1mL), sob
sonicagdo por 5 minutos. As condigbes cromatograficas adotadas foram: coluna de
fase reversa CSH130 C18, deteccao triplo quadrupolo (TQD), forno da coluna a 40
°C, utilizando diferentes solventes (metanol, acetonitrila, H,O 0,1% acido formico. Na
obtencdo do espectro de massas empregou-se um sistema Acquity TQD (Waters)
com ionizacdo por eletronspray (ESI) modo positivo, com voltagem do capilar (3),
voltagem do cone (30-35) e energia de coliséo de (23-32).

Em sintese, o EEAE foi submetido aos seguintes estudos quimicos: particdo
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acido-base, extracdo sob-refluxo, teste para retirar aglcar do extrato, e coluna

cromatografica aberta de silica gel.

4.2.2.1Andlises cromatograficas

4.2.2.1.1 Prospeccéo fitoquimica

O EEAE foi submetido a prospeccéo fitoquimica para tracar o perfil quimico
desta amostra. Para realizacdo desta, utilizou-se 5 mg do extrato etandlico de
Aspidosperma eteanum solubilizado em 250 pyL de metanol. Foram pesquisadas as
seguintes classes de metabolitos: triterpenos e esterdides, geninas flavonicas,
heterosideos flavénicos, cumarinas, saponinas, alcaloides, taninos, heterosideos
antracénicos e heterosideos cardiotdnicos. Para cada metabolito utilizou-se uma

fase movel e revelador especifico (Quadro 5; WAGNER et al. 1984).
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Quadro 5: Idetificacdo dos metabdlitos em cromatografia em camada delgada.

Metabdlito CondicGes Observagdes
Triterpenos e Fase movel: Hexano: Acetato de etila (8:2) Manchas marrons ou acinzentadas (vis) e fluorescéncia do alaranjado
Esterdides Revelador: Reagente de Lieberbanm-Burchard ao vermelho (UV 365 e UV 254).

Geninas Flavbnicas

Fase mével: Cloroférmio: acetato de etila: Acido férmico (60:40:2,5)
Revelador: Cloreto de aluminio a 2% em metanol

Observar em luz UV 365 e UV 254 antes e apds revelagdo com cloreto de
aluminio a 2%, sendo observada intensificagdo da fluorescéncia
amarelo- esverdeada

Heterosides Flavdnicos

Fase movel: Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua (100:11:11:27)
Revelador: Cloreto de aluminio a 2% em metanol

Observar em luz UV 365 e UV 254 antes e ap6s revelacdo com cloreto de
aluminio a 2%, sendo observada intensificagao da fluorescéncia amarela
Flavonoides: observar manchas de cor amarela (visivel-vis.) e

fluorescéncia amarelo-esverdeada (UV 365 e UV 254).

Fase movel: Tolueno: Eter (1:1) saturado com acido acético (5 gotas)

Observar em luz UV 365 e UV 254 antes e apés revelacdo com hidréxido de
potassio a 5%, sendo observada intensificagdo da fluorescéncia verde-azulada

Antraquindnicas e
Naftoquindnicas

Fase movel: Tolueno: Acetona: Cloroférmio (40:25:35) Revelador:
Hidroxido de potassio a 5% em metanol

Cumarinas Revelador: Hidréxido de potassio a 5% em metanol Cumarina néo substituida: fluorescéncia amarela-esverdeada apenas
apo6s tratamento com hidréxido de potassio
Saponinas Fase moyel: Cloroférmio: Metanol (95:5) Revelador: Manchas de cor azul ou azul-violeta e zonas amarelas (vis).
Anisaldeido
Alcalsid Fase mével: Cloroférmio: Metanol: Hidréxido de Amdnio (85:15:0,2) Revelador: Manchas de cor marrom ou alaranjada (vis.)
caloldes reagente de Dragendorff / '
Fase movel: Acetato de etila: Acido Férmico: Acido acético: Agua (100:11:11:27)
Polifenéis Revelador: Solugées de ferricianeto de potassio a 1% e cloreto férrico a Manchas de cor negro-azulada ou negro-esverdeada (vis).
2%.
Taninos Fase movel: Acetatcz de etila: A(:_ldo Foérmico: Au_do acético: Agua (]'.09111:11:27) Manchas de cor negro-azulada ou negro-esverdeada (vis).
Reveladores: Solugdes de ferricianeto de potassio a 1% e cloreto férrico a 2%
Geninas Antaquinonas e Naftoquinonas: manchas de cor laranja ao vermelho (vis) e

fluorescéncias de cor do alaranjado ao vermelho (UV 365 e UV 254).
Antronas e Antranéis: manchas amarelas (vis) e fluorescéncias de cor
alaranjada (UV 365 e UV 254).

Heterosideos
Antracénicos

Fase movel: acetato de etila: metanol: 4gua (81:11:8)
Revelador: Hidréxido de potassio a 5% em metanol

Antraquinonas: originam manchas de cor laranja ao vermelho (vis) e
fluorescéncias de cor do alaranjado ao vermelhor (UV 365 e UV 254).

Antronas e Antrandis: originam manchas amarelas (vis) e

fluorescéncias de cor alaranjada (UV 365 e UV 254).

Heterosideos
Cardiotdnicos

Fase mével: Acetato de etila: Metanol: Agua (81:11:8) Revelador: Reativo
de Kedde

Cardenolideos: manchas de coloracéo rosa ou azul-violacea

Fonte: Wagner et al. (1984)
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42211 Pesquisa de alcaloides

O extrato etandlico obtido das cascas de Aspidosperma eteanum e suas
fragcbes foram avaliadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), tendo os
reagentes de Dragendorff e UV (365 nm) como relevadores para detectar a
presenca de alcaloides. Neste ensaio, o extrato (1mg), fracbes de neutros (1mg),
alcaloidica (1mg), hexano (1mg), diclorometano (1mg), acetato de etila (1 mg) e
metandlica (1 mg) foram solubilizadas em metanol (0,4 mL), aplicadas em placas
cromatograficas, eluidas na seguinte fase movel: 0,8mL de acetato de etila;1,5mL de
acido férmico; 1 mL de acido acético e 27mL de agua, reveladas em UV (365 nm) e
reagente de Dragendorff.

Além disso, realizou-se a pesquisa de alcaloides no pé da planta, sendo
utilizado o seguinte método: pesou-se 2g de do p6 de Aspidosperma eteanum, o po
foi colocado em um béquer, agitado com 10 mL de solucdo aquosa de acido
cloridrico a 1% e aquecido por alguns minutos. Apos resfriamento, o decocto foi
filtrado por meio de papel de filtro para um funil de separacédo (Figural0). O filtrado
foi entdo alcalinizado com solucdo de hidroxido de aménio a 10%, utilizando como

indicador o papel de tornassol. A solugéo alcalina foi extraida com diclorometano.

Figura 10: Pesquisa de alcaloides no p6 de Aspidosperma eteanum
Legenda: A) béquer contendo 10ml de solucao aquosa de acido cloridrico a 1%

e 0 po da planta; B) filtrado foi entéo alcalinizado com solucao de hidréxido de amonio a 10%.

Os extratos organicos obtidos foram filtrados para seus respectivos béqueres
com auxilio de um algodao. O diclorometano contido nos extratos foi evaporado em
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banho-maria, e o residuo resultante foi redissolvido em 2 mL de acido cloridrico
diluido a 1%. A solucédo acida (2 gotas) foi colocada em uma placa de porcelana de
12 pocos com auxilio de uma pipeta de vidro de ponta fina, em seguida adicionou-se
uma gota dos reativos de precipitacdo Mayer, Bertrand, Dragendorff e Bouchardat
de acordo com a disposicdo apresentada na Figura 11 e, entdo, observou-se o
aparecimento de mudanca de coloracéo e formacao de precipitados.

Figura 11: Disposicdo das amostras e reativos no teste de precipitacdo da solucéo
acida obtida por extracdo acido-base (organica).

Legenda:

Reativo

Reativo + solucdo acida

Solucéo 4cida
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4.2.2.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodo (CLAE-DAD).

O extrato e as fracBes provenientes da extracdo sob refluxo (FrHex, FrDcm,
FrACoEt, FrMeOH) foram submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de diodo (CLAE-DAD) assim como a fracdo F38-40, proveniente da
cromatografia de coluna aberta que apresentou aspecto cristalizado. As amostras
(1mg) foram solubilizadas em metanol grau CLAE (1mL) em banho ultrassénico. As
analises em CLAE foram realizadas de acordo com as condi¢cfes descritas na tabela
2. As leituras foram feitas na faixa de comprimentos de onda de 212-600nm,
registrando-se cromatogramas nos comprimentos de 220nm para todas as amostras.
A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de agua e acido fosférico (A) e
acetonitrila (B; Tabela 2).

Tabela 2: Sistema de eluicdo empregado nas analises por CLAE das fracdes obtidas por
reextracao sob refluxo e fracdo F38

Tempo Fluxo Eluente A* Eluente B* Temperatura Coluna Deteccéo
(min) (ml/min) (%) (%) (°C) uv
0 95,0 5,0 LiChrospher
60 1 5,0 95,0 40 100, C-18, 220 nm
65 5,0 95,0 125 x 4 mm
70 95,0 5,0 5um

*H,0 + 0,1% ac. Fosférico

** Acetonitrila

As fracoes de maior rendimento obtidas em coluna de cromotagrafia aberta

de filtracdo, FR3 e FR6, tambem foram solubilizadas de igual modo e submetidas a

CLAE-DAD de acordo com as condi¢cdes descritas na Tabela 3 registrando-se
cromatogramas nos comprimentos de 220nm.

Tabela 3: Sistema de eluicdo empregado nas analises por CLAE das fracdes obtidas em
cromatografia em coluna de filtrag&o.

Tempo Fluxo Eluente A* Eluente Temperatura Coluna Deteccéo
(min)  (ml/min) (%) B** (°C) uv
(%)
0 95,0 50 LiChrospher
100, C-18,
02 1 95,5 95,0 40 125 x 4 mm 220 nm
60 0,0 100 5um
*H,0

** Acetonitrila
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4.2.3. AVALIAGAO BIOLOGICA
4.2.3 Atividade antimalarica in vitro
4.2.3.1.1 Cultivo do Plasmodium. falciparum e sincronizacao

O clone de Plasmodium falciparum (W2) foi retirada do crio-banco do
Laboratério de Malaria do Instituto Evandro Chagas e descongelado a 37 °C. Apos
completo descongelamento, foram adicionados, para cada 1mL de sangue, 0,2 mL
de solucdo salina estéril (NaCl) 12%, gota a gota, sob agitacdo, a solucéo final
permaneceu em repouso por 5 minutos. Transcorrido o tempo de repouso, foram
acrescentados (para cada 1 mL de sangue) 9,0 mL da solucéo salina estéril (NaCl)
1,6 %, gota a gota, sob agitacdo, com posterior centrifugacdo a 1500rpm/10 minutos.
O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido com 10 mL de meio
RPMI completo (20 %), e transferido para garrafa de cultivo, na qual se acrescentou
a suspensao de eritrocitos a 50% para obter hematécrito de 5% (5 gotas de sangue).
Por fim, a garrafa de cultivo foi incubada a 37 °C apdés a colocacdo de uma mistura
de gases (O, 5%; CO; 5%; N, 90%) com auxilio de um filtro micropore de 22mm
durante 40 segundos (TRAGER e JENSEN, 1976).

O cultivo foi realizado pela metodologia de Trager e Jansen (1976), no qual
diariamente foi trocado o meio RPMI previamente preparado com hipoxantina, L-
glutamina, gentamicina, bicarbonato de sédio, D-glicose e tampao HEPES (5,98 Q).
Este meio foi ainda suplementado com 10% plasma humano tipo A+ inativado,
tornando-se meio completo. Eritrocitos humanos adquiridos de doador saudéavel
foram utilizados no cultivo, o qual foi anteriormente lavado com meio RPMI
incompleto e ajustado a hematdcrito de 50%. ApdOs adicdo do meio de cultura e
eritrocitos, o cultivo com hematdcrito aproximado de 5% foi acondicionado em estufa
a 37 °C.

Esfregacos e gota espessa foram corados com o corante Giemsa, sendo
confeccionados diariamente para avaliacdo das formas do parasito, bem como o
percentual da parasitemia. Quando a parasitemia foi superior a 6 % apresentando
multiplas formas (trofozoito e esquizonte) do parasito, o cultivo foi sincronizado pela
metodologia do sorbitol (LAMBROS e VANDERBERG, 1979). Apés a sincronizacao,

0 ensaio foi realizado.
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4.2.3.1.2 Preparo das amostras testes

250 pL 250 L 250 plL 250pL 2504l

1mg/500 b 250 pL 250 pL 250 L 250 pL 250 uL 250 pL
Tubo A Tubo B Tubo C Tubo D Tubo F Tubo G Tubo H
200 100 50 pg/mL 25 pg/mL 12,5 6,25 3,12
pgimlL pgfmL pgimL pgimL ugfmL

Figura 12: Esquema de solubilizagdo de amostras e suas respectivas
concentracgdes

Em um tubo pesou-se 1mg do material a ser testado (extrato e fracdes). Em
capela de fluxo laminar, adicionou-se 500 pL de metanol. Apds solubilizagdo em
banho ultrassom (sonicador), foi identificado como tubo B (solugdo mae) e os outros
seis tubos foram identificados em seguida com as respectivas letras: C, D, E, F, G,
H. Entdo, adicionou-se nos tubos (C a H) 250 yL de metanol. Retirou-se do tubo B
(solugdo mae) 250 uL e distribuiu-se no Tubo C, homogeneizando a solugdo, em
seguida realizou-se o mesmo processo até finalizar no tubo H (Figura 12).
Adicionou-se 10 pL de cada diluicdo em uma placa de 96 pocos de fundo chato e as
placas foram deixadas abertas em capela de fluxo laminar até completa evaporacéo
do metanol. As solugcbes nao foram adicionadas nos poc¢os do Controle Negativo e
no Branco. Nos pocos correspondentes ao controle do solvente (pocos Al, A2 e A3)

foram adicionados 10 pyL de metanol (Figura 12).

4.2.3.1.2 Teste de atividade antiplasmédica

A metodologia utilizada foi o microteste tradicional descrito por Rieckmann e
colaboradores (1978), modificado por Carvalho (1990), no qual em placa de 96
pocos pré-dosificada com diferentes concentragdes das amostras (Figura 13) foram
acrescentadas ao cultivo com formas (>90 %) de trofozoitos em parasitemia de 1% e
hematdcrito de 5%. Ap6s 24-48h, o meio foi trocado e novas amostras foram
acrescentadas nas mesmas concentracoes. Ao final do teste (72 h), esfregacos
foram confeccionados avaliando-se a parasitemia em comparagdo com o controle

negativo, no qual colocou-se apenas o cultivo sem adi¢cdo de farmaco ou amostra
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teste, e controle negativo com adi¢cdo de cloroquina, farmaco padrdo utilizado no

0/0/0/0[0/00/00/0010] o ...

=~ 10/0/0/000000000 @ i
w9 90000000000

wn= 900000000000 O crresmmee
25 pgiml. .. .'. . ' ‘ 'O O O O O Controle do solvente 72h
2w (@ 9)0/0/00 000000 @ oo

casam onoooooooooo @ rw

suwe |0/0/0000000000| () s

Figura 13: Esquema da placa utilizada no teste de atividade antiplasmaodica

teste de atividade antiplasmddica.

A Concentracédo Inibitoria 50% (Clso) € a concentracdo que causa a reducao
de 50% das células em crescimento (vidveis) e foi determinada pelo programa
GraphPad Prism versédo 6.0. Conforme os resultados de Clso obtidos na avalicdo
antiplasmodica as amostras foram classificadas de acordo com o padrdo de
classificagcdo para extratos vegetais adotado por Dolabela (2007) e modificado por
Paula (2014) que classifica as amostras como muito ativas, com resultados de Clsg
inferiores a 1 pg/mL; ativas, com valores de Clsg compreendendo entre 1 e 15
Mg/mL; moderadamente ativas, no qual os valores de Clsy estejam entre 15,1 e 25
pg/mL; pouco ativas, com valores de Clsg entre 25,1 e 50 yg/mL; e inativas com
resultados de Clso acima de 50 pyg/mL (Quadro 6).

Quadro 6: Classificagdo das amostras de acordo com resultados
de Clsp para atividade antiplasmodica

Clso pg/mL Resultados
Menor que 1 Muito ativo
Entre 1 e 15 Ativo

Entre 15,1 e 25

Moderadamente ativo

Acima de 25,1 e 50

Pouco ativo

Maior que 50

Inativo

Fonte: adaptados de PAULA (2014).

Desta forma, as amostras promissoras com massa suficiente foram encaminhadas

para avaliacdo biol6gica de acordo com a descricdo no fluxograma de trabalho (Figura 14).
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P6 da droga vegetal

Estudos

farmacognésticos

Estudos fitoquimicos

Maceragdo exaustiva

CCD
CLAE-DAD T
RMN (Extrato etanélico
Avaliacdo Bioldgica
Partigio Extragao sob Partigdo para Cromatografia Cromatografia
acido refluxo retirada de de coluna de coluna de
base agucar aberta Filtragdo
FASCH|[{ENAC rLameon | [(Frasao || a1 | [ er2 | [ens || #ra | [ #rs ][ Fre
cco cco cCD CccD cco
CLAE-DAD CLAE-DAD CLAE-DAD CLAE-DAD CLAE-DAD
RMN RMN LC-MS RMN LC-MS
RMN RMN
| |

Figura 14: Fluxograma de trabalho
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTUDOS FARMACOGNOSTICOS

A granulometria foi avaliada em triplicata e demostrou que 68,80% do p6 das
cascas de Aspidosperma eteanum ficou retido no tamis de malha 710 um (Tabela 4;
Figura 15). De acordo com a Farmacopéia Brasileira 5. Ed. (BRASIL, 2010), o p6 é
classificado como moderadamente grosso, pois na analise granulométrica observou-
se maior retencao de pd no tamis de malha com abertura de 710 um, e menos de
40% da totalidade no tamis de malha de 250 pm. O resultado obtido pode ser
consequéncia das caracteristicas naturais da casca de Aspidosperma eteanum que
se apresenta fibrosa dificultando o processo de pulverizagao.

O teste de granulometria é importante, pois a determinacdo do tamanho do
granulo do p6 vegetal consta como parametro de avaliacdo para escolha do método
mais eficiente para a extragcdo de metabdlitos secundarios. Granulos muito finos
impedem a absorcdo do liquido extrator e diminuem a eficiéncia da extracdo,
enquanto que particulas de alta granulometria podem reduzir a superficie de contato,
diminuindo a eficiéncia do método (PERTILE, 2007).

Tabela 4: Analise da granulometria do pé obtido das cascas de Aspidosperma eteanum.

Abertura da % do po retida pelo tamis +

malha do . ~
Tamis (um) desvio padréao

1700 0,87 + 0,00
710 68,80 + 9,54
250 22,98 £ 7,21
180 4,04 + 0,68
125 2,89 +1,27

Coletor 0,39 £ 0,62
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Granulometria

80
70
60
50
40
30
20
10

% do po retida pelo tamis

1700 710 250 180 125 coletor
Abertura da malha do tamis (um)

Figura 15: Porcentagem do poé retida pelos tamises.

Outro estudo farmacognastico realizado foi 0 ensaio de cinzas totais, estando
o resultado dentro dos padrbes permitidos pela Farmacopeia Brasileira V edicéo
(teor = 1,04 £+ 0,53%; Tabela 5), cujo limite permitido é de até 14% de cinzas totais
nos pés (BRASIL, 2010b). Este parametro € importante para o controle de qualidade
do material vegetal, medida que avalia a quantidade de material inorganico
integrante da espécie (cinzas intrinsecas) com as substancias aderentes de origem
terrosa (cinzas extrinsecas; BRAGA et al. 2007). O resultado obtido neste estudo
sugere a auséncia de adulterantes na amostra estudada como substancias
inorganicas nao volateis (BRASIL, 2010b).

Outra avaliacdo realizada foi a densidade aparente do p06, sendo esta
densidade (0,56 + 0,010; Tabela 5) considerada baixa quando comparada com a
agua (1,0 g/cm3) que é o padrédo para solidos e liquidos, ou seja, esta amostra é
menos densa, portanto ocupando um volume maior (MONTANHEIRO, 1990). A
densidade aparente expressa a relacdo entre a massa de material seco e o volume
real ocupado por essas particulas, ndo incluindo o espaco ocupado pelos poros
(ZORZETO et al. 2014).

A determinacao do indice de espuma é realizada para verificar a presenca de
saponinas, pois estas sdo substancias derivadas do metabolismo secundario das
plantas cuja estrutura quimica possui uma parte lipofilica e uma parte hidrofilica que
Ihes possibilita acdes biologicas variadas que incluem a capacidade de formar
complexos com esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas. Alguns dos

compostos sapondsidos desorganizam a membrana dos glébulos vermelhos do
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sangue alterando sua permeabilidade podendo levar a destruicdo das células
(SCHENKEL et al. 2001; ALVARES, 2006). Além disso, as saponinas apresentam
outras atividades que lhes conferem o emprego como adjuvantes para aumentar a
absorcdo de medicamentos pelo aumento da solubilidade ou interferéncia nos
mecanismos de absorcdo e, como adjuvante para aumentar a resposta imunoldgica
(CASTEJON, 2011). Por isso, € importante verificar a presenca destas substancias
no extrato da planta que se pretende estudar. Em solu¢cdo aquosa, estes compostos
formam espuma persistente devido a parte lipofilica de sua estrutura denominada
aglicona ou sapogenina e a parte hidrofilica constituida por um ou mais agucares
(SCHENKEL et al., 2001). No entanto, o teste realizado com o p6 das cascas de
Aspidosperma eteanum, apresentou a espuma de altura menor que 1cm em todos
os tubos, considerando-se o indice de espuma menor que 100 (Figura 16; Tabela 5),

0 que indica a auséncia de saponinas.

Figura 16: Teste de determinag&o do indice de espuma do
p6 de Aspidosperma eteanum

A determinagdo do pH € outro parametro muito importante, sendo obtido
neste teste pH acido (5,44 + 0,36; Tabela 5). Plantas do género Aspidosperma, tais
como a espécie utilizada neste estudo, em geral possuem alcaloides que sé&o
considerados marcadores taxon6micos desta classe sendo alvo de inumeros
trabalhos devido a larga aplicacdo terapéutica (BOURDY et al. 2004; OLIVEIRA, et
al. 2009; DOLABELA et al. 2012). Os alcaloides possuem carater alcalino, no
entanto, o pH obtido indica a presenca de substancias de carater acido, o que pode
sinalizar a presenca de substancias acidos em maior quantidade do que os

alcaloides.
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A perda por dessecacao, que é o indicativo percentual de material volatil no
po das cascas de Aspidoserma eteanum e, indiretamente, da umidade residual do
mesmo, apresentou meédia percentual de 9,964 + 0,0649% (tabela 4) encontrando-se
dentro dos limites estabelecidos (8-14%) pela Farmacopéia Brasileira V ed.
(BRASIL, 2010b). A determinacéo do teor de umidade residual presente nas drogas
vegetais constitui um indice de qualidade de sua preparacdo e da garantia de sua
conservacao (COSTA, 2001), logo os valores estabelecidos foram um indicativo de
uma matéria prima vegetal com baixos teores de umidade, o que reduz a
possibilidade do desenvolvimento de fungos e bactérias e processos de hidrélise e
atividade enzimatica com consequente deterioracdo de constituintes quimicos
(WHO, 1998).

Tabela 5: Andlise farmacognostica do p6 das cascas da Aspidosperma eteanum.

Média dos resultados obtidos +

Parametro : =
Desvio Padréo

Granulometria Moderadamente grosso
indice de espuma <100 (negativo)
Teor de cinzas totais 1,04 + 0,53%
pH 5,44 + 0,36
Densidade do p6 0,56 + 0,010
Perda por dessecacéao 9,964% + 0,0649%

Visando verificar se 0 p6 da planta continha alcaloides, foi realizado o teste de
precipitacdo utilizando os reativos de Mayer, Bertrand, Dragendorff e Bouchardat.
Este revelou precipitacdo em todos 0s pocos contendo os reativos, indicativo de
alcaloides (Figura 17). Estes ensaios possuem baixo custo e sdo mais simples,
porém sd0 menos sensiveis que 0s métodos cromatograficos e podem ser
observados resultados “falsos positivos” ou “falsos negativos”. No caso de falsos
positivos, algumas substancias, como por exemplo, a aglicona apresenta-se na
forma de uma molécula pequena como um alcool, fenol ou um composto que
contenha nitrogénio e enxofre, podendo revelar como o reagente de Dragendorff e
outros reagentes (DENNY et al. 2007). Por isso, é preciso que a partir desses
resultados, se realize outros estudos que avaliem os metabolitos das plantas
(SOARES et al. 2016), como por exemplos prospeccdo em cromatografica em
camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores de
DAD e massa (CLAE-DAD, LC-MS).
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Reativo de Reativo de Reativo de Reativo
Mayer Dragendorff 1 Dragendorff 2 Bouchardat
Reagentes ‘
‘ - :
> | - -
Reagentes s
+ solugdo
acida*
Solugdo
- . ’ ’

*Solucao acida obtida por extracdo orgénica do pé de Aspidosperma eteanum

Figura 17: Teste de precipitacdo do extrato etandlico de Aspidosperma eteanum

5.2 ESTUDO FITOQUIMICO

O EEAE obtido das cascas de Aspidosperma etanum (rendimento = 5,92%;
Tabela 8), utilizando maceracdo exaustiva como método extrativo (LIST e
SCHIMIDT, 2000), apresentou rendimento superior ao rendimento obtido de outras
espécies do mesmo género tais como a Aspidosperma spruceanum (3,5%), cujo
extrato foi produzido pelo processo semelhante de extracdo (DOLABELA, 2007).

O extrato foi inicialmente submetido a prospeccao fitoquimica utilizando o
método de CCD (WAGNER et al. 1984). Os resultados da prospecc¢ao para o extrato
revelaram a presenca de cumarinas, esteroides e triterpenos, geninas e
heterosideos flavonicos e heterosideos cardiotonicos (Tabela 6), no entanto os
alcaloides foram encontrados apenas da fracdo FAAE.

Estes resultados n&o estdo em concordéncia com outros estudos de
prospeccdo de espécies do género no que se refere a presenca de alcalbides pois
espécies como a Aspidorperma ramiflorum, Aspidorperma pyrifolium, Aspidosperma
cuspa, Aspidorperma spruceanum e Aspidorperma tomentosum variaram quanto a
presenca dos demais compostos, mas foram unanimes quanto a presenca de
alcaloides em seus extratos (DOLABELA 2007; ALVES et al. 2014).

O extrato etandlico de Aspidosperma eteanum apresentou uma fluorescéncia
azul em 365nm, porém estas bandas nao foram reveladas em reagente de
Dragendorff, o que sugeriu a auséncia de alcaloides (Figura 16), no entanto, varios

estudos fitoquimicos realizados com a espécie Aspidosperma desmanthum,
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considerada sinonimia de Aspidosperma eteanum, levaram ao isolamento de
alcaloides inddlicos como aspidoalbina, N-acetilaspidoalbina (GARCIA et al. 1976),
cromatina (HESSE, 1964), des-o-metilaspidoalbina (BOLZANI et al. 1987) e a
guebranchamina (DJERASSI et al, 1962) sendo esta classe de metabdlitos
secundérios considerada como marcador taxondmico do género (NUNES, 1980).
Assim, pensou-se que estes poderiam estar em concentragdes muito baixas e que o
fracionamento poderia contribuir para a obtencao de fragcbes com maiores teores de
alcaloides.

Os alcaloides inddlicos, na forma livre, sdo sollveis em solventes organicos
como o cloroférmio e diclorometano (SOARES et al. 2016), entdo realizou-se a
extracdo acido: base, sendo obtidas as fracdes de neutros (rendimento=3,0%) e de
alcaloides (rendimento=1,3%; Tabela 6). Com o objetivo de aumentar o rendimento
que possibilitasse o isolamento de um alcaloide ou outro metabolito, o extrato
etandlico também foi submetido a uma segunda técnica de fracionamento, uma
extracdo sob-refluxo. A extracdo sob-refluxo resultou em quatro fracdes: a fracao
hexanica (FrHex; rendimento=2,96%; Tabela 6); fracdo diclometano (FrDcm;
rendimento=2,23%; Tabela 6); a fracdo acetato de etila (FrAcoEt;
rendimento=1,75%; Tabela 6) e a fracdo metandlica (FrMeOH; rendimento=93,59%;
Tabela 6). O maior rendimento da fracdo FrMeOH (93,59%; Tabela 6) sugere que
este extrato é constituido principalmente de substancias com caracteristicas polares.
Os alcaloides podem se ligar a acidos e o produto possuir maior polaridade e ser
soluvel em solventes de maior polaridade, como agua (SOARES et al. 2016) e
metanol. Também, heterosideos em geral sdo sollveis em metanol, logo a fracao

metandlica pode conter os alcaloides e heterosideos flavonicos.

Tabela 6: Rendimentos de extratos e fragbes obtidos das cascas de Aspidosperma
eteanum.

Amostra Sigla Rendimento (%)
Extrato etanélico EEAE 5,92
Fracéo hexanica FrHex 2,96
Fracdo diclometano FrDcm 2,23
Fracdo acetato de etila FrAcOET 1,75
Fragdo metandlica FrMeOH 93,59
Frac&o de neutros FNAE 3,00
Fracdo de alcaloides FAAE 1,30

Entdo realizou-se uma prospeccao fitoquimica em cromatografia em camada
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delgada (CCD) das fragBes obtidas por extracdo sob refluxo e particdo acido-base.
Todas as fracdes apresentaram cumarinas, esterdides e triterpenos. As fracbes
FrHex, FrDcm, FrAcoEt, FrMeOH e FNAE apresentaram geninas flavonicas e
heterosideos favbnicos. Apenas a fracdo FAAE revelou presenca de alcaloides, o
que pode ser um indicio de que o processo de extracdo 4cido-base foi 0 mais eficaz
dentre os processo de fracionamento utilizados para extrair fracdes ricas em

alcaloides (Tabela 7; Figura 18).

Tabela 7: Resultado da prospeccéo fitoquimica do extrato e frac6es de Aspidosperma
eteanum por cromatografia em camada delgada

Metabdlitos EEAE FrHex FrDcm  FrAcoET FrMeOH FNAE FAAE
Alcaloides - - = = - - T
Cumarinas + + + + + + +

Esteroides e triterpenos + + + + + + +
Geninas flavdnicas + + + + + + -

Heterosideos
Antracenicos - - - - - - -
Heterosideos

cardioténicos + + + - + - -
Heterosideos flavonicas + + + + + + -
Polifendis - - - - - - -
Saponinas - - - - - - -
Taninos - - - - - - -

Metodologia de Wagner et al. 1984

Yy 9 L

12 FaasE ¢ 1TL23N i 6 7

Figura 18: Analise cromatografica em camada delgada do extrato
etandlico e fracBes de Aspidosperma eteanum, reveladas em UV (365nm)
e reagente Dragendorff.

Legenda: EEAE - Extrato etandlico; FrHex - Fracdo Hexano; FrDcm -
Fracdo diclorometano; FrAcoEt - Fracdo acetato de etila; FrMeOH -
Fracdo metandlica; FAAE - Fragcdo de alcaloides; FNAE Fracdo de
neutro;

Também notou-se a presenca de heterosideos cardioativos que sao
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esteroides caracterizados pela sua alta especificidade e poderosa acdo sobre o
musculo cardiaco. Os esteroides ocorrem como glicosideos esteroidais e, devido a
sua acao sobre o musculo cardiaco, sdo denominados glicosideos cardioativos
(RATES et al. 2004).

Como o extrato e fracdes obtidos na extracdo sob-refluxo apresentaram
comportamento semelhante no UV (Figura 18) e as fracBes obtidas na particdo
acido-base baixo rendimento, os processos utilizados para o fracionamento ndo
pareceram ser eficientes e adequados para a planta. Entdo optou-se pelo o
fracionamento em coluna cromatografica aberta.

O EEAE (2,5g) foi submetido ao fracionamento em coluna cromatografica
aberta de silica gel, eluida com misturas de solventes com polaridade crescente
(quadro 4), sendo obtidas 115 fracdes. Todas as fracdes foram avaliadas em CCD e
fracbes com perfis cromatograficos semelhantes foram reunidas (Tabela 8).

Tabela 8: Fracdes obtidas do extrato etandlico de Aspidosperma
eteanum em cromatografia de coluna aberta.

Fracdes Massa Rendimento (%)
(9)

Frl 0,0117 0,52
Fr2 0,0210 0,93
Fr 3-23 0,4433 19,7
Fr 24-32 018,70 8,30
Fr 33-37 0,1031 4,58
Fr 38-40 0,2000 8,00
Fr 41-67 0,1759 7,80
Fr 68-78 0,1438 5,20
Fr 75-80 0,1501 5,21
Fr 81-105 0,1353 6,00
Fr 106-112 0,3037 13,49
Fr113-116 0,1002 4,40

Dentre as fracdes, observou-se a formacgéo de um precipitado com aspecto de
cristais translicidos na fracdo 38-40 (rendimento = 8%; Figura 21), azul em CCD
guando revelado em UV 365nm (Figura 22), obtida com a mistura dos eluentes
diclorometano e acetato de etila (7,5:2,5), sendo esta fragdo escolhida para anélise
em CLAE-DAD e RMN.
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Figura 20: Precipitado com aspecto de
cristais translucidos obtidos na Fracdo 38-
40.

s

Figura 19: Cromatografia de
camada delgada do precipitado
transltcidos obtidos na Fracdo 38-
40.

Legenda: A) revelado em UV
356nm; B) revelado em anisaldeido

Como a analise em CCD néo foi positiva para alcaloides no EEAE e nas
fracOes obtidas por reextracdo sob-refluxo e particdo para retirada do acgucar, mas foi
positiva na fracdo de alcaloides obtida por extracdo acido-base, pensou-se que 0s
mesmos poderiam estar presentes em baixas concentra¢cdes no extrato, por isso,
optou-se por realizar uma coluna de filtracdo para a obtencdo de fragbes com maior
massa que possibilitassem o posterior isolamento de substancias como o0s
alcaloides. Assim, o EEAE (20g) também foi submetido a uma coluna de filtracdo
gue resultou na obtencédo das fragcbes FR1, FR2, FR3, FR4, FR5 e FR6. Dentre as
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fragOes desta coluna, observou-se que o maior rendimento (32,09%) foi obtido na
fracdo extraida com solvente de alta polaridade, isto indica que o componente(s)
marjoritario(s) do extrato possui alta polaridade.

Tabela 9: Fracdes obtidas do extrato etandlico de Aspidosperma
eteanum em cromatografia de coluna aberta.

Fracdes Massa Rendimento (%)
(9)
FR1 0,0084 0,04
FR2 0,0750 0,37
FR3 0,6674 3,33
FR4 0,3338 1,66
FR5 0,0610 0,30
FR6 6,4180 32,09

Como a CCD e o teste de precipitacdo sdo técnicas de baixa sensibilidade,
em geral utilizadas em analises preliminares para identificacdo de possiveis
componentes da amostra, na qual substancias em baixas concentracdes no extrato
e/ou fragcdes podem ndo ser detectadas, o EEAE, FrHex, FrDcm, FrAcoEt, FrMeOH,
Fr38-40, e as fracoes de maior rendimento, obtidas na por meio da cromatografia de
coluna aberta de filtracdo, FR3 e FR6 foram analisadas em CLAE-DAD, para avaliar
se 0s espectros possuiam absorbancias sugestiva de alcaloides, flavonoides e
cumarinas, também selecionou-se 0s espectros dos compostos que apresentaram
um pico mais intenso.

Dentre os picos com maior intensidade selecionados em cada uma das
amostras testadas, foi possivel notar que o EEAE, fracdo FrHex, fracdo FrDcm,
fracdo AcoEt e a fracdo FrMeOH apresentaram um pico majoritario, com tempo de
retencdo em 11,277; 11,061; 11,073; 11,085 e 10,984min respectivamente, com
Amax de 237,9; 274,5 e 370,8nm e area de 73,41% no EEAE; 237,9; 275,7 e
373,2nm e 24,13% de area na fracdo FrHex; de 237,9; 275,7 e 374,4 com area de
40,15% na fracdo FrDcm; Amax 237,9; 275,7 e 375,6 e area de 14,49% na fracéo
FrAcoEt e Amax de 236,7; 275,7 e 373,2 e area igual a 54,11% na fragdo FrMeOH
(Figura 22). As similaridades entre os tempos de retencdo e Amax indicam tratar-se
de uma substancia de alta polaridade presente no extrato e nas fracoes obtidas por
extracdo sob refluxo. A F38 apresentou pico majoritario com tempo de retencao de
25,851 min, 46,42% de area e Amax 216,7; 338,8 e 375,6nm sugerindo a presenca
de uma substancia de média polaridade (Figura 23).
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Condicgdo: coluna LiChrospher 100, C-18, 5um (125 x 4 mm), fluxo= 0,5 mL/min, temperatura 40°C.

Fase movel: t= 0 min: 95% de H20 + 0,1% ac. Fosforico e 5% de Acetronitrila, t=60 min: 5% H20 + 0,1% ac. Fosfdrico 5% e 95% de
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O pico majoritario da fragdo FR3 com tempo de retencdo em 46,251
apresentou Amax de 227,6 e 259,5 (Figura 24A) referente a um composto de media
polaridade e o pico obtido em 30.320 com Amax de 233,5 e 283,2 (Figura 24B)
apesar da pequena area e portanto baixa concentracdo na fracdo, o mesmo foi
destacado na figura abaixo porque assemelha-se com o espectro ultravioleta do
alcaloide indolico Razina (Figura 24A). Este alcaloide indolico ja foi isolado em
espécies da familia Apocynaceae tais como a Rhazya stricta (Akhgari et al. 2015) e
apresenta Amax.227, 279 e 291 similares ao obtido na fracdo FR3 (Figura 24A).

A fracdo FR6 apresentou pico marjoritario no tempo de retencao de 1,591 e
AMmax 212,3; 271,4 e 376,1 (Figura 23-B) de espectro ultravioleta semelhante ao
apresentado nas fraces extraidas a partir do extrato sob refluxo.
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Figura 22: Cromatograma das fracdes FR3 e FR6 obtidas por
coluna de cromatografia aberta de filtracdo a partir do extrato
etandlico de Aspidosperma eteanum e seus espectros em
ultravioleta.
Legenda: A. Fracdo FR3; B. Fracdo FR6
Condic&o: coluna LiChrospher 100, C-18, 5um (125 x 4 mm),
fluxo= 1,0 mL/min, temperatura 40°C.
Fase mével: t= 0 min: 95% de H20 e 5% de Acetronitrila, t=2
min: 95% H20 e 5% de acetronitrila, t=60 min: 100% de H20.
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Figura 23: Espectros em ultravioleta do
alcaloide indolico Rhazine.

Legenda: A - Acaloide indolico Rhanzine
isolado de Rhazya stricta por Akhgari et al
(2015); B — Espectro em ultravioleta obtido a
partir do fracionamento do extrato de
Aspidosperma eteanum.

A analise por LC-MS da fragdo FAAE (Figura 27A) revelou o ion molecular
m/z 353.28 [M+H]" o que reforcou a hipotese da presenca do alcaloide Rhazina
(Figura 26) nesta fracdo. A fragmentacédo desse ion (Figura 27B) originou o ion de
m/z 335,18 relativo a perda de 18 unidades de massa referentes a uma molécula de
agua (H.O; Figura 28), o ion de m/z 321,36 apds perda de 32 unidades de massa
sugestivo da perda de uma molécula neutra de metanol (CH3OH, Figura 28), e o ion
de m/z 321 apos perda de 30 unidades de massa (referentes uma molécula de
aldeido; Figura 28) gera o ion de m/z 291,25. Ainda podemos ver a perda de 209
unidades a partir do ion-molecular (353) gerando o fragmento em m/z 144 relativo a
retro Diels-Alder (Figura 28). No entanto o alcaloide apresentou area pequena no
cromatograma (Figura 24A) indicando que o teor do mesmo €&, provavelmente, muito

reduzido o que inviabilizou seu isolamento.

|
N
H

Figura 24: alcaloide Rhazina.

67



11-Jan-2018 11:18:13

MILENA_F_ALG_AE_SCAN+ 1 (D.005) Scan ES+

100 283.29 25087
202,19 A
Ed
299.30
368,26
42932
@13.26
35328
29930
28,99 - 43035
203.20 281.11
24
o0z P28 175.17. 18893 505 0o 280,91 1“3'-3‘3 sy
: s . h 537.68

o A d ”L‘.'-"l.l‘ i ".E:‘ﬁe vy oy S e SR 1

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
11-Jan-2018 11:40:13
MILENA_F_ALC_AE_FILHO353 1 (0.005) Daughters of 353ES+
100+ 35324 1.2185

144.15
*
166.08
158.12 20125
2530635349
170.21 23120 307.21321.36
] 27743
132.17 "o 5356
66.83 9514 10535 179.87193.11 sansg |23814 28402 . 335.18
‘ aTd ‘ l ‘ [ | 220.08 ‘ 2es.02 ‘ l 20343 ‘:5._33

S 1 0T T O
G0 [=]i] 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
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Legenda: A - Espectro de massa de ion totais no modo positivo de ionizacdo da fracdo de alcaloides;
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Para avaliacbes mais detalhadas, o EEAE, a FrMeOH (que obteve maior
rendimento dentre as fracGes obtidas na extracdo sob refluxo) foram submetidas a
analise em RMN.

Tanto o espectro de RMN 1H do EEAE quanto o da FrMeOH apresentaram
sinais entre 3,00 e 4,50 ppm sugestivos de acUcares (Figura 29; 30). Os espectros
de RMN 1H de agucares séo caracterizados por um sinal multipleto em & 3,50-4,50
referentes aos hidrogénios carbindlicos do composto. O intervalo para o0s
hidrogénios da hidroxila dos alcoois (-C-O-H) presentes nos acucares € variavel e
pode prolongar- se de & 2,5 a 5,0. Os ésteres sao geralmente encontrados no
mesmo & que a maioria dos alcoois (3,5-4,5; MCMURRY, 1996; KEHLBECK et al.
2014.
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Diferentes acucares podem estar presentes no EEAE e fracdo FrMeOH. De
acordo com Kehlbeck et al. (2014), sinais de acucares como a glicose, frutose e
sacarose, isoladamente ou em mistura, apresentam sinais semelhantes de
multipletos entre & 3,0 e 4,5 ppm e sinais entre d 4,7 e 5,5ppm assim como os sinais

apresentados nos RMN do EEAE e fracdo FrMeOH (Figura 29; 30; 31; 32).
OH OH OH O
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Figura 29: Estrutura quimica de acUcares. A) glicose; B) frutose e C)

sacarose.
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Figura 30: Espectro de RMN 1H da sacarose (sucrose) e seus acgucares
componenetes, glicose (glucose) e frutose (fructose), obtidos em 400MHz.

Fante: Kehlheck et al (2014).

AcUcares sdo comumente encontrados em plantas, pois sdo componentes
criticos para o metabolismo geral. Esses produtos primarios da fotossintese afetam a
maioria, se nao todos, os processos em células vegetais, fornecendo esqueletos

para compostos organicos e armazenando energia para reacdes quimicas
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(SMEEKENS, 2014). Apesar de servirem como metabdlitos primarios necessarios
para a producdo de compostos organicos essenciais a planta, os acucares também
servem como moléculas criticas de sinalizacdo em relacdo ao estado metabdlico
celular e a resposta ao estresse bibdtico e abidtico (ROLLAND et al. 2006;
LASTDRAGER et al. 2014). Os oligogalacturonideos, por exemplo, sdo acucares
componentes integrantes da parede celular que sob estresse bibtico por crescimento
de fungos ou danos mecanicos infligidos através de herbivoros, podem ser liberados
da parede celular por enzimas hidroliticas ativadas, servindo como moléculas de
sinalizagéo para provocar uma resposta de defesa na respectiva célula vegetal e nos
tecidos circundantes (FERRARI et al. 2013). A glicose também foi relatada como
uma molécula sinalizadora, ao regular positivamente a atividade da proteina alvo de
ripamicina responsavel por afetar diversos processos, incluindo a biossintese da
rafinose de acucar, glicélise e biossintese de sucrose e amido relacionados ao
estresse (DOBRENEL et al. 2013).

Outros estudos também descreveram a presenca de acglcares na casca de
arvores de regides tropicais. Regides como a Amazbénia possuem alta umidade, o
que propicia o desenvolvimento de fungos nas cascas das arvores, alterando os
niveis de acucares e de producédo de metabolitos secundarios como estratégias de
defesa (BENNETT e WALLSGROVE, 1994; MAKINO et al. 2009).

O carboidrato bornesitol também ja foi relatado no género de Aspidosperma
como carboidrato majoritario das cascas do caule de Aspidosperma cuspa (BEIRIGO
et al. 2008). A grande quantidade desse carboidrato em plantas tem sido motivo de
constantes investigacdes (ICHIMURA et al. 1999). L-Bornesitol ja foi detectado em 5
familias e seu papel fisiolégico ainda ndo estd bem claro (ICHIMURA & SUTO,
1999). Acredita-se que sua funcdo seja na contribuicdo de equilibrio osmotico
requerido na respiracdo e/ou manutencdo das paredes celulares, agindo assim,
como um osmorregulador (ICHIMURA et al. 1999). A grande quantidade dessa
substancia encontrada no caule de Aspidosperma cuspa pode esta relacionada ao
estresse as altas temperaturas (REDGWELL et al. 1990).

Com intuito de melhor analisar a composi¢ao do extrato, tento em vista que 0s
sinais de acucares interferem na deteccdo de outros compostos, realizou-se uma
particdo com agua, metanol e diclorometano. A premissa deste procedimento foi
separar os agUcares dos demais compostos, ja que estes sdo muito polares e,

portanto, ficariam retidos na fase aquosa, enquanto que os demais compostos se
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distribuiriam nas fracdes de diclorometano (FrLADcm; rendimento = 2,6 e fragdo
metandlica (FrLAMeOH; rendimento = 1,0%).

Quando analisadas em CCD a fracdo FrLADcm e a FAAE apresentaram
comportamento semelhante quando comparadas as demais fracfes obtidas do
EEAE, sendo apenas a FAAE positiva para alcaléides em dragendorff apesar de

ambas possuirem fluorescéncia azul em UV 365nm (Figura 33).

1. 2. 3 4 &5 6 7 8 9 1. 2 B % 56 7 8B 9

Figura 31: Andlise cromatografica em camada delgada do extrato etandlico e
fracBes de Aspidosperma eteanum.

Legenda: A: reveladas em UV; B: reveladas em reagente dragendorff; 1. Extrato
etandlico; 2. Fracdo Hexano; 3. Fracdo diclorometano; 4. Fragdo Acetato de etila; 5. Fracdo
metandlica; 6. Fracdo de alcaloides; 7. Fragcdo de neutro; 8. Fracdo livre de aglcar
diclorometano; Fracéo livre de aclcar metandlica

A fracdo FrLADcm que obteve maior rendimento (2,6%) foi escolhida para
nova avaliacdo por RMN (Figura 34). O sinal em & 0,87 ppm (d; 6,9 Hz) é atribuido
aos hidrogénios da metila; o sinal & 1,25 ppm (t, 6,6 Hz) referem-se aos hidrogénios
de grupos metileno das cadeias alifaticas; O sinal & 5,29ppm (s) aos hidrogénios
olefinicos e 0 & 3,95ppm (s) aos hidrogénios do grupo carbéxilo. O resultado sugere
a presenca de substancias derivadas de acidos graxos, mediante compara¢do com
0S sinais ja descritos na literatura para essa classe de metabdlitos, ndo sendo
observados sinais relacionados a alcaloides indolicos ou outros metabolitos
secundarios (Tabela 10; Figura 34; GUILLEN e RUIZ, 2001; COLLZATO et al. 2008).

Apesar dos resultados iniciais da analise por RNM, a expectativa deste

trabalho foi que Aspidosperma eteanum contivesse alcaloides indolicos. Desta
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forma, a fracdo FAAE foi submetida a andalise por e RMN, na qual também foram
observados sinais sugestivos de acidos graxos, assim como na fragdo da FrLAPDcm
(Tabela 10; Figura 35).

Tabela 10: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos encontrados no espectro de ressonancia
magnética 'H obtidos na fracéo livre de aclcares diclorometano (FrLADcm) e fracédo de
alcaloides (FAAE) obtidas do extrato etandlico de Aspidosperma eteanum aos seus
respectivos grupamentos quimicos segundo Guillén e Ruiz (2001).

Deslocamento

NUmero FrLADcm FAAE P Atribuicbes
quimico
(ppm)
1 0,87 (d; 6,9 Hz) - 0,90-0,80 -CHs grupos acil
2 1,25(t, 6,6 Hz) 1,25 (s) 1,40-1,15 -(CH2)n-grupos acil
3 - 1,75 (s) 1,70-1,50 -OCO-CH2-CHz-grupos
acil
4 - - 2,10-1,90 -CH2-CH=CH-grupos acil
5 5,29 (s) 5,29 (s) 5,35-2,20 -OCO-CH2-grupos acil
6 - - 2,80-2,70 =HC-CH2-CH=
7 3,95 (s) 3,95 (s) 4,32-4,00 -CH20COR- glicerol
8 - - 5,26-5,20 >CHOCOR
9 - - 5,40-5,26 -CH=CH- grupos acil
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A sintese de acidos graxos € a principal via metabdlica, essencial para a
funcdo de todas as células vegetais. Seus produtos servem como principais
constituintes das membranas celulares e em células especializadas, os &cidos
graxos ou seus derivados, podem agir como moléculas de sinalizacdo e sdo formas
importantes de armazenagem de carbono e energia (OHLROGGE, 1995). A
biossintese de lipideos em vegetais superiores ocorre durante o desenvolvimento da
semente, envolvendo o reticulo endoplasmatico e os plastidios. Desta forma, as
plantas possuem mecanismos especificos de exportacdo de lipideos para diferentes
compartimentos celulares ao contrario de outros organismos (OHLROGGE, 1995).

As gorduras e os 6leos existem principalmente na forma de triacilglicerois (acil
refere-se a porcdo de acido graxo) ou triglicerideos, nos quais as moléculas de
acidos graxos sao unidas por ligacdes ésteres aos trés grupos hidroxilas do glicerol
(Figura 36).

3
H-C—0—C—R
o HO - CH; ‘ o
// | i
3R-C + HO-CH, - H-C—0—C-R  +3H,0
\OH ‘ 1
HO - CH; H-C—0—C—R
|
H
A B (&

Figura 34: Constituicdo quimica dos triglicerideos.

Legenda: A) Acido Graxo; B) Glicerol; C) triglicerideo. R = radical

Os acidos graxos em plantas sdo normalmente acidos carboxilicos de cadeia
reta com um numero par de atomos de carbono. As cadeias de carbono podem ser
tdo curtas quanto de 12 unidades ou tdo longas quanto de 20, mas mais comumente
elas tém 16 ou 18 atomos de carbono de extenséo. Os principais acidos graxos nos
lipideos vegetais sdo mostrados na Tabela 11 (TAIZ e ZEIGER, 2012).
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Tabela 11: Acidos graxos comuns em tecidos de vegetais superiores.

Nome* Estrutura
Acidos graxos saturados
Acidos Laurico (12;0) CH3(CHz2)10CO2H
Acidos Miristico (14:0) CHs(CH2)12COzH
Acidos Palmitico (16:0) CH3(CH2)14CO2H
Acidos Esteérico] (18:0) CH3(CH2)16CO2H
Acidos graxos insaturados
Acidos Oléico (18:1) CHs3(CHz2)7CH=CH(CH2)7CO2H
Acidos Linoléico (18:2) CH3(CH2)sCH=CH-CH2-CH=CH(CHz)7COzH
Acidos Linolénico (18:3) CH3CH2CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)7CO2H

*cada acido graxo possui uma abreviacdo numérica. O numero antes dos dois pontos
representa o numero total de carbonos; o numero apos os dois pontos correspondem ao
numero de ligacbes duplas Fonte: Taiz e Zeiger, 2012.

A fracdo Fr38-40 (rendimento = 8%) também foi analisada em RMN 1H e
apresentou sinais em & 0,90 ppm (t, 6,6 Hz) referentes a hidrogénios da metila; em &
1,25 ppm (m) atribuido a hidrogénios de grupos metileno das cadeias alifaticas, o
sinal em & 3,49 ppm (s) que faz referencia aos hidrogénios do carbono do grupo
metoxila e os sinais em & 5,30 ppm (s) referente aos hidrogénios olefinicos. Estes
resultados assemelham-se com dados da literatura para ésteres metilicos no qual o
hidrogénio do grupo metileno apresenta sinal em 3,67 ppm, (S) e aqueles
relacionados aos hidrogénios olefinicos em 5,30-5,46 ppm (m), 1,22-1,42 ppm (m) e
0,98 ppm (t) (Figura 37; MELLO et al. 2008).
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Quanto a acado biologica de acidos graxos, varios estudos relataram que
estes compostos possuem poderosas propriedades antimicrobianas. Eles podem
inativar fungos e bactérias, incluindo o0s agentes patogénicos Listeria
monocytogenes, Vibrio cholera, Neisseria, gonorreia, Chlamydia trachomatis,
Helicobacter pylori, Escherichia coli e cepas de Staphylococcus e Streptococcus
(PETSCHOW et al. 1998; BERGSSON et al. 1999; SADEGHI et al. 1999; SUN et
al. 2003), e agirem contra uma variedade de virus, como o virus de herpes
simples tipo 2 (HSV-2; ISAACS E THORMAR 1991; ISAACS et al. 1994; KIM et
al. 1994; THORMAR et al. 1994; NEYTS et al. 2000). Além de possuirem acéo
antiparasitaria como a do acido dodecandico (nome comum: &cido laurico), que
apresentou atividade anti-giardial, com uma concentragdo de DLsy comparavel
para o metronidazol, por provavel indu¢do da morte de trofozoitas por acumular-
se dentro do citoplasma de parasitas, resultando em ruptura da membrana celular
(RYAN et al. 2005).

Um estudo também relatou a atividade de &cidos graxos poliinsaturados
como o acido docosaexaendico, acido eicosapentaendico, acido araquiddnico e
acido linoleico contra cepa de Plasmodium falciparum causando inibicédo
significante do crescimento in vitro do plasmédio e reducdo de parasitemia e
anemia em ratos infectados com Plasmodium berghei. Esses acidos graxos,
também demonstraram ativar neutréfilos e outras células efetoras para o aumento
da morte de parasitas da malaria. Os resultados apontaram que 0s ésteres
metilicos dos acidos graxos eram tdo potentes quanto os acidos livres na morte
do parasita, ndo demonstrando toxicidade para os globulos vermelhos normais
(RBC) ou células de glébulos vermelhos parasitados (PRBC) e n&o induziram
hemolise (KUMARATILAKE et al. 1992).

O estudo posterior de Kumaratilake e colaboradores (1992) relatou o efeito
antiplasmaodico de uma série de &cidos graxos contra cepa de P. falciparum.
Neste trabalho, o acido oleico (9-18: 1) foi o0 acido graxo mais inibitério com uma
Clso de 23 pg/mL, o acido linoleico (9,12-18: 2) apresentou Clso de 76 ug/mL e o
acido linolénico (9,12,15-18: 3) mostrou apenas uma Clsg de 92 pg/mL. Os
autores nao foram capazes de apresentar um mecanismo antiplasmadico razoavel
para explicar suas observagdes, mas concluiram que estes acidos graxos nao
inibiam o crescimento parasitario induzindo peroxidacdo lipidica, pois nao

promoviam dano oxidativo as membranas das células infectadas
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(KUMARATILAKE et al. 1995).

Em 2005, um acido graxo de ocorréncia natural, denominado &cido
scleropirico, foi isolado dos galhos de Scleropyrum wallichianum e exibiu boa
atividade antiplasmddica (Clsp = 7,2 ug/mL) contra uma cepa resistente a multiplos
farmacos de Plasmdium falciparum. Esses resultados sao importantes, pois
ressaltam o potencial de acidos graxos como agentes antimalaricos (SUKSAMRARN
et al. 2005).

A biossintese de acidos graxos é fundamental para o parasita na medida em
gue 0s acidos graxos sdo0 necessarios para membranas celulares, como fonte de
energia, desempenham um papel fundamental na transducéo do sinal, bem como na
acilacdo das proteinas e sdo necessérios para o crescimento, diferenciacdo e
homeostase do Plasmodium falcipirum e sabe-se que a biossintese lipidica é
elevada durante as fases eritrocitarias do parasita (CABALLEIRA, 2008).

Existem varias enzimas responsaveis pela biossintese de acidos graxos em
Plasmodium falciparum, bem como um esquema biossintético de acidos graxos tipo
Il tipico (Figura 38). O Plasmodium falciparum contém o apicoplasto, onde varios
processos metabdlicos vitais ocorrem, como por exemplo, a biossintese de isopreno
e de acidos graxos. No entanto, a biossintese de acidos graxos que ocorre no
apicoplasto € diferente da biossintese de 4cidos graxos normalmente encontrada em
humanos ou em outros eucariotos superiores. Os eucariotos superiores
normalmente usam um sistema de sintese de acido graxo do tipo | (FASI), onde
cada etapa biossintética de acido graxo é catalisada por uma Unica proteina com
multiplos dominios. Por outro lado, no apicoplasto, um sistema de sintese de acido
graxo tipo Il (FASII) é operativo, onde cada via biossintética de acido graxo é
realizada por uma enzima codificada por um gene diferente (WALLER et al. 1998). O
sistema FAS Il é ausente em humanos, mas € comum em bactérias e algas
(TASDEMIR, 2006). Se houver uma interferéncia no sistema FAS do tipo Il do
plasmaodio, seria possivel destruir o parasita sem prejudicar o hospedeiro humano.
Portanto, esta via biossintética incorpora varias enzimas que podem ser inibidas por
farmacos. Entre essas enzimas, a enzima enoil-ACP redutase (enzima PfFabl) tem
sido particularmente preferida para a inibicdo e a intervencdo quimica pois é
evidente que esta enzima desempenha papel vital para o plasmodio sendo um bom

alvo para o tratamento da malaria.
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Figura 36: Biossintese de 4cidos graxos tipo Il.

Legenda: ACC: acetil-CoA carboxilase, ACP: proteina transportadora de acilo, FabD: ACP
transacilase, FabH: b-cetoacil-ACP-sintase Ill, FabG: b-cetoacil-ACP-redutase, FabA: b-
hidroxidecanoil-ACP desidratase/isomerase, FabZ: b-hidroxiacil- ACP desidratase, Fabl: enoil-ACP
redutase, FabB: b-cetoacil-ACP sintase |, FabF: b-cetoacil-ACP-sintase II.

A Escola de Farmacia da Universidade de Londres desenvolveu a primeira
abordagem de rastreio antimalarico baseada no alvo FAS do tipo I, utilizada no
campo da pesquisa de produtos naturais (TASDEMIR, 2006). Este protocolo de
triagem foi aplicado aos acidos graxos marinhos mais incomuns da esponja Agelas
oroides nas formas do estagio sanguineo da cepa K1 multirresistente de
Plasmodium falciparum (TASDEMIR et al. 2007). Neste bioensaio, a fracdo contendo
0s acidos graxos de cadeia longa apresentou consideravel atividade antiprotozoaria
(Clsps =12-16 Ig/mL).

Esses mesmos acidos graxos também foram testados simultaneamente
para atividade enzimatica inibitoria na enzima Fabl recombinante de Plasmodium

falciparum (PfFabl), para determinar se a atividade antiplasmodial, pelo menos em

N s g

Escherichia coli e purificada como descrito por Perozzo (PEROZZO et al 2002). O
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ensaio enzimatico emprega crotonil-CoA como substrato e na presenca de NADH,
o Fabl reduz a ligacdo dupla conjugada para produzir butiril-CoA. Na presenca de
um inibidor de Fabl, a oxidagcdo de NADH em NAD+ ser& afetada (TASDEMIR et
al. 2007). Esta transformacdo  enzimatica pode  ser  seguida
espectrofotometricamente durante 1 min e os valores Clsy determinados a partir
das curvas dose-resposta. Os resultados demonstraram que os &acidos graxos
marinhos foram bons inibidores (Clsps = 0,35ug/ml) da enzima Enoyl-ACP
redutase (Fabl) de Plasmodium falciparum que catalisa a etapa final de reducédo
do ciclo de alongamento da cadeia de &acidos graxos. Este achado demonstrou,
pela primeira vez, que os &cidos graxos podem inibir a enzima Fabl do P.
falciparum, que parece ser o potencial alvo intracelular dos &cidos graxos. Além
disso, o estudo para avaliar a citotoxicidade desses acidos graxos em células de
mamiferos em células L6 de mioblastos esqueléticos de ratos indicou que estes
acidos graxos podem ser (teis contra o parasita sem causar danos ao hospedeiro
(TASDEMIR et al. 2007).

5.3 ATIVIDADE ANTIPLASMODICA

Para a atividade antiplasmodica foram selecionadas as seguintes amostras:
0 extrato etanolico obtido das cascas de Aspidosperma eteanum - EEAE, as
fracbes obtidas por extracdo sob-refluxo - FrHex, FrDcm, FrACoEt e FrMeOH,
fracoes resultantes da extracdo acido-base — FAAE e FNAE e fracoes da particdo

para retirada de acucar FLADcm e FLAMeOH.

O EEAE apresentou uma Clsg superior a 50 pyg/mL (Tabela 12) e, portanto
pode ser considerado inativo. A permissa inicial deste trabalho foi que a atividade
antimalarica atribuida a esta planta estaria relacionada aos alcaloides que séo
considerados marcadores taxondmicos da espécie e cuja relagdo com a atividade
bioldgica tem sido descrita (FREDERICH et al. 2008; MBEUNKUI et al. 2012;
PAULA et al. 2014), no entanto, os estudos cromatograficos ndo detectaram a
presenca de alcaloides no extrato, por isso o extrato foi submetido a diferentes
métodos de fracionamento para a obtencdo de fragdes ricas em alcaloides, pois
estudos demonstraram que o fracionamento contribuia para o aumento da
atividade biolégica (PAULA et al. 2014) .

As fracBes extraidas sob-refluxo obtidas com solventes de baixa e média
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polaridade - FrHex, FrACoEt e FrDcm - foram moderamente ativas com Clsg igual
a 19,26; 20,73 e 17,41 respectivamente em clone W2, no entanto a fragcdo de
maior polaridade (FrMeOH) demonstrou pouca atividade com Clsg= 43,83 pg/mL
(Tabela 12) contra o clone de Plasmodium falciparum, o que demonstra que a(s)
substancia(s) responsavel (is) pela atividade pode ser uma substancia de baixa ou
média polaridade e que provavelmente ndo € o constituinte majoritario do extrato
ja que a fracdo FrMeOH foi a que obteve o maior rendimento no estudo
fitoquimico (93,59%) .

Dentre as fracdes provenientes do método extrativo acido-base, a fracdo de
alcaloides — FAAE apresentou maior atividade que a fracdo de néutrons — FNAE
com Clsg =7,6 ug/mL e Clsg =10,09 ug/mL (Tabela 12). Os estudos fitoquimicos
demonstraram que a FAAE foi positiva para alcaloides quando revelada em
Dragendorff. A coluna cromatografica realizada com 20g do EEAE revelou
espectro de massa indicativo da presenca do alcaloide inddlico Rhazina, no
entanto, a analise em RMN nédo apresentou sinais de alcaloides e demonstrou que
0 componente majoritario de FAAE é provavelmente um acido graxo assim como
a coluna realizada para o isolamento de substancias levou ao isolamento de acido
graxo. Como os demais estudos cromatograficos das fracbes com maiores
massas hao permitiram a deteccdo do alcaloide, sugere-se que este deve ser
minoritario na FAAE. Mediante estudos que revelaram a atividade antiplasmédica
de &cidos graxos provenientes de plantas (KRUGLIAKE, 1995), a atividade desta
fracdo pode estar relacionada ao acido graxo ou a Rhazina ou a um efeito

sinérgico entre as duas classes.

Com relacéo as fracdes obtidas na particdo para retirada do aclcar, a fragéao
de menor polaridade FLADcm, dentre as obtidas por esse método de
fracionamento, apresentou maior atividade entre todas as fragbes testadas com
Clso = 1,91pug/mL (Tabela 12) ao passo que a FLAMeOH apresentou atividade
moderada. Novamente, nota-se que a fracdo de menor polaridade obtida por este
método de extracdo possui maior atividade antiplasmodica, o que reforca a
hipotese de que a atividade antiplasmoddica desta planta esteja relacionada a
uma(s) substancia(s) de baixa ou meédia polaridade.
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Tabela 12: Concentracéo inibitéria de 50% do crescimento do clone W2 de
Plasmodium falciparum do extrato e fracdes de Aspidosperma eteanum.

Fracao Clso (ug/mL) Atividade
EEAE 250,00 Inativa
FrHex 19,26 Moderadamente ativa
FrAcoET 20,73 Moderadamente ativa
FrDcm 17,41 Moderadamente ativa
FrMeOH 43,83 Pouco ativa
FNAE 10,09 Moderadamente Ativa
FAAE 7,60 Ativa
FLADcm 1,91 Ativa
FLAMeOH 22,04 Moderadamente Ativa
Cloroquina 0,135 Muito ativa

Legenda: EEAE - Extrato etandlico; FrHex - Fracdo Hexano; FrDCm - Fracdo
diclorometano; FrACoET - Fragdo acetato de etila; FrMeOH - Fragcdo metandlica;
FNAE - Fracdo de neutro; FAAE - Fracdo alcaloidica; FLADcm — Fracéo livre de
acucar diclorometano; FLAMeOH - Fracgédo livre de acUcar metandlica.

Portanto, o estudo da atividade bioldgica de Aspidosperma eteanum
demonstrou que o fracionamento aumentou a atividade antiplasmdédica sendo as
fracbes de baixa e média polaridade as mais ativas. Os estudos fitoquimicos
demonstraram que os alcaloides podem estar presentes na planta, mas em baixa
concentragdo e que 0s agUcares e compostos graxos sao provavelmente o0s
constituintes majoritarios do extrato. Quando se correlaciona os resultados obtidos
nos estudos fitoquimicos e de atividade biolégica é possivel perceber que a(s)
substancia(s) responsavel(is) pela atividade antiplasmddica, por estar diretamente
relacionada a fracdbes de menor polaridade, pode(m) tratar-se de um(s)
composto(s) graxo(s) tal como o éster metilico detectado neste estudo.
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6. CONCLUSAO

Os estudos farmacognésticos demonstraram que a o po de Aspidosperma
eteanum est4 de acordo com os parametros preconizados pela Farmacopéia
Brasileira V ed. (2010). Os estudos fitoquimicos revelaram que acucares e
compostos graxos sdo 0s compostos majoritarios do extrato e que os alcaloides
apresentam-se em baixa concentracdo na espécie.O processo extrativo
influenciou na atividade biolégia sendo as fragcbes FAAE e FLADcm as de maior
atividade, quando se relacionam os achados fitoquimicos e biolégicos é possivel
concluir que a atividade antiplasmédica da espécie pode ndo estar relacionada a
alcaloides e sim a presenca de outros compostos presentes no extrato tais como
os acidos graxos que foram observados neste estudo.
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