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RESUMO

PINA, N.P.V. Fitoquimica e atividade antiplasmodica de Siparuna poeppigii
(Tul.) A. DC. (Siparunaceae). 102 f. Dissertacdo de Mestrado, Programa de P0s-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2016.

Na Ameérica Latina, o uso de plantas do género Siparuna é indicado no tratamento
de febres e maléria, a atividade antiplasmodica de algumas espécies ja foi
comprovada, o que motivou o estudo S. poeppigii, nativa da Amazoénia. Este trabalho
visa analisar a fitoquimica, a atividade antiplasmédica e a citotoxicidade de extratos
e fracBes de S. poeppigii. De folhas e cascas do caule de um exemplar coletado em
Belém, Para, foram preparados extratos em etanol (EESPC e EESPF) e a
separacdo de alcaloides foi realizada por extracdes acido-base (SPC-B e SPF-B;
SPC-C e SPF-C). Os extratos etandlicos foram submetidos a re-extracfes por
refluxo com solventes de polaridades crescentes resultando nas fragbes hexano-
diclorometano (HEX-DCM), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol
(MeOH). Andlises fitoquimicas por UPLC-DAD e cromatografia em camada delgada
(CCD) foram efetuadas com os extratos e fracdes. As fracbes Hex-DCM, AcOEt e
MeOH foram submetidas a fracionamentos cromatograficos em colunas de silica gel
(CCS). A atividade antiplasmddica dos extratos e fracdes foi avaliada frente a cepa
W2 de P. falciparum cloroquina-resistente pelo método de quantificacdo da lactato
desidrogenase (pLDH), nas concentracdes de 50 pug/mL e 25 pug/mL. Para as fracdes
mais ativas determinou-se a concentragdo Inibitéria de 50% (Clso) € a concentracao
citotoxica de 50% (CCso) em células HepG2 pelo método do MTT, nas
concentracbes de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,6 pg/mL para Clso e 1, 10, 100 e
1000ug/mL para CCso. Os dados permitiram calcular o indice de seletividade (IS) de
cada fracdo. A prospeccdo por CCD foi positiva para geninas e heterosideos
flavbnicos, saponinas, alcaloides, triterpenos e esteroides. A CCS de SPC-B permitiu
a obtencéo das fracbes 5-8, 43-44, 61, 67-68, 95-97 e 84-88, consideradas ativas
com Clso de 5,95; 12,44; 14,32; 22,58; 22,67 pg/mL, respectivamente. Todas as
fracOes ativas foram nao citotoxicas, sendo os melhores IS das fracdes 5-8 (43,32) e
95-97 (>44,11). Estas fracdes ativas e a Fr 16 AcOEt (obtida da CCS da Fr AcOEt),
foram caracterizadas por UPLC-ESI-MS sendo identificados os alcaloides reticulina
e anonaina na Fr 16 AcOEt. As fracOes 84-88 e 111 foram re-cromatografadas em
colunas de alumina e sephadex LH20, respectivamente obtendo-se substancias SP-
1 e SP-2. A analise por UPLC-DAD das amostras EESPC, EESPF, SPC-B e SPF-B
revelou predominio de um pico no tempo de retencéo (TR) 6,5 min, com Amax 267 e
346 nm, sugestivo de cromoforos de flavonoides. A substancia SP-1 exibiu pico
(74% de area) no TR 3,6 min e UV com Amax 255 e 276 nm, compativel com UV
online da liriodenina auténtica. SP-2 exibiu pico majoritario (90%) no TR 2,6 min e
Amax 282 nm. As fracOes de alcaloides SPF-B e SPC-C foram ativas, com Clso 12,41
e 6,99ug/mL. Este trabalho relata dados inéditos de fitoquimica e atividade
antiplasmodica da espécie S. poeppigii bem como a identificacdo da liriodenina,
responsavel, em parte, pela atividade antiplasmaddica da espécie.

Palavras-chave: alcaloides; plantas medicinais; Siparuna poeppigii.
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1 INTRODUCAO

A malaria é uma doenca causada por parasitos do género Plasmodium, cujos
vetores sdo mosquitos do género Anopheles. As espécies que parasitam o homem
sao P. malariae, P. ovale, P. knowlesii, P. falciparum e P.vivax (PRADO et al. 2014).

A maléria atinge a populacdo desde tempos remotos e constitui, atualmente,
um problema de saiude mundial. Em 2013, foram notificados 198 milhdes de casos
de malaria no mundo, sendo 584.000 o6bitos (WHO, 2014). Segundo o Ministério da
Saude, as infec¢des por Plasmodium vivax predominaram no periodo de 2000 a
2011, atingindo 78,7%, seguido pela infeccdo por P. falciparum, que apresenta
caracteristicas mais graves (WHO, 2015), com 12% dos casos notificados no Brasil
(BRASIL, 2013). Na Amazobnia legal, no ano de 2013, foram notificados 177.722
casos de maléaria, a maioria no Estado do Amazonas (BLUME, 2014).

O arsenal quimioterapico disponivel para tratamento da malaria atua nas
formas eritrociticas assexuadas do Plasmodium, denominados esquizonticidas
sanguineos, a exemplo da cloroquina, quinina e mefloquina. Esta etapa do ciclo
coincide com a manifestacdo de sinais e sintomas caracteristicos, como febre e
tremores. Novos antimalaricos promoveram significativas reducdes de
morbimortalidade, no entanto as pesquisas de novos medicamentos ndo avangam
em igual velocidade aos casos de resisténcia a quimioterapia disponivel. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, nas areas entre Camboja e Tailandia, ha casos de
resisténcia a mdultiplos antimalaricos (WHO, 2014). Portanto, ressalta-se a
importancia e urgéncia em descobrir novos farmacos contra esta doenca (LEITE,
2013).

Plantas medicinais contribuiram para a descoberta de antimalaricos, a
exemplo da quinina, o primeiro farmaco antimalarico, fato que torna a busca por
produtos naturais ativos uma estratégia promissora (MARIATH et al. 2009). Neste
contexto, o género Siparuna abrange varias espécies que, segundo informacdes
etnofarmacoldgicas, sdo empregadas no tratamento da maldaria, variando-se as
espécies e o modo de preparo, conforme a localidade e o pais (JENETT-SIEMS et
al., 1999). S. poeppigii, também conhecida por S. amazodnica, € uma espécie pouco
estudada quanto a fitoquimica e efeitos bioldégicos, mas empregada empiricamente
para tratar febres e malaria (VIGNERON et al. 2005).



14

Diante do exposto, prop0s-se realizar o estudo fitoquimico de S. poeppigii e
avaliar as atividades antiplasmodica e citotoxica de diferentes extratos, e fracdes e
substancias isoladas frente a cepa de P. falciparum W2 e células HepG2, visando
contribuir para a pesquisa de plantas da Amazonia empregadas no tratamento de

febres e maléria.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MALARIA

As doencas transmitidas por artropodes séo as principais causas de morbi-
mortalidade em paises de areas tropicais e subtropicais (KARUNAMOORTHI et al.,
2013). A malaria, em especial, compreende um risco de infec¢do para 3,3 bilhdes de
individuos. Um total de 198 milhGes de casos foram confirmados em 2013, sendo
que 78% destas infeccbes ocorreram em criangas com menos de 5 anos, na Africa
(WHO, 2014). A Figura 1 mostra os casos confirmados de maléria, em cada 1000
habitantes, no mundo, em 2013, observando-se a predominancia no continente
africano. Com relacdo ao numero de 6bitos (564.000) no mesmo ano, observou-se
uma reducdo na mortalidade em 47% quando comparado ao ano de 2000, com

tendéncia a reducdo progressiva nos préximos anos (WHO, 2014).

£

Confirmed malaria cases per 1000 population

|l 10-50 0.1-1 No ongoing malaria transmission
B 50-100 1-10 0-0.1 Not applicable Source: National malaria control pragramme reports

Figura 1- Casos confirmados de malaria em cada 1000 habitantes no mundo, 2013
Fonte: (WHO, 2014)

No Brasil, a malaria é endémica na Amazonia Legal onde foram notificados
139.276 casos autoctones, em 2014. Destes, a maioria, 65.542, ocorreu no estado
do Amazonas, seguido pelo Acre, Amapa e Para (SIVEP- MALARIA, 2015). A
infecg@o por P. vivax predomina na Amazonia legal com 119.773 casos notificados
em 2014 (SIVEP- MALARIA, 2015). Contudo, a infec¢cdo por P. falciparum
predomina nas areas de fronteira do Acre e regido oeste do Para (BLUME, 2014),

conforme observado na Figura 2.



16

Oiapogus,

Calggene
jaalzinho

é Por

. °
Medicilindia ~ @
is

Novo Reg

Caravari ° Novo Aripuand
Tapavd Manicoré

5 Lajeado Novo
Séo Félix do Xingu «

Cumaru do Norte

Rosdrio Oeste

Excluidas LVC. Nio falciparum inclui infecgdes por P.vivax, P.malariae, P. ovale e resultados de TDR ndo falciparum. Fonte: SIVEP-MALARIA/SVS - Ministério da Satde

Figura 2 — Distribuicao de infec¢bes por Plasmodium falciparum na Amazénia, em 2013
Fonte: BLUME, 2014

Na Amazodnia também se observou queda de 27% no numero de notificacdes,
em 2013, quando comparado ao ano anterior (BLUME, 2014). A reducdo no nimero
de casos se deve a iniciativas como a implantacdo do Plano de Intensificacdo das
Acdes de Controle na Amazénia, Programa Nacional de Prevencdo e Controle da
Malaria (PNCM), entre outros, que visam a prevencdo e o controle da doenca no
pais (BRASIL, 2003). Atividades de monitorizacdo dos casos de resisténcia a
quimioterapia antimalarica séo realizadas pela AMI/RAVREDA (Amazon Malaria
Initiative/ Amazon Network for the Surveillance of Antimalarial Drug Resistance) que
tem como integrantes Brasil e outros paises das Américas Latina e Central (PAHO,
2015). Além da monitorizacdo ha, também, a distribuicdo gratuita do tratamento
medicamentoso e rapidez no diagnéstico (BRASIL, 2003).

A sintomatologia da maléaria pode apresentar quadros clinicos variaveis, em
funcdo da espécie do parasito, tempo de infeccdo e quantidade de parasitas
circulantes, entre outros. O individuo infectado apresenta episédios de febre e
calafrios intermitentes a cada 6 ou 12 horas, cefaleia, nauseas, vomitos, diarreia e
mialgia (BRASIL, 2010; FRANCA; SANTOS e VILLAR, 2008).

Para o tratamento da malaria deve-se levar em consideracdo a espécie de

Plasmodium infectante, a idade do paciente, bem como seu histérico de infeccéo,
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condi¢fes patoldgicas associadas, entre outros fatores, em virtude da toxicidade dos
medicamentos e particularidade nos esquemas terapéuticos (BRASIL, 2010 a).

O ciclo de infeccdo humana inicia-se através do repasto sanguineo das
fémeas do mosquito Anopheles spp. na pele, inoculando o0s esporozoitos na
corrente sanguinea. Seguindo para os hepatécitos, 0os esporozoitos se multiplicam
estabelecendo o ciclo pré-eritrocitico. Os hepatécitos sdo rompidos e liberam
merozoitos na circulagdo sanguinea, iniciando o estagio assexuado do parasita. Em
seguida invadem as heméacias, dando inicio a esquizogonia sanguinea ou ciclo
eritrocitico, conforme Figura 3. Nessa fase evidenciam-se o0s sintomas da malaria
(BRASIL, 2010 a; BOUSEMA et al. 2014). Uma fracdo de merozoitos adquire a
forma sexuada, os gametocitos, que sdo as formas de transmissdo de humanos
para 0s mosquitos vetores. Os gametocitos imaturos sao sequestrados pela medula
O0ssea e 0s maduros vao para a circulacdo periférica. A proporcdo de gametécitos
maduros no sangue periférico € geralmente menor que 100 gametoécitos/uL de
sangue (BOUSEMA et al. 2014).
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Figura 3- Ciclo biolégico do Plasmodium falciparum.
Fonte: Bousema et al. 2014

O P. falciparum desenvolve no hospedeiro intermediario uma forma mais
virulenta da doenca, fator agregado ao desenvolvimento de resisténcia,
caracterizando esta espécie como uma das ameacas a saude publica global
(PINHEIRO et al. 2013).
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2.1.1 A contribuicdo de plantas medicinais para a quimioterapia antimalarica

O género Cinchona sp., pertencente a familia das Rubiaceas, foi a primeira
fonte de matéria-prima para obtencdo do p6 das cascas e raizes cuja infusao,
utilizada por indigenas do Peru, era eficaz no tratamento da maléaria (OLIVEIRA e
SZCZERBOWSKI, 2009). Em 1820, a quinina (1, Figura 4) foi identificada como a
substancia ativa de Cinchona sp e constituiu o primeiro farmaco antimalarico
(PAULA, 2014). A atividade deste farmaco baseia-se no bloqueio da polimerizacéo
do subproduto téxico da degradacdo da hemoglobina levando a morte do parasita
(KARUNAMOORTHI et al. 2013).

Na década de 1940, a cloroquina (2, Figura 4), uma quinolina sintetizada na
Alemanha, foi introduzida na terapéutica da malaria. Seu uso extensivo resultou na
selec@o de parasitos resistentes, inicialmente, na década de 1960, na Colémbia, e
atualmente em todos os paises endémicos (PAULA, 2014). Posteriormente, foram
desenvolvidas outras quinolinas sintéticas como a mefloquina(3, Figura 4), um
quinolinometanol (SILVA et al. 2005).

OH

Figura 4- Estruturas quimicas de antimalaricos
Legenda:1- quinina; 2 — cloroquina; 3 — mefloquina; 4- artemisinina
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A artemisinina (4, Figura 4), uma lactona sesquiterpénica com uma ponte
peréxido, é a substancia antimalarica da Artemisia annua L (Asteraceae), de uso
milenar na medicina tradicional chinesa. A artemisinina € produzida em larga escala
desde a década de 1990 (KARUNAMOORTHI et al. 2013) e, juntamente com seus
derivados semi-sintéticos, como artesunato, arteter, artemeter e diidroartemisinina,
sdo empregados em combinacdo com derivados quinolinicos, como tratamento
padrdo em casos ndao complicados, com o0 objetivo de prevenir a resisténcia aos
artemisinicos (LEITE, 2013). O evidente papel dos alcaloides no historico da
quimioterapia antimalarica embasa a importancia da realizacdo de pesquisas em
estratégias terapéuticas desta classe, visto que diferentes tipos de alcaloides se

mostraram prom issores.

2.1.2 Alcaloides isoquinolinicos e aporfinicos

Os alcaloides sado compostos de baixo peso molecular, produtos do
metabolismo secundario de plantas, alguns microorganismos e animais. Podem
conter um ou mais atomos de nitrogénio que conferem basicidade a molécula,
propriedade que facilita os métodos de extracdo &cido-base. A atividade biologica
esta ligada a funcdo amina, que pode ser protonada em pH fisiolégico. Os alcaloides
originam-se biossinteticamente dos amino acidos alifaticos, como ornitina e lisina, ou
amino acidos aromaticos, fenilalanina, tirosina e triptofano (MANN, 1987; ZIEGLER e
FACCHINI, 2008; DEWICK, 2009). Os alcaloides derivados da tirosina contém a
sub-unidade ArCzN, mostrado na estrutura A de alcaloides isoquinolinicos (A, Figura
5) oriundos da reagéo entre dopamina e um aldeido alifatico (ou equivalente).

Mais de uma centena de alcaloides aporfinicos foram isolados de mais de 20
familias e 100 géneros de plantas, dentre elas Annonaceae, Monimiceae e
Siparunaceae. Apresentam diversas propriedades farmacolégicas, incluindo
antiparasitaria, anticancer e vasorrelaxante. Apresentam a estrutura basica mostrada
em B (Figura 5) e algumas sub-classes, a exemplo dos oxoaporfinicos (C, Figura 5)
e possuem um grupo carbonila em C7. Esse grupamento confere planaridade a
molécula e favorece a extensédo da conjugacao no sistema aporfinico, diferenciando-

os das demais aporfinas, fato que evidencia diferenca na atividade biolégica, como a
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interacdo sobre o DNA de células por alcaloides aporfinicos e oxoaporfinicos. A
liriodenina € um exemplo de oxoaporfina bem descrita na literatura, com varias
propriedades biolégicas comprovadas (SILVA et al. 2007; CHEN J. et al. 2013)

~

_~N

O

C

A

Figura 5 — Estruturas quimicas basicas de isoquinolinas (A), aporfinas (B) e oxoaporfinas (C)

2.2 A FAMILIA SIPARUNACEAE

A familia Siparunaceae constitui o maior grupo das angiospermas,
abrangendo os géneros Glossocalyx e Siparuna, sendo descritas 51 espécies. O
género Siparuna se distribui por todo o territério brasileiro, como mostra a Figura 6
(THE PLANT LIST, 2013).
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Figura 6- Distribuicdo do género Siparuna no Brasil
Legenda: [+ IPresenca de espécies do género Siparuna
Fonte: http://lacunas.inct.florabrasil.net/
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S. poeppigii, que tem como sinonimias S. amazonica, S. sprucei e Citriosma
poeppigii (THE PLANT LIST, 2013), € uma espécie nativa do Brasil, porém néo é
endémica, ocorrendo no Equador e Peru (RENNER e HAUSNER, 2005). Ha relatos
de ocorréncia nos Estados do Para, Amapa, Amazonas, Roraima, Bahia, Minas
Gerais e Mato Grosso, compreendendo os dominios fitogeograficos da Amazénia,
Cerrado e Mata Atlantica (PEIXOTO, 2014). A taxonomia da espécie S. poeppigii

esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Taxonomia de Siparuna poeppigii

Hierarquia Taxonomia
Reino Plantae
Classe Equisetopsida
Subclasse Magnoliidae
Super ordem Magnolianae
Ordem Laurales
Familia Siparunaceae
Género Siparuna Aubl.

Fonte: www.trépicos.org

Varios usos medicinais sdo reportados para espécies do género Siparuna,
como por exemplo, S. guianensis que atende por sinonimias de Citrosma guianensis
(Aubl), S. archeri, S.discolor, S. foetida, entre outras (THE PLANT LIST, 2013). Suas
folhas séo utilizadas por comunidades ribeirinhas do Estado do Amazonas como
ansiolitico, estimulante sexual, no tratamento de dores de cabeca e otites (SANTOS
et al. 2012). O decocto das folhas desta espécie é utilizado para dor de cabeca pela
populacdo de Barcelos, no mesmo Estado (TOMCHINSKY, 2014). Os indios
Yanomami, que vivem na fronteira entre Brasil e Venezuela, aplicam as folhas
amassadas desta espécie na cabeca e no corpo para tratamento de vertigem
(VALENTINI et al. 2010). A etnia Tacana, que habita parte da cordilheira dos Andes,
na Bolivia, utiliza a decoccao das folhas para tratar gripes (BOURDY et al. 2000).

A populacdo de Saramaccan Maroons, no Suriname, usa todas as partes da
espécie S. guianensis em decoccdo conjunta com as espécies Unxia camphorata,
Cecropia sciadophylla, Gossypium barbadense, Paullinia pinnata, Cecropia
sciadophylla, Stachytarpheta cayennensis ou S. jamaicensis, Bixa orellana e
Cymbopogon citratu bvpara para banhos em criangcas que apresentam dores
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abdominais. Para promocéo geral da salde, o banho na crianca é efetuado com as
folhas de S. guianensis e Vismia sp (RUYSSCHAERT et al. 2009).

A populacdo da Amazdnia Peruana utiliza S. guianensis como abortivo,
afrodisiaco, para tratar hipertensdo, micoses, ulceras cutaneas e intestinais (IIAP,
2010). A etnia Chayahuita, residente nesta regido, emprega as cascas frescas desta
espécie como cataplasma para dor de cabeca (ODONNE et al. 2013). Os indios
Kuna, do Panama, bebem a decoccdo da ponta dos galhos da mesma planta para
tratar gripes e picada de cobra (GUPTA et al. 1993)

Na Guiana Francesa, o cha das folhas de S. guianensis € utilizado para tratar
maléria (BERTANI et al. 2005). Um estudo feito com pessoas de cinco diferentes
nacionalidades residentes na Guiana Francesa apontou o uso do cha das folhas
desta espécie, em conjunto com as folhas de Campomanesia spp, para a mesma
finalidade (VIGNERON et al. 2005). No Estado de Ronddnia e entre os indios da
etnia Tikuna, do Estado do Amazonas, ha relatos do uso do cha das folhas de S.
guianensis para tratar dores reumaticas e malaria (SHULTES e RAFFAUF, 1994;
FACUNDO et al. 2012).

A comunidade Enfarrusca, localizada no Estado do Para, utiliza o banho das
folhas da espécie S. decipiens para tratar mal olhado, dores e fraguezas (FREITAS
e FERNANDES, 2006). Na Amaz6nia Peruana é utilizada para tratar febre (lIIAP,
2010). As folhas da espécie S. aspera sdo usadas em forma de banho morno para
auxiliar no pos-parto, tratar febre e astenia pela nacdo Yanesha, que habita a
Amazonia peruana (CELINE et al. 2009). No Equador, o cha das folhas é consumido
para tratar reumatismo (RENNER e HAUSNER, 1997). A espécie S. pachyantha,
cuja sinonimia é S. emarginata, tém o cha de suas folhas utilizado pelo grupo étnico
Wayapi, na Guiana Francesa, para tratar malaria e febres em geral. Os indios
Palikur, no mesmo pais, usam o cataplasma das folhas para tratar inflamacdes
(CELINE et al. 20009).

A infusdo das folhas de S. apiosyce € utilizada como narcotico pela
comunidade de Goianopolis, no Estado de Goias (SOARES et al. 2013). As folhas
de S. tomentosa sdo usadas para preparacdo de banhos e para cuidados no pos-
parto pela etnia Yanesha (VALADEAU et al. 2010). S. thecaphora € utilizada pela
populacdo peruana para tratar hipertensao e micoses (lIAP, 2010). Habitantes do
Equador relatam que as cascas séao aplicadas diretamente nos casos de picadas de
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cobra, as folhas séo friccionadas no rosto para tratar dor de cabeca e febre, além do
uso para tratar a esterilidade feminina (RENNER e HAUSNER, 1997).

No Peru, a espécie S. sessiliflora tem como sinonimias S. radiata, S.
maghnifica, Citrosma sessiliflora Kunth entre outros (THE PLANT LIST, 2013) sendo
utilizada para tratar “mal ar” e auxiliar no pos-parto (IIAP, 2010). As raizes desta
mesma planta e S. scandens sdo empregadas no tratamento de célicas e diarreia
pelo povo Quichua, que habita o Equador (NARANJO e ESCALERAS, 1995).
Habitantes do Equador relatam que a espécie S. grandiflora € usada para cometer
suicidios (BALSLEV et al. 2008). As folhas maceradas da espécie S. chimpffii sdo
usadas pela etnia Shuar no preparo de uma bebida para combater o cansaco. Com
um modo de preparo semelhante, a nacdo Quichua emprega a bebida para reduzir
inflamacdes e acelerar o processo de cicatrizacdo (RENNER e HAUSNER, 1997).

Diversas atividades biol6gicas sdo descritas para constituintes quimicos de
espécies do género Siparuna. A fracdo de alcaloides das folhas de S. sessiliflora
apresentou atividade antibacteriana frente ao Bacillus subtilis e foi avaliada pelo
método de difusdo em agar (GONZALEZ e ARCHILA, 2012). As folhas da mesma
espécie foram submetidas a extracdo de alcaloides e posterior fracionamento com
solventes de polaridades crescentes, comprovando a atividade antifingica da fracéo
solivel em acetato de etila frente ao Aspergillus niger pela técnica da inibicdo do
crescimento radial (VENEGAS, 2012). Fonseca e colaboradores (2008) atestaram a
atividade do extrato bruto de S. arianeae contra Mycobacterium malmoense
apresentando Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) de 200 pg/mL.

O oOleo essencial de S. guianensis inibiu o crescimento do fungo
Criptococccus neoformans, na concentracado de 16 pg/mL (MONTANARI, 2010). O
efeito tripanocida e leishimanicida do extrato etandlico das folhas desta espécie foi
avaliado por Tempone e colaboradores (2005) observando-se 100% de eficiéncia
frente a tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e valores de ECso >100 pg/mL para
promastigotas de Leishmania chagasi. Em contrapartida, Lima (2013) atestou que o
extrato hidroalcoodlico desta espécie submetido a testes in vitro para verificacdo da
atividade leishmanicida demonstrou uma toxidade maior que >500 pg/mL, e nao
obteve éxito mesmo na maior concentracéo testada. O extrato hexanico das folhas
de S. cujabana foi avaliado frente as espécies L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis
com Clso de 30,5 pg/mL e 63 pg/mL para promastigotas e 28 ug/mL e 8,75 pg/mL
para amastigotas, respectivamente (RANGEL, 2010).
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Alves (2007) confirmou a atividade triatomicida de fragcbes do extrato
etandlico das folhas de S. guianensis frente a espécie Rhodnius milesi, vetor do
Trypanosoma cruzi. O potencial téxico in vivo do 6leo essencial das cascas, folhas e
frutos de S.guianensis foi utilizado como ovicida para os mosquitos Aedes aegypti e
Culex quinquefasciatus obtendo valores de CLso de 1,76; 0,98 e 2,46 pg/ml para
A.aegypti e 1,36; 0,89 e 2,45 pg/ml para C. quinquefasciatus (AGUIAR et al. 2015).

Chincilla e colaboradores (2012) avaliaram a atividade antimalarica dos
extratos etandlicos das flores e folhas jovens de S. thecaphora em camundongos
infectados com P. berghei, com Clso de 12,8 ug/mL e 15,5 pg/mL.

Jenett-Siems e colaboradores (1999) comprovaram a atividade
antiplasmaodica do extrato lipofilico das folhas de S. andina, S. paucifiora e S.
tonduziana frente ao P. falciparum (PoWw) com Clso de 3,0; 8,2 e 11,9 pg/mL,
respectivamente. Os mesmos extratos foram testados contra P. falciparum Dd2
resultando em Clso de 3,9; 9,1 e 18,3 ug/mL respectivamente. A partir do extrato das
folhas de S. andina foram isolados sipandinolideo (A, Figura 7) e cis-3-acetoxi-4,5,7-
trinidroxiflavanona (B, Figura 7) que exibiram Clso de 46,2 e 24,3 ug/mL
respectivamente, frente a cepa de P. falciparum (poW), os autores constataram a
diminuicdo da atividade com o isolamento visto que o extrato lipofilico das folhas
apresentou Clso de 3,0 ug/mL (JENETT-SIEMS et al. 2000).

Foram isolados de S.pauciflora os alcaloides aporfinicos boldina,
laurotetanina, N-metil laurotetanina e nor-boldina, além de sesquiterpenoides
denominados Sipaucin A, B e C. Dentre as substancias isoladas somente nor-
boldina foi considerada ativa frente a P.falciparum segundo os autores, com Clso
3,1ug/mL (PoW) e 5,4ug/mL (Dd2) (JENETT-SIEMS et al. 2003).

O Quadro 1 relaciona as espécies de Siparuna que foram avaliadas quanto a

OH

atividade antiplasmadica e antimalarica.

Figura 7 - Substancias isoladas de espécie de Siparuna com atividade antiplasmaodica
Legenda: A: Sipandinolideo. B. cis-3-acetoxi-4,5,7- trihidroxiflavanona
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Parte da Metodologia Espécie/cepa de Clso
Espécie planta Extrato/ fragcéo q : Referéncia
utilizada o teste Plasmodium pg/mL
F Extratos em éter de petréleo e 3H-Hipoxantina P.falciparum Dd2 3,9 | (JENETT-SIEMS
acetato de etila P P.falciparum Pow 3,0 et al. 1999)
S. F Extrato em etanol (70%) 15,5
thecaphora C Extrato em etanol (70%) : - : 2,0 CHINCHILLA et
Fl Extrato em etanol (70%) Microscopico P. berghe 12,8 ( al. 2012)
R Extrato fresco em etanol (70%) 50,8
S. aspera F 6,4 .
S. = Extrato em etanol 3H-Hipoxantina P. falciparum FCR-3 217 (CELZIONO%)e tal.
sessiliflora
S.paucifiora F Extratos em éter de petréleo e P.falciparum Pow 8,2
' acetato de etila 3H-Hipoxantina P.falciparum Dd2 9,1 | (JENETT-SIEMS
S. = Extratos em éter de petrdleo e P P.falciparum Pow 11,9 et al. 1999)
grandiflora acetato de etila P.falciparum Dd2 18,3
= Extrato aquoso 3H-Hipoxantina P. falcipa_rum W2- CQ > 11 (BERTANI et al.
resistente 2005)
Extrato em etanol P. falciparum K1- CQ
F : 6,7
resistente
. S. _ = P. falciparum PA- CQ 14.7
guianensis _ Microscépico .sensivel ’ (FISCHER et al.
= Fracéo de alcaloides P. faIC|pa_rum K1- CQ 15.0 2004)
resistente '
= P. falciparum PA- CQ 58.1

sensivel

Legenda: F: Folhas; FI: Flores; C: Cascas; R: Raizes. CQ: Cloroquina
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2.2.3 A Quimica do género Siparuna

Espatulenol e curzerenona sédo sesquiterpenos identificados no oleo
essencial de folhas de S. guianensis coletadas no Estado de Ronddnia. (ROVER,
2006). Os sesquiterpenos biciclogermacreno, gama-muuruleno e germacreno B
foram identificados no 6leo essencial das folhas de S. schimpffii coletadas no
Equador (RIVERA et al, 2014). Germacreno D foi detectado no 6leo essencial de
folhas de S. thecaphora oriundas da Costa Rica (CICCIO e GOMEZ-LAURITO,
2002) e S. schimpffii, do Equador (RIVERA et al. 2014).

Os flavonoides lucenina-2, vicenina-2, quercetina-3-O-pentosilraminosideo-7-
O-raminosideo, canferol -3,7-di-O-ramnosideo, canferol-3-O-pentosil-pentosideo-7-
O-ramnosideo, quercetina-3,7-di-O-ramnosideo, quercetina-3-O-pentosil-pentosideo-
O-ramnosideo, quercetina-3-O-rutinosideo-7-O-ramnosideo foram identificados no
extrato hidroalcodlico das folhas de S. guianensis que foi avaliada como ansiolitico
(NEGRI et al. 2012). Facundo e colaboradores (2012) identificaram o canferol-3,7,3'-
trimetiléter e canferol-3,7-dimetiléter no extrato etandlico das folhas da mesma
espécie coletadas no Estado de Rondonia.

O alcaloide assimilobina (1) foi isolado das partes aéreas de S. apiosyce
(FISCHER et al. 1999) e da fracdo de alcaloides das folhas de S.sessiliflora
juntamente com a corlumina (2) (Figura 8) (GONZALEZ e ARCHILA, 2012).
Cassamedina (3, Figura 8) foi identificada nas cascas de S .guianensis, nativa do
estado do Amazonas (BRAZ et al.1976). Oxonantenina (4, Figura 8) foi obtida a
partir do extrato metandlico das raizes de S. thecaphora, proveniente do Peru (CHIU
et al. 1981). Bulbocapnina (5), actinodafinina (6, Figura 8), N-metil-lindcarpina (7) e
metdxi-norneolistina (8, Figura 8) foram isolados a partir da fragdo de alcaloides das
folhas de S. guianensis. Coridina (9) e roemerina (10, Figura 8) foram identificados
na fracao de alcaloides das folhas de S. pachyantha coletadas na Guiana Francesa
(MARTI et al. 2013).

A liriodenina (11, Figura 8) foi isolada a partir da fracdo de alcaloides das
folhas de S. pachyantha coletadas na Guiana Francesa (MARTI et al. 2013), raizes
de S. thecaphora, provenientes no Peru (CHIU et al. 1981), e do extrato metandlico
dos galhos coletados no Panaméa (GERARD et al. 1986). Esta oxoaporfina esta
presente também nas cascas de S. guianensis, nativa do Estado do Amazonas

(BRAZ et al. 1976), e na fracdo de alcaloides das folhas da mesma espécie (MARTI
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et al. 2013). Este alcaloide foi também detectado em fragBes do extrato metandlico
das folhas de S. brasiliensis oriundas do Estado do Rio de Janeiro (LEITAO et al.
2000). No entanto, nestes casos, ndo foram realizadas avaliacbes da atividade
antimalarica destas espécies.

Os alcaloides isocoridina (12) e nantenina (13, Figura8) foram isolados de S.
griseoflavescens (LEITAO et al. 1999). Flavinantina (14) e O-metilflavinantina (15,
Figura 8) foram detectados nas folhas de S. dresslerana, do Panama (GERARD;
MACLEAN; ANTONIO, 1986). Os alcaloides talicarpina (16) e ajmalina (17, Figura 8)
foram identificados no extrato de alcaloides das folhas de S. sessiliflora (LOPEZ,
2011).

Coridina

N-metillindcarpina Metoéxi-norneolistina

Figura 8 - Alcaloides isolados de espécies de Siparuna
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo fitoquimico e avaliar as atividades antiplasmodica e

citotoxica de cascas e folhas de Siparuna poeppigii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a caracterizagdo farmacognostica de folhas e cascas S. poeppigii;

e Obter extratos etandlicos e alcaloidicos a partir de cascas e folhas de S.
poeppigii;

e Realizar o fracionamento dos extratos obtidos;

¢ Realizar a caracterizacao fitoquimica por CCD e por via humida dos obtidos;

¢ Identificar os constituintes majoritarios dos extratos e fracdes;

e Realizar o fracionamento biomonitorado dos extratos ativos visando o
isolamento de substancias antiplasmaodicas;

e Avaliar as atividades antiplasmddica e citotoxica dos extratos, fracbes e
substancias isoladas frente ao P. falciparum W2 e células HepG2,

respectivamente.



31

4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Bomba de vacuo modelo V700 (Buchi®)

Balanca semi analitica

Céamara de ultravioleta de 254 e 365nm, Warning

Centrifuga Fanem, modelo 205N

Cromatdégrafo Liquido de alta eficiéncia (CLAE-DAD), modalidade analitica,
Waters®, equipado com injetor automatico modelo 2695; detector de arranjo
de diodos (DAD), mod. 2996; bomba mod. L- 6200A; integrador, mod. C-R4A
Dessecador de vidro

Estufa ventilada para secagem de material vegetal Fanem, mod. 501A
Evaporador rotatério Buchi® , modelo R114, com banho-maria modelo 480
Geladeira Consul

Leitora de microplacas ELISA Stat Fax® , mod. 2100

Microcentrifuga, Cientec, modelo 14000D

Mufla Quimis®

Sistema de filtracdo de agua Milipores, Mili-Q Plus

Sistema de purificacdo de agua Milipore, Mili-Q Plus

Ultrassom Thormton®, mod. T14

UPLC-DAD-MS/ESI marca Waters ACQUITY ® H-Class Core System

4.2 SOLVENTES

Acetato de etila
Acetona

Acetonitrila grau CLAE
Acido acético

Acido formico

Acido fosforico
Cloroférmio

Diclorometano
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e DMSO

e Etanol

e Hidroxido de aménio
e Metanol

e Metanol grau CLAE

e n-Hexano

4.3 REVELADORES UTILIZADOS NA PROSPECCAO FITOQUIMICA POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

4.3.1 Anisaldeido sulfarico

Adicionou-se 0,5mL de anisaldeido a 10mL de acido acético glacial, seguido
de 85mL de metanol e 5mL de &cido sulfurico concentrado. O reagente foi
armazenado em frasco ambar sob refrigeragéo ( 2-8°C) (WAGNER et al. 1984).

4.3.2 Cloreto de aluminio 5%
Solubilizou-se 2,5g de cloreto de aluminio em 50mL de &gua destilada, a
solucéo foi mantida sob refrigeracao (WAGNER et al. 1984).

4.3.3 Reagente de Dragendorff

Solucdo A: 0,850g de subnitrato de bismuto, 10mL de &cido acético e 40mL
de agua destilada. Solucao B: 8g de iodeto de potassio em 20mL de agua destilada.
As solugbes foram combinadas, na propor¢gédo de 1:1, resultando numa solugéo
estoque. Para pulverizar as placas cromatograficas, diluiu-se 2mL de solucdo
estoque com 4mL de acido acético glacial e 20mL de agua destilada (WAGNER et
al. 1984).

4.3.4 Reagente de Lieberman-Bouchardat

Adicionou-se 5mL de anidrido acético a 5mL de acido sulfdrico concentrado e
50mL de etanol absoluto. Aqueceu-se a solucéo por 5min. Apés o resfriamento
armazenou-se em geladeira (WAGNER et al. 1984).
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4.4 REAGENTES UTILIZADOS NO TESTE ANTIPLASMODICO
4.4.1 Reagente Malstat

Solubilizou-se 200mL de agua destilada em 400mL Triton X-100, 4g de L-
lactato de sédio, 1,329 de Ttis e 22mg de 3-acetilpiridina adenina dinucleotideo
(APAD). Todos da marca Sigma-Aldrich®.

4.4.2 Reagente NBT/PES

Solubilizou-se 160mg de Nitro Blue Tetrazolium Salt (NBT) e 8mg de
etosulfato de fenazina (PES) em 100mL de 4gua destilada. Todos da marca Sigma-
Aldrich®.

4.5 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado no dia 11 de agosto de 2014, de um
espécimen (A e B) (Figura 9) que ocorre no Museu Emilio Goeldi, Av. Perimetral,
municipio de Belém, Estado do Para, em torno das coordenadas 1°27’S 48°26° W,
e identificado pela Dra. Méarlia Regina Coelho Ferreira. A exsicata (C, Figura 9) foi

armazenada no Herbario do Museu Emilio Goeldi sob o nimero MG 216495.

Figura 9 - Exemplar de Siparuna poeppigii
Legenda: A- Em destaque o caule da planta. B- Folhas de S. poeppigii. C- Exsicata de S. poeppigii
Fonte: Autora, 2015
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4.6 PREPARACAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE FOLHAS E CASCAS

4.6.1 Folhas

As folhas de S. poeppigii foram lavadas em agua corrente e limpas com éalcool
a 70%, para retirada de impurezas, seguidas de secagem em estufa com ventilagao
de ar forcado por 7 dias. Em seguida triturou-se o material vegetal em um
liquidificador doméstico obtendo-se o pd das folhas que foi tamizado e reservado
para o preparo do extrato etandlico.

O extrato etandlico foi preparado por maceracao, utilizando-se 261,7 g do pé
das folhas e etanol 96°GL como solvente extrator. O extrato foi recolhido e o
solvente trocado diariamente por um periodo de 5 dias. O extrato foi concentrado em

evaporador rotativo.

4.6.2 Cascas

As cascas foram coletadas em pequenos pedacgos que foram secos em estufa
com ventilacdo de ar forcado por 10 dias. Em seguida foram trituradas em
liquidificador industrial obtendo-se o p6 das cascas, que foi tamizado e reservado
para o preparo do extrato.

A mesma metodologia de maceragcdo a frio foi utilizada para obtencéo do
extrato etandlico partindo-se de 616,16 g de pd6. Posteriormente concentrado em

evaporador rotativo.

4.7 PREPARACAO DOS EXTRATOS ALCALOIDICOS

4.7.1 Método B de extracdo de alcaloides

Ao po6 das cascas (200g) e folhas (100,8 g), separadamente, adicionou-se
hidréxido de aménio concentrado (10mL) e extraiu-se por maceragdo com
diclorometano (DCM) por 1 h. O macerado foi recolhido e filtrado em papel de filtro,

este procedimento foi repetido por 3 vezes. Efetuou-se extracdo da solucéo organica
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com HCI 1N. A fase aquosa &cida foi alcalinizada até pH 10 com NH4OH, seguida da
extragdo com DCM, resultando nas fracdes SPC — B (6 g) e SPF — B (4 g). A Figura

10 representa as operacoes realizadas com o po das cascas.

P& das cascas (200g)

i *Adicdo de 10mL NH«OH
*Repetido por 3 vezes

Extracdo com DCM

\ * Filtracéo

Macerado

*Extragdo com HCI 1N

I R
Neutros Fase aquosa acida

*Adicdo de NH4OH até pH 10
* Extracdo com DCM

SPC-B (60mg)

Figura 10 — Fluxograma da extracdo de alcaloides (método B) a partir das cascas de Siparuna
poeppigii

Legenda: DCM: diclorometano; HCI: &cido cloridrico; NH4OH: hidréxido de amonio; SPC-C: Fra¢éo de
alcaloides das cascas de Siparuna poeppigii obtida pelo método C.

4.7.2 Método C de extracao de alcaloides

O po6 das cascas (100,14 g) e folhas (100,70 g) foi submetido a maceracao
com HCI 1 N por 24hs, em seguida a solucéo foi filtrada e alcalinizada com NH4OH
até pH10. Efetuou-se a extragdo com DCM, a fase organica foi tratada com sulfato
de sodio anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatorio, originando as
fracbes SPC-C (40 mg) e SPF- C (10 mg). A Figura 11 demonstra as operacoes
realizadas para obtencéo de SPC-C, o mesmo procedimento foi repetido a partir do

po das folhas para obtencéo de SPF-C.
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P6 das cascas (100,14g)

* Maceragdo com HCI 1N por 24hs

*Adicao de NH4OH até pH 10

Extragdo com DCM

[ |
Neutros Fase organica

*Adicdo de Sulfato de sédio anidro
* Filtragéo

*concentragdo em ER

SPC-C (40mg)

Figura 11 - Fluxograma da extracé@o de alcaloides (método C) a partir das cascas de Siparuna
poeppigii

Legenda: DCM: diclorometano; HCI: &cido cloridrico; NH4OH: hidroxido de amdnio; ER: Evaporador
Rotatério; SPC-C: Fracéo de alcaloides das cascas de Siparuna poeppigii obtida pelo método C.

4.7.3 Re-extracdo dos extratos etandlicos com solventes de polaridade

crescente

Os extratos etanolicos de cascas e folhas de S. poeppigii foram submetidos a
re-extracdo exaustiva utilizando um sistema de refluxo com solventes de polaridades
crescentes: Hex/DCM 1:1, DCM, AcOEt e MeOH, respectivamente. O procedimento
foi realizado em triplicata, adicionando-se 100 mL de cada solvente ao sistema,
aguecimento sob refluxo por 30 minutos, contados a partir do inicio da ebulicdo. O
fluxograma do processo de fracionamento do extrato etandlico das cascas (EESPC)

e das fracdes obtidas esta detalhado na Figura 12.



EESPC
Re-extracao por refluxo com
DCM/HEX
I ]
Fr DCM/HEX- Residuo
EESPC
I
Re-extragéo por
refluxo com
DCM
I 1
Fr DCM - Residuo
EESPC
|
Re-extracéo por
refluxo com
AcOEt
I |
Fr AcOEt - Residuo
EESPC
|
Re-extracéo por
refluxo com
MeOH
|
1 1
Fr MeOH - Residuo
EESPC

Figura 12 — Etapas do fracionamento do extrato etandlico por extragéo sob refluxo
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Legenda: EESPC: Extrato Etandlico S. poeppigii Cascas. Fr HEX/DCM: fragéo hexano/diclorometano.

Fr DCM: fracéo Diclorometano. Fr AcOEt: fracdo Acetato de etila. Fr MeOH: fragcdo metanol.
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4.8 CARACTERIZACAO FARMACOGNOSTICA DOS EXTRATOS ETANOLICOS
DE FOLHAS E CASCAS DE Siparuna poeppigii

4.8.1 Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi efetuada de acordo com a Farmacopéia Brasileira
(32 edicdo). Uma amostra de 3g do po foi adicionada a agua destilada para o preparo
de uma solucdo a 1%, que foi aguecida em chapa elétrica por 5 minutos (BRASIL,
1988). O extrato foi filtrado com algod&o e levado ao potencidmetro. O procedimento

foi efetuado em triplicata para as cascas e folhas.

4.8.2 Perda por dessecacao

A perda por dessecacdo consiste em um método gravimétrico para
determinacdo de &gua em drogas vegetais. Conforme descrito na Farmacopéia
brasileira, uma amostra de 2g do material vegetal em poé foi transferida para pesa-
filtro anteriormente dessecado, em seguida levada a estufa a 100°C por 5 horas.
Resfriada em dessecador e pesada novamente para calcular a diferenca na massa
(BRASIL, 2010 b). O procedimento foi efetuado em triplicata para as amostras de

casca e folha.

4.8.3 Teor de cinzas totais

A determinacao de cinzas totais abrange tanto as cinzas de origem fisiologica
guanto néo fisiolégicas.

Uma amostra de 3g do material vegetal em po foi pesada e transferida para
um cadinho previamente tarado e incinerado em mufla (Quimis®). Obedecendo um
gradiente de temperatura a fim de evitar proje¢cdes do material, 30 minutos a 200°C,
60 minutos a 400°C e 90 minutos a 600°C (BRASIL, 2010 b). O procedimento foi

repetido em triplicata para as amostras de casca e folha.



39

4.8.4 Densidade aparente

A densidade aparente considera o volume total da amostra incluindo o espaco
vazio entre os gréos. Neste procedimento o material vegetal foi colocado em uma
proveta até o volume de 15 mL, esta foi pesada em balanca analitica e os valores de
densidade foram obtidos através do quociente entre o valor da massa e volume
(SAMPAIO e SILVA, 2007). O procedimento foi repetido em triplicata para as
amostras de cascas e folhas.

4.8.5 Granulometria

A granulometria foi determinada conforme a Farmacopéia brasileira, com
adaptacdes. Uma amostra de 10g do pé foi adicionado a sequéncia de peneiras 1,70
mm; 710 mm; 355 mm; 180 um, 125 pm. Levadas ao agitador mecanico por 15
minutos, a quantidade retida em cada peneira foi pesada (BRASIL, 2010 b). O
procedimento foi repetido em triplicata para as cascas e folhas.

4.9 FITOQUIMICA DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE FOLHAS E CASCAS DE
Siparuna poeppigii

Apbs a obtencdo das fracdes de alcaloides das cascas e folhas foi efetuado o

teste de precipitacao utilizando-se reagente de Dragendorff (MATOS, 1997).

4.9.1 Prospeccao fitoquimica por cromatografia em camada delgada

Os extratos etandlicos e as fracdes obtidas da re-extracdo por refluxo das
cascas e folhas de S. poeppigii foram analisados por CCD a fim de se efetuar a
prospeccao fitoquimica das amostras. As classes de metabdlitos pesquisados foram:
alcaloides, polifendis, taninos, saponinas, geninas flavonicas. Foram confeccionadas

placas de silica suportadas em vidro, com 0,25 mm de espessura de silica gel
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Merck®. As fases moveis e as amostras de referéncia utilizadas foram aquelas

descritas por Wagner e colaboradores (1984).

4.9.2 Cromatografia em Coluna

As fracdes de Hex-DCM, AcOEt, MeOH do EESPC e a fracdo de alcaloides
(SPC-B) foram submetidas a cromatografia em coluna de silica gel (CCS) aberta
visando o isolamento de constituintes. A partir da CCS de SPC-B obteve-se a fracédo
84-88 que apresentou manchas em CCD reveladas com Dragendorff, sugestivas de
alcaloides, e que foi submetida a cromatografia em coluna de alumina neutra,
conforme descrito por Carollo e colaboradores (2006), visando a separacdo de
alcaloides aporfinicos.

As informagdes complementares sobre o tipo de silica e quantidade de

fracOes utilizadas estéo disponiveis na Tabela 2.

Tabela 2- Dados sobre as Cromatografias em Coluna realizadas com fragfes oriundas do extrato etandlico das
cascas de Siparuna poeppigii

Altura da Altura da coluna Diametro
Amostra Quant. (g) coluna de de silica com interno da Tipo de silica
silica (cm) amostra (cm) coluna (cm)
Silica gel 60 (0,2-
Fr Hex- ®
DCM 5 60 65 2,5 0,5 mm) Merck
Silica gel 60 (0,04-
0,063 mm)
Fr AcOEt 0,250 25 27 1 Macherey-Nagel®
FrMeOH 0,100 35 36,5 2 Sephadex LH 20,
Merk
SPC-B 5,3 34 38,5 3,5 Silica gel 60 (0,2-
0,5 mm) Merck®
Fr 84-88* 0,1 20 22 1,5 Alumina**

Legenda: Fr Hex- DCM: Fracdo hexano-diclorometano das cascas de S. poeppigii. Fr AcOEt: Fracéo
de acetato de etila. Fr MeOH: fracdo de metanol. SPC-B: Fracdo de alcaloides das cascas de S.
poeppigii, método B. Fr 84-88: Fracdo obtida a partir da fragdo SPC-B.
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4.10 ANALISES POR UPLC-DAD E UPLC — DAD - ESI — MS/MS

Os extratos etandlicos das cascas e folhas, as fracdes oriundas das re-
extracOes, o extrato alcaloidico de cascas obtido pelo método B (SPC-B) e as 39
subfracbes cromatogréficas (111 fracdes combinadas por semelhangca em CCD)
obtidas a partir deste foram analisadas por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
acoplada ao ultravioleta, UPLC-DAD, a fim de se ter informacao sobre complexidade
das amostras e classes dos constituintes presentes através dos seus espectros no
UV registrados on line. Para as subfracdes de SPC-B, levou-se em conta a
complexidade do cromatograma, a possibilidade de isolamento e a disponibilidade
de material suficiente para prosseguimento do trabalho, incluindo-se a avaliacédo da
atividade antiplasmaodica e da citotoxicidade. Estes critérios permitiram a selecdo de
8 fragcbes para andlise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada as
Espectrometrias no UV e de Massas, UPLC-DAD-ESI-MS. Estas fragdes foram
analisadas no modo positivo, algumas no modo negativo e, posteriormente,
submetidas a analises por Espectrometria de Massas Sequencial (massa/massa,
MS/MS) que permite registrar os picos resultantes da fragmentacdo de um
constituinte da amostra. A Figura 13 indica quais fracdes foram analisadas pelas
referidas técnicas.

P6 das Folhas ‘ Pé das Cascas ‘

(R — —_———d e

‘ EESPF H SPF-B ‘: EESPC ! ' sPc-B !

—_———— - ——— L ]

F Fr Fr Fr Fr Fr
F F 5-8 25 43- 61 67-
. r 44 68

Il Fragies analisadas por UPLC-DAD-ESI-MS/MS

[ 1 Extratos /Fragdes analisadas por UPLC-DAD

T _ I Extratos/fracSes analisadas por UPLC-DAD e UPLC-
DAD-ESI-MS

Fr
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-

IO =
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=00
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Figura 13 — Extratos e frag6es de Siparuna poeppigii analisadas por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia acoplada ao UV e espectrometria de massas

Legenda: EESPC Extrato Etandlico das cascas de Siparuna poeppigii ; EESPF Extrato Etandlico das
folhas de Siparuna poeppigii; SPC-B Fracao de alcaloides das cascas de Siparuna poeppigii- método
B; CC Cromatografia em Coluna; Fr frac@o; Hex hexano; DCM diclorometano; AcOEt acetato; MeOH
metanol
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4.10.1 Preparo das amostras e condi¢cdes de analise

As amostras foram preparadas em tubo conico de 2mL (Ependorff®),
adicionando-se 3mg da fracao/ extrato para UPLC-DAD e 2mg para UPLC-DAD-ESI-
MS/MS dissolvidas em 1 mL de metanol grau HPLC. Em seguida foram colocadas
no aparelho de ultrassom por 20 minutos e centrifugadas por 10 minutos a 10.000
rom. As amostras foram filtradas e transferidas para tubos identificados. O gradiente
de eluicdo adotado e condi¢cBes de analise adotados para UPLC-DAD e UPLC-DAD-
ESI-MS/MS estéao na tabela 3.

Tabela 3- Gradiente de elui¢do e condicdes de andlise adotados no UPLC-DAD e UPLC-DAD-ESI-
MS/MS

Tempo Fluxo Eluente Eluente nggc(e)rliauga Coluna
(min)  (mL/min) A (%) B (%) °C)
0 95,0 5,0
8 5,0 95,0
%i/;?érs%f 9 0,600 5,0 95,0 40
10 95,0 5,0
18 95,0 50
UPLC-PDA 95,0 5,0 Ach|ty® UPLC
Esimsims 10 0.300 5,0 95,0 40 HSS, C-18 SB,
(Waters®) 11 ’ 95,0 5,0 50 x 2,1mm,
13 95,0 5,0 1,8um

Legenda: UPLC-DAD: Eluente A- Agua+ &cido férmico 0,1%. Eluente B — Metanol. UPLC-DAD-ESI-
MS/MS :Eluente A- Agua+ acido fosforico 0,1%. Eluente B — Acetonitrila
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4.11 ATIVIDADE ANTIPLASMODICA

4.11.1 Preparo do meio e descongelamento do parasito

O meio incompleto utilizado para o cultivo foi preparado em erlenmeyer com
50mg de hipoxantina sob aquecimento a 40°C com 400mL de agua deionizada.
Apos solubilizacéo e resfriamento acrescentou-se 40mg de gentamicina, 300mg de
glutamina, 2g de bicarbonato de sddio, 2g de D-glicose, 5,98 de tampédo HEPES e
10,4g do p6 de RPMI 1640 em agitacdo constante. Transferiu-se a solucdo para um
baldo volumétrico de 1000 mL e se completou o volume com agua deionizada,
ajustando o pH para 7. Em seguida se efetuou a filtragcdo em sistema a vacuo com
membrana de 0,44um.

Na etapa de descongelamento, uma aliquota de parasitos foram retirados do
crio-banco do Laboratério de Malaria da Universidade Federal de Minas Gerais,
deixados a temperatura de 37°C. Posteriormente foram adicionados 1 mL de sangue
e 0,4 mL de solucdo salina estéril (NaCl) a 12%, gota a gota sob agitacao,
resultando em uma solucdo que permaneceu em repouso por 5 min. A seguir foi
acrescentado 1 mL de sangue para cada 9 mL de NacCl estéril a 1,6%, gota a gota,
sob agitacdo seguida por centrifugacédo por 10 min. O sobrenadante foi desprezado
e o0 sedimento foi ressuspendido com 10mL de meio RPMI completo (20%) e
transferido para a placa de cultivo, na qual foram acrescentados a suspenséo de
eritrécitos até obtencado do hematécrito a 5%. A placa de cultivo foi incubada a 37°C

utilizando o método do dessecador com vela e deixado neste ambiente por 48
hs, até adaptacao dos parasitos (TRAGER e JENSEN, 1976)

4.11.2 Cultivo do Plasmodium falciparum (W2)

Apoés o descongelamento, o parasito foi adicionado ao meio de cultura RPMI
completo em placas de Petri, junto com hemacias tipo A*, até atingir o hematécrito
de 5%. As placas foram armazenadas em dessecador, com concentracdo de CO:
entre 3% a 5%, obtidas por combustdo de vela e incubadas em estufa a 37°C
(TRAGER e JENSEN, 1976). O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas e

monitorado através de esfregagos corados com Giemsa, a fim de verificar a
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presenca de esquizontes e estimar o nivel da parasitemia. Visto que o ensaio de
atividade antiplasmddica requer um minimo de 10% de parasitemia.
Para manutencdo do cultivo a parasitemia superior a 5% permite o repique

para outra placa.

4.11.3 Sincronizagéao de culturas de Plasmodium falciparum

Para a realizagéo do ensaio de atividade o cultivo do P. falciparum deve estar
predominantemente na forma de trofozoito. A sincronizacdo deste estagio é
efetuada apds a remocdo do meio RPMI da placa de cultivo e adicdo de 10 mL de
sorbitol a 5% + 0,5% de glicose. Efetua-se a homogeneizacéo e transferéncia para
um tubo de 15 mL. Em seguida, o tubo é armazenado em estufa de CO2 por 10 min
e centrifugado por 5 min a 5000rpm, o sobrenadante é descartado e a solu¢cdo com
0 parasita é resuspensa em meio RPMI completo até obtencdo do hematécrito de
5% (PAULA, 2014).

O cultivo sincronizado foi transferido para a placa de Petri e uma aliquota foi
retirada para confeccdo do esfregaco. A partir deste foi possivel constatar a
predominancia das formas de trofozoito e verificar a parasitemia, que por sua vez,
teve de ser ajustada para 1%, com adicdo de hemécias e meio RPMI completo em

propor¢des adequadas.

4.11. 4 Preparo das amostras e avaliacdo da atividade antiplasmédica

As fracbes foram pesadas em tubo cbnico de 2mL, solubilizadas em
dimetilsulféxido (DMSO) e colocadas em ultrassom até homogeneizagdo. Para a
determinacao da atividade antiplasmadica utilizou-se placas com 96 pocos. Nos seis
primeiros pogos da linha A da microplaca, foram depositadas amostras de hemacias
sadias para o controle negativo e as hemacias parasitadas no restante dos pocos da
mesma linha para o controle positivo. Uma aliquota de 180 pL dos parasitas
provenientes da cultura e sincronizacédo em trofozoitos foi transferida para os pocos
da microplaca. As amostras teste foram distribuidas da linha B a linha G, conforme
Figura 14, iniciando com 20 pL, seguindo o esquema de diluicdo seriada para
obtencdo das concentragcbes de 50; 25; 12,5; 6,5; 3,12 e 1,56 pg/mL, todas em
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triplicata. O padrdo de cloroquina foi iniciado com a concentragao de 500 ng/mL , a
linha H foi preenchida com meio de cultura (PAULA, 2014).

i 900000000000
9000000000000
* 9000000000000
21 QP00 00 000000
3 t QP OO0 000000O
2 Fr PO O000 000000
5 cPOPOO00 000000

HOOOOOOO0O0OO0O0O
I Hemacias normais Il Amostra teste 3
[T Hemacias parasitadas B Cioroquina
Bl Amostra teste 1 1 Meio de cultura

B Amostra teste 2

Figura 14 - Esquema da placa utilizada para determinagéo da atividade antiplasmaédica

A placa foi armazenada em dessecador, em atmosfera de CO2 obtida por
combustdo de uma vela, seguindo-se incubagdo em estufa, por 48hs quando a
microplaca foi congelada a -20°C e descongelada por duas vezes, visando a
hemdélise das amostras. Em outra microplaca, foram adicionados 100 uL do reagente
de Malstat em cada po¢o, somando-se a 25 pL da solucdo de NBT/PES (Nitroblue
Tetrazolium/Phenazine ethosulphate) e 15 pL da amostra-teste de cada
concentracdo obtida anteriormente. A segunda microplaca foi incubada por 1h a
37°C (MAKLER et al. 1993; NKHOMA et al. 2007). Apds uma hora, a leitura da
microplaca foi efetuada em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 540nm.
A producéo de pLDH dos controles positivos foi considerada como 100% viaveis e
0s negativos, com 0% de viabilidade. Com base nesses parametros, a viabilidade
dos parasitos mantidos em contato com as amostras teste e a cloroquina foram

calculadas.
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4.11.5 Determinacédo da citotoxicidade e calculo do indice de seletividade

As fragbes que mostraram atividade antiplasmoédica foram submetidas aos
testes de citotoxicidade in vitro com linhagem celular HepG2 A16, derivada de um
hepatoblastoma primario humano (DE PILLA VAROTTI et al. 2008). Estas células
foram distribuidas em microplacas de 96 pocgos (4x10° células/100ul por poco) e
incubadas em estufa de CO2 a 37°C por 24h para a adesdo das células a placa. No
dia seguinte foram adicionados 100ul de meio completo contendo 0s compostos
testados em triplicata nas concentracdes de 1, 10, 100 e 1000ug/mL, a placa foi
incubada por mais 24h. Ao final deste periodo, foram adicionados 28ul/poco da
solucdo brometo 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma®), na
concentragdo de 2mg/ml (DENIZOT e LANG, 1986). Apds 1h30min de incubacao
com o MTT foram adicionados 130ul/poco. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro a 510nm.

A dose que inibe 50% do crescimento das células (CCso) na presenca dos
amostras teste e antimalarico controle foi determinada em comparag¢do com células
cultivadas na auséncia destas substancias, considerada 100% de crescimento. A
determinacdo da CCso permitiu calcular o indice de seletividade (IS) que é dado pela
razdo entre o valor obtido de CCso e o valor de Clso para P. falciparum (IS =
CCso/Cls0). O indice de seletividade permite inferir se a amostra possui um efeito
direcionado apenas ao parasito ou se sua ac¢ao ocorre devido a sua toxicidade para

guaisquer tipos celulares.

4.11.6 Avaliacao dos resultados

A viabilidade do parasito na presenca das amostras teste foi representada por
curvas de inibicdo em funcéo de regressao linear para determinar a concentracéo
inibitéria do crescimento de 50% dos parasitos (Clso) e citotoxicidade (CCso),
utilizando o programa OriginPro versédo 8.5 (PAULA, 2014). Apos a determinacdo da
Clso, as amostras foram classificadas de acordo com critérios definidos na Tabela 4.

O valor da viabilidade utilizada no programa foi calculada para cada concentragéo,
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observando-se a triplicata das absorbancias.

"M das Ab da Concentracio ufilizada — M das Ab das He saudiveis
"M das Ab das He parasitadas — M das Ab das He saudiveis

Viabilidade do parasito =

"M: média
Ab: Absorbancia
Hc: hemécias

Tabela 4 - Classificagdo das amostras de acordo com o resultado de Clso para atividade
antiplasmaodica

Classificacdo Clso pg/mL
Muito ativa <1
Ativa Entre 1 e 15
Moderadamente ativa Entre 15,1 e 25
Pouco ativa Entre 25,1 e 50

Inativa > 50
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FARMACOGNOSTICA DOS EXTRATOS ETANOLICOS
DE FOLHAS E CASCAS DE SIPARUNA POEPPIGII

O pH das amostras mostrou-se &cido, sendo de 6,6133 = 0,0351 para o pé
das cascas e de 6,1366 + 0,0808 para o p6 das folhas, ligeiramente acima do pH da
agua do solo da regido onde o material vegetal foi coletado (pH 5) (MELO et al.
2013). O pH &cido favorece a producdo dos alcaloides, bem como a composi¢do
quimica do solo e umidade podem interferir neste aspecto (OLIVEIRA; AKISUE;
AKISUE, 1998). A perda por dessecacdo foi muito proxima para cascas e folhas,
10,53% e 10,44%, respectivamente. Deve-se ressaltar que o método utilizado
determina o percentual de perda de 4gua e outras substancias volateis.

O teor de cinzas totais foi maior nas cascas (8,5%) do que nas folhas (5,6%).
Fischer (1997) determinou a porcentagem de cinzas totais nas folhas e na mistura
de folhas e caule de S. apiosyce (sinonimia S. brasiliensis) relatando valores de
7,88% e 4,9%, respectivamente, ressaltando que a coleta da planta foi efetuada no
més de marco, no Estado de Minas Gerais. As folhas de S. poeppigii exibiram
valores inferiores aos obtidos por Fischer (1997), demonstrando um menor teor de
substancias inorganicas. A densidade do p6 das cascas (6,5) foi maior do que das
folhas (5,5), tendo em vista as caracteristicas lenhosas e fibrosas respectivamente.

Os resultados dos testes farmacognésticos constam da Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados dos testes farmacognésticos de pH, perda por dessecacédo, cinzas totais e
densidade

Parametros
farmacognosticos Material vegetal em po
avaliados
Cascas Folhas
Média + DP IC Média + DP IC
pH 6,6133 +0,0351 0,0012 | 6,1366 +0,0808 0,0029

Perda por dessecacgao (%) 10,5365 +0,2786 0,0100 | 10,4487 +0,3899 0,0141
Teor de cinzas totais (%) 8,5170 £0,2826 0,0102 | 5,6819 +0,5838 0,0211
Densidade 6,5481 + 0,0343 0,0400 | 5,5480+0,1489 0,1739

DP: Desvio Padrao; IC: Intervalo de Confianca.
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A granulometria das amostras de cascas e folhas permitiram classificar
ambas como p6 grosso, com percentual de passante menor que 40% pela malha de

355 um. Os dados da classificacdo granulométrica constam na Tabela 6.

Tabela 6 - Percentual de material vegetal em pé retido na sequéncia de peneiras adotadas para
classificacéo granulométrica

':/A:;iizl Abertura Média do retido (g) = % Retido % Passante
. malha DP
em po
1,70 1,1190 + 0,4935 10,975 89,026
710 3,6137 +£0,9828 35,439 53,587
Folhas 355 3,0347 +0,8089 29,761 23,826
180 1,481 + 0,2655 14,524 9,302
125 0,5587 +0,1072 5,4790 3,823
Fundo 0,3897 £ 0,1514 3,822 0
1,70 0,3283 £ 0,0805 3,247 96,753
710 3,9019 + 0,5374 38,589 58,164
Cascas 355 3,5023 + 0,9624 34,637 23,527
180 1,7007 + 0,0689 16,819 6,708
125 0,4866 + 0,0549 4,812 1,896
Fundo 0,1915 + 0,0334 1,894 0

DP: Desvio Padrao

5.2 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS E FRACOES

Os rendimentos obtidos na preparacdo dos extratos e nos fracionamentos
preliminares sdo mostrados no Quadro 2. Os rendimentos do extrato etandlico e da
fracdo de alcaloides das cascas pelo método C, EESPC e SPC-C (7,33% e 0,03%)
foram superiores aos rendimentos do extrato etandlico e da fracdo de alcaloides das
folhas, EESPF e SPF-C (5,8% e 0,009%). O rendimento da fracdo de alcaloides pelo
método B foi ligeiramente maior para as folhas (SPF-B 3,96%) do que para as
cascas (SPC-B 3,0%).

Fischer (1997) obteve o extrato etandlico de folhas e caule de S. apiosyce a
partir do re-fracionamento com solventes de polaridade crescente alcancando um
rendimento de 2,72%. A partir do extrato etandlico os autores realizaram a extragdo

acido-base de alcaloides obtendo um rendimento de 4,68%.
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O método C de extracdo de alcaloides consiste na maceracdo do pé do
material vegetal com &cido cloridrico aquoso 2N seguindo extracdo da solucao
aguosa acida com DCM; esta camada organica contem 0S compostos neutros.
Alcalinizacdo da solucdo aquosa acida com hidroxido de amonio e extracdo desta
com DCM, permite a obtengcdo de aminas terciarias ndo fendlicas na camada
organica (DCM) (YUBIN et al. 2014). Com este método obteve-se menor rendimento
do SPC-C e SPF-C quando comparado ao método B. O método B utiliza solvente
organico que separa alcaloides livres e outras substancias lipofilicas como terpenos,
resinas ou flavonoides (WYNN e FOUGERE, 2007; YUBIN et al. 2014) sugerindo a
presenca de outras classes de produtos naturais, além de alcaloides, nas fracdes
SPC-B e SPF-B, contribuindo para o aumento no rendimento.

A polaridade dos metabdlitos determina o local da planta onde sao
armazenados, a exemplo de alguns flavonoides e taninos hidrofilicos que podem ser
armazenados em vacuolos e apoplastos do tecido da planta, enquanto que
compostos mais lipofilicos, como terpenos, podem ser armazenados em tricomas
(WYNN e FOUGERE, 2007).

Fatores abibticos no habitat da planta como fonte de luz solar, exposicédo a
radiacdo UV, disponibilidade de &gua, temperatura e composicdo do solo
influenciam na acumulacdo e na rota biossintética de metabdlitos secundéarios
(PAVARINI et al. 2015). O espécimem coletado de S. poeppigii provém de um solo
com perfil geotécnico de silte e argila arenosos, linha de pedra, areia argilosa, argila
arenosa e areia compacta (JUNIOR e JUNIOR, 2012), o pH da agua do solo nessa
regido € acido (aproximadamente pH 5) (MELO et al. 2013). Considerando que a
producéo de alcaloides é favorecida em solos acidos (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE,
1998), outros interferentes contribuiram para o teor de alcaloides encontrado na
amostra.

Estudos realizados com a espécie S. guianensis coletada no Mato Grosso,
demonstraram variacdo sazonal no teor de 6leo essencial, constituido por terpenos,
alcancando o 3° maior rendimento no més de agosto, no qual ainda predominava o
clima seco e coincidia com a época de floragcdo (VALENTINI et al. 2010). Na regiao
da Amazonia Legal, o periodo de seca ocorre entre 0s meses de maio a setembro
(NOBRE; GUILLERMO; MARENGO, 2009), possivelmente o periodo de floracdo de
S. poeppigii ocorra nesse periodo, considerando as flores presentes nas amostras

coletadas no més de agosto, ressaltando-se a auséncia de dados a esse respeito.
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Extrato/ Quantidade
Material Quantidade frach Método de obtida Rendimento
L racao ~
vegetal inicial (g) . extracao extrato/ (%)
obtidos ~
fracdo (g)
261,7 (p6 das .
folhas) EESPF Maceracgao 15,183 5,80
. Método B de
100,8 (po das SPF- B Extracdo de 4.0 3,96
folhas) i
alcaloides
. Método C de
100,70 (podas | gpr | Extraciode | 0,010 0,009
folhas) i
alcaloides
Folhas Fr
11,2865do | 1opem 4,7 41,642
EESPF
EESPF
Er DCM Refluxo
sequencial 0,249 3,780
EESPF
Fr ACOEL de solventes
EESPE a quente 0,176 2,77
Fr MeOH
EESPF 0,600 9,737
616,16 (p0 das | prope | Maceracdo 45,2 7,33
cascas)
. Método B de
200 (po das SPC-B Extracdo de 6,0 3,0
cascas) .
alcaloides
. Método C de
100,14 (podas | gpe | Extracio de 0,04 0,03
cascas) i
alcaloides
Cascas =
2&189'3%0 Hex/DCM 9,0 38,80
EESPC Refluxo
Fr DCM .
EESPC sequencial 0,100 0,7
Fr ACOET de solventes
EESPC a quente 0,300 2,12
Fr MeOH
EESPC 6,0 43,50

Legenda: EESPC: Extrato Etandlico das Cascas de S. poeppigii; EESPF: Extrato Etandlico das folhas
de S. poeppigii; SPC - B: Fragdo de alcaloides das cascas — método B; SPF — B: Fragdo de alcaloides
das folhas — método B; SPC-C: Fracdo de alcaloides das cascas- método C; SPF-C: Fracdo de
alcaloides das folhas — método C; Fr HEX-DCM: Fracdo hexano-diclorometano; Fr DCM: Fracéo
diclorometano; Fr AcOEt: Fracéo acetato de etila; Fr MeOH: Fracdo metanol.
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5.3 FITOQUIMICA DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE FOLHAS E CASCAS DE
Siparuna poeppigiil

O teste preliminar de precipitacdo com reagente de Dragendorff foi positivo
para as fracdes de folhas SPF- C (A), SPF-B (B) e cascas SPC-C (C), conforme
observado na Figura 15. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Fischer (1997), ao testar as fracfes de alcaloides de folhas e da mistura de folhas e
caule de S. apiosyce. Bessera e colaboradores (2011) e Bessa e colaboradores
(2013) obtiveram resultado positivo para alcaloides utilizando o mesmo teste com o
reagente de Dragendorff para o extrato etanolico das folhas de S. guianensis
oriundas do Tocantins. Lopéz (2011) constatou a presenca de alcaloides com o
referido teste nos extratos em cloroformio e etanol das folhas e peciolos de S.
sessiliflora. Resultado idéntico ao obtido por Venegas (2012) efetuado com extrato
etandlico das folhas de S. sessiliflora. Chiu e colaboradores (1981) e Tempone e
colaboradores (2005) utilizaram o teste de precipitacdo para verificar a presenca de
residuo de alcaloides no processo de extragdo &cido-base das raizes de S. gilgiana
e folhas de S. guianensis e S. apiosyce, respectivamente.

O teste de precipitagdo com Dragendorff se baseia na reagcdo de uma solucao
com sal e um metal pesado (exemplo: tetraiodeto de bismuto). Ocorre um
acoplamento deste metal do reagente com o atomo de nitrogénio do alcaloide,
compostos nitrogenados heterociclicos ou aminas quaternarias presentes, formando
pares de ions. Estes pares de ions séo insollveis e precipitam. A cor observada
pode variar entre amarelo-laranja, vermelho ou rosa dependendo da espécie ou
género analisada (ANISZEWSKI, 2007; KATAVIC, 2005). Vale ressaltar que a
sensibilidade do ensaio de precipitacdo € menor do que a do reagente de
Dragendorff em spray usado para CCD (RIOS, 2013), sendo portando, anélises
complementares.

Esses resultados indicam a presenca de nitrogénio na estrutura dos
constituintes das fracdes das folhas SPF- C (A), SPF-B (B) e cascas SPC-C (C). O

gue motivou o prosseguimento das analises por CCD.
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A B C

Figura 15 - Resultado positivo do teste de precipitacdo para alcaloides com as fragdes de alcaloides
das cascas e folhas

Legenda: Precipitados observados no teste com as fragbes de alcaloides utilizando reagente de
Dragendorff ,apds 48hs, SPF-C: S. poeppigii folhas-método C; SPF-B: S. poeppigii folhas — método
B; SPC-C: S. poeppigii Cascas — método C

5.3.1 Prospeccdao fitoquimica por cromatografia em camada delgada de silica

gel

Cromatogramas em camada delgada (Figural6) revelaram resultado positivo
para alcaloides para os dois extratos e as oito fragbes das cascas e folhas de S.
poeppigii, confirmando o resultado do teste de precipitacdo. A presenca de
alcaloides em espécies do género Siparuna é bastante descrita na literatura, Marti e
colaboradores (2013) analisaram a fracdo de alcaloides das folhas de S.
pachyantha, S.guianensis, S. decipiens e S.poeppigii e identificaram lisicamina, O-
metilisofilina, nornuciferine e liriodenina entre outros do tipo aporfinicos.

Terpenos foram detectados por CCD por revelacdo com o reagente de
Lieberman-Bouchard para os dois extratos etandlicos de folhas e cascas e as oito
fracOes. A Figura 16 (1) mostra a CCD correspondente aos extratos etandlicos das
folnas EESPF(A) e cascas EESPC (B). A presenca de terpenos no 0leo essencial da
familia Siparunaceae é descrito em varias espécies, a exemplo de S. guianensis
coletada em Minas Gerais, na qual predominam sesquiterpenos hidrocarbdnicos
(ANDRADE, 2013). Souza e colaboradores (2013) observaram presenca de
terpenos e auséncia de flavonoides em S. guianensis.
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Nos extratos etandlicos e fragfes se observou fluorescéncia compativel com o
padrdo de rutina utilizado na CCD. Flavonoides foram detectados por CCD no
extrato etandlico das folhas de S. guianensis por Javaé (2013) e foram isolados por
Facundo e colaboradores (2012) e Souto e colaboradores (2013) das folhas de
espécimens de Rondbnia e Manaus, respectivamente. Testes de precipitacdo pela
reacdo de Shinoda e adicdo de cloreto de aluminio a 5%, efetuados por Fischer
(1997), detectaram flavonoides no extrato etandlico das folhas e mistura de caule e
folhas de S. apiosyce.

Saponinas foram detectadas nos extratos etandlicos e nas 6 fragBes, com
excecdo da Fr MeOH das cascas e folhas, a Figura 16 (7) apresenta a CCD da
Fracdo AcOEt de folhas e cascas ao lado do padrdo de saponina.

O EESPC e a Fr HEX-DCM EESPC apresentaram mancha em CCD com Rt
similar ao padréo de lupeol. A Figura 19 apresenta as CCD’s com as referidas
amostras aplicadas lado a lado e no mesmo ponto que o padréo, indicando a
presenca de uma substancia pouco polar no EESPC com Rf 0,5 que apds o
fracionamento permaneceu na Fr HEX-DCM. Nota-se que todos os extratos e
fracbes apresentaram um perfis muito semelhantes em termos de classes de
metabdlitos significando que o fracionamento preliminar por extracdo sob refluxo

com solventes de polaridades crescentes ndo foi eficiente qualitativamente.
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Figura 16 — Cromatogramas em camada delgada dos extratos de cascas e folhas de Siparuna
poeppigii
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Legenda: 1: FracBes acetato de etila (A) e diclorometano (B) das cascas de S. poeppigii. Fase
movel: Acetato de etila: 4cido acético: adgua: acetona (70:20:10:10). Revelador: Reagente de
Dragendorff. 2. Fragces em Metanol (C) e Hexano- diclorometano (D) das cascas de S. poeppigii.
Fase movel: Cloroférmio: metanol: hidroxido de aménio (85:15:0,1). Revelador: Reagente de
Dragendorff. 3. Extrato etanélico das cascas de S.poeppgii (E), extrato etandlico e lupeol
aplicados no mesmo ponto(F) e Lupeol (G). 4. Fracdo hexano — diclorometano das cascas de S.
poeppigii (H), fracdo Hex-DCM e lupeol aplicadas no mesmo ponto (I), Lupeol (J). Fase mével:
Diclorometano. Revelador: Anisaldeido sulfdrico. 5. Extrato etandlico das folhas (K) e cascas (L)
de S.poeppigii. Padrdo de Lupeol (M). Fase movel: hexano:acetato (70:30). Revelador:
Leiberman-Bouchard; . 6. Extrato etandlico das folhas (N) e cascas (O) de S.poeppigii . Padrédo
de lupeol (P). Fase moével: diclorometano 100%. Revelador: anisaldeido sulftrico. 7. Fracdo
acetato de etila das folhas (Q) e cascas (R) de S.poeppigii. Padrdo de saponina (S). Fase mével:
Cloroférmio: metanol: 4gua (60:30:10). Revelador: anisaldeiso sulfdrico
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Quadro 3- Resultados da prospeccéo fitoquimica por CCD dos extratos e fracfes de Siparuna poeppigii
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Amostras testadas

Cascas Folhas
Classes de
metabolitos Reveladores Fases moveis Er Hex- Er Er Fr Er Er
secundarios EESPC | "bem | AcoEt | meon | EESPF ggﬁﬂ AcOEt | MeOH
: CHCls/MeOH/
Alcaloides Dragendorff NHAOH (85:15:0,2) + + + + + + + +
. o Cloreto de CHCI3/ AcOEt
Geninas flavonicas aluminio 5% (60:40) + + + + + + + +
AcOELY/ 4cido
Heterps_ldeos CIorfat_o de for(n_lco/a,mdo + + + + + + + +
flavbnicos aluminio 5% acético/ agua
(100:11:11:27)
Trlterpe_nos e Lieberman- Hex/ ACOEt (7:3) + + + + + + + +
esteroides Bouchard
. . CHCI3/ &cido
Saponinas A';le?é?iecfo acético/ MeOH/ + + + - + + + -
agua (15:8:2:2)
Ferrocianeto de AcOELY &cido
Polifendis e taninos potassio 1% e férmico/ acido ) i i ) i i i i
cloreto férrico 2% | acético/ MeOH (96:
(1:2) 1:1:2)

Amostras: EESPC: Extrato Etandlico S. poeppigii Cascas. Fr Hex-DCM: Fracdo Hexano-Diclorometano. Fr AcOEt: Fragdo Acetato de Etila. Fr MeOH: Fracéo
Metandlica. EESPF: Extrato Etandlico S. poeppigii Folhas.
(+) Presenca. (-) Auséncia
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5.4 CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)

A fracdo Hex-DCM obtida a partir de EESPC foi submetida a cromatografia
em coluna de silica gel eluindo-se inicialmente com n-hexano e seguindo com
solventes e misturas de solventes de polaridades crescentes. As informacoes
constam do Quadro 4.



Quadro 4- Dados referentes a cromatografia em coluna de silica aberta da Fragdo Hex-DCM do
EESPC

Fracoes Reuniéo de fragdes por

Fases moveis
coletadas semelhanca em CCD

Massa (mg)

1H-D - 257,2

2H-D
Hex 3 H-D
4 H-D 2-6 HD 443,2
5 H-D
6 H-D

Hex — DCM 8:2 7 H-D
8 H-D 7-9 HD 117.8
9 H-D

10 H-D
Hex — DCM 1:1 11 H-D
12 H-D 10-14 HD 356
13 H-D
14 H-D

Hex — DCM 2:8 15 H-D
16H-D
17 H-D
18 H-D

15-18 HD 417,2

DCM 19 H-D
20H-D
21H-D
22H-D

19-22 HD 444.6

DCM — AcOEt 8:2 23H-D
24 H-D
25 H-D
26H-D

23-26 HD 591,8

DCM — AcOEt 1:1 27 H-D - 635,8

28H-D - 199,7

29H-D - 81,2

30H-D - 48,9

AcOEt 31H-D - 1713

32H-D
AcOEt — MeOH
9:1 33H-D 32-35 HD 479,8
AcOEt — MeOH 34 H-D
8:2 35H-D

36H-D
ACOEtlflMeOH 37H-D 36-38 HD 515

38H-D

39 H-D
MeOH 40 H-D 39-40 HD 239,2

Legenda: EESPC: Extrato etandlico das cascas de S. poeppigii. Hex: hexano. DCM: Diclorometano.
AcOEt: acetato de etila. MeOH: metanol. HD: Hexano-Diclorometano
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A fragdo de AcOEt obtida a partir do EESPC foi submetida a fracionamento
por CCS e os dados desta coluna encontram-se no Quadro 3. Uma pequena
guantidade inicial foi adicionada a coluna o que levou, consequentemente, a fracdes
com peguenas massas, como se pode ver no Quadro 3. Contudo, a fragcdo 16-17,
quando submetida & CCD e revelada com o reagente de Dragendorff, mostrou
manchas alaranjadas com diferentes Ry, caracteristicas de alcaloides. Essa fracao
foi encaminhada para anélise por UPLC-DAD e UPLC-DAD-ESI-MS/MS.

Quadro 5- Dados referentes a cromatografia em coluna de silica aberta da Fr AcCOEt do EESPC

Fases moveis Fracoes Massa (mg)
coletadas
DCM 100% 1 10,7
DCM - AcOEt 1:1 2-3 3
AcOEt - DCM 8:2 4 -7 10
AcOEt—DCM 9:1 8-9 7
AcOEt 100% 9-10 4
AcOEt — MeOH 5% 11-12 14
AcOEt— MeOH 10% |13-14 20
AcOEt— MeOH 1:1 15 162
MeOH 100% 16 - 17 20

Legenda: Fr AcOEt EESPC: Fragéo de acetato de etila obtida do extrato etandlico das cascas de S.
poeppigii. Hex: hexano. DCM: Diclorometano. AcOEt: acetato de etila. MeOH: metanol

A fracdo alcaloidica SPC-B foi submetida a CCS eluindo-se com solventes e
misturas de solventes de polaridades crescentes e os dados referentes séo
mostrados no Quadro 4. Essa coluna originou algumas fracbes que se revelaram
positivamente para alcaloides com o reagente Dragendorff em CCD, esse fato,
aliado a disponibilidade de algumas fragbes com massas significativas (>100mg)
motivaram a avaliacdo da atividade antiplasmédica destas fragbes e posterior re-

fracionamento, bem como sua analise por UPLC-DAD.
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Quadro 6- Dados referentes a cromatografia em Coluna aberta de silica da fragéo alcaloidica SPC —

B
. Fracbes reunidas por
Fase movel sen?elhanga em CFC):D Massa (g)
1-3 0,2958
4 0,1368
5-8 0,2697
HEX-DCM 1:1 912 0.106
13-16 0,4246
17-20 0,118
21-23 0,1216
24 0,0277
25 0,0312
26-28 0,0688
DCM 100% 29-30 0,0216
31-32 0,0147
33-35 0,0362
36-38 0,035
39-42 0,0406
43-44 0,212
45-46 0,0811
DCM- AcOEt 9:1 47-48 0,067
49-52 0,1183
53-55 0,0971
56-58 0,0295
59-60 0,0435
61 0,221
DCM — AcOEt 1:1 62-66 0.4011
67-68 0,123
69-70 0,0568
71-75 0,0872
AcOEt 100% 76-79 0.0638
80-83 0,045
AcOEt- MeOH 10% 84-88 0,2671
89-91 0,0588
AcOEt- MeOH 1:1 92 0,063
93-94 0,1726
95-97 0,1882
98-99 0,0287
MeOH 100% 100-103 0,020
104-107 0,0101
108-110 0,032
MeOH — Acido acético 1% 111 0,152

Legenda: SPC-B: Fracdo de alcaloides das cascas de S. poeppigii — método C. Hex: hexano. DCM:
Diclorometano. AcOEt: acetato de etila. MeOH: metanol. CCD: Cromatografia em Camada Delgada.
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A CCS da fracdo SPC-B originou a fragcdo 84-88, que apresentou manchas
em CCD reveladas com Dragendorff e, portanto, sugestivas de alcaloides (A) (Figura
20). Esta fracao foi submetida a cromatografia em coluna de alumina, conforme os
dados do Quadro 5, as fracdes 1, 2 e 3 provenientes deste fracionamento foram
reunidas pela similaridade em CCD e fluorescéncia amarela no UV a 365 nm (B)
(Figura 16) e apresentaram Rf 0,4 compativel com o padrdo de liriodenina, um
alcaloide ja isolado de outras espécies do género. As fracbes 1, 2 e 3 foram reunidas

(9 mg) e a substancia isolada foi denominada SP-1.

Quadro 7 - Dados referentes a cromatografia em coluna de alumina da Fr 84-88.

FracOes
. reunidas por Massa
Fase movel
semelhanca (mg)
em CCD
DCM 100% 1-3 9
DCM/ AcOEt | 4-5 5
8:2
DCM/ AcOEt | 5-7 2
1:1
AcOEt 100% | - -
AcOEt/ 7-9 4
MeOH 10%
AcOEt/MeOH | 10-15 6
1:1
MeOH 100% | 16-19 10

Legenda: SPC-B: Fragdo de alcaloides das cascas de S. poeppigii — método B. Hex: hexano. DCM:
Diclorometano. AcOEt: acetato de etila. MeOH: metanol

A Ultima amostra da CCS da fracdo SPC-AB, eluida com MeOH: acido acético
1% denominada fr 111, exibiu mancha em CCD revelada com Dragendorff sendo
sugestiva de alcaloide (Figura 16). Esta fracdo foi submetida a cromatografia em
coluna de sephadex LH20, sendo isolada uma substancia denominada SP-2 (20 mg)
gue foi submetida a analise por UPLC-DAD-ESI-MS.
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Figura 17 — Cromatogramas em camada delgada de fracdes de alcaloide das cascas de Siparuna
poeppigii

Legenda: 1. fracdes 86(A) 87(B) e 88 (C) provenientes da cromatografia em coluna da fracédo de
alcaloides das cascas (SPC-B). Revelador: Dragendorff. Fase movel: Acetato de etila (100%). 2.
Fracbes 1 (D), 2 (E) e 3 (F) oriundas do refracionamento da fracdo 84-88 SPC-B. Amostra autentica
de liriodenina (G) vistas em UV a 365nm. Fase movel: Acetato de etila (100%). 3 . Fracdes 111 (H)
e 113 (I). Fase mével: metanol: acetato de etila (8:2). Revelador: anisaldeido sulfarico. 4. Fragfes
111(H) e 113 (1). Fase moével: metanol: acetato de etila (8:2). Revelador: Dragendorff
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5.5 ANALISES POR UPLC-DAD E UPLC-DAD-ESI-MS/MS
5.5.1 Extrato e fracdes das folhas

O extrato etandlico das folhas de S. poeppigii (EESPF) foi analisado por
UPLC-DAD que permite a visualizagcdo de picos correspondentes aos constituintes
cujas areas indicam as propor¢gfes dos mesmos e também fornece seus espectros
no UV online. O cromatograma do EESPF, no comprimento de onda 280nm (A,
Figura 18), apresentou um pico mais intenso referente ao componente majoritario,
com tempo de retencdo (TR) aproximado de 6,5 min (32,2%), cujo espectro no UV-
vis apresenta duas bandas de absorcao, banda A (Amax 346,6 nm) e banda B (Amax
267,2 nm). Os cromatogramas das fragcbes SPF-B (B, Figura 18) e Hex-DCM EESPF
(A, Figura 19) apresentaram um pico predominante com o0 mesmo TR 6,5min (30 e
32,6% respectivamente) e espectro no UV idéntico ao observado para EESPF (A,
Figura 18).

0,15 1A \ Espectro no UV
’ 7 0.40*' Peak #13
1 267,2
346,6
0 10__ 2 0,20 \ / \\
5 |
< \
0,00 . .
- "250,00 30000 350,00
0,057
] TR 6,5 min
0,00
T T I T T T ‘ T T T I T T | T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10 00 12 00 14 00
Minutes
0,20 B Espectro no UV _ Espectro no UV
1 Peak #20 0,10 Peak #32/
] 0,40 26?,2 3488 ] /,/
0157 o \__— 2 ] 2672
] 0,20 — 0,05 / /
] N \ 3374
30,10— 0,00~ ; . ; ——— T T
] 250,00 300,00 350,00 / 250.00 300,00 350,00
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O’OG—JMMJ w
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T T T | T T T | T T T ] T T T ‘ T T T 1 T T T ] T T T ] T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
Minutes

Figura 18 — Cromatogramas do extrato etandlico e fracdo de alcaloides das folhas de Siparuna
poeppigii e respectivos espectros no UV online dos picos majoritarios

Legenda: A - EESPF: extrato etandlico das folhas de S.poeppigiii. B -SPF-B: Fracdo de alcaloides
das folhas de S. poeppigii; Cromatograma obtido por UPLC-DAD em 280nm
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O cromatograma da fracdo DCM EESPF (B, Figura 19) revelou um pico
majoritario com TR 2,7 min (29,13%) com maximos de absor¢do em Amax 264,8 e
347,8 nm. Picos de menor intensidade (d, e, f, Figura 19) foram observados com TR
2,9; 3,9 e 6,5 min (20,8; 4,5 e 4,5% respectivamente). A fracdo AcCOEt EESPF (A,
Figura 20) apresentou pico majoritario com area 8% e TR 2,7min, cujo espectro no
UV-vis apresentou Amax 264,8 e 347,8nm, além de picos minoritarios com TRs
préximos daqueles da Fr DCM EESPF, com percentuais de 8,6; 1,96 e 1,75 % para

TR 2,9; 3,9 e 6,5 min, respectivamente.
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Figura 19 - Cromatogramas das frac6es hexano: diclorometano e diclorometano das folhas de
Siparuna poeppigii e respectivos espectros no UV online dos picos majoritarios

Legenda: A- Hex-DCM: Hexano-Diclorometano; B - DCM: Diclorometano. TR: Tempo de Retencao.
Andlise feita por UPLC-DAD em 350nm
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A fracdo MeOH EESPF apresentou no cromatograma (B, Figura 20) um pico
referente ao composto majoritario com TR 2,7 min (22,5%) acompanhado de picos
de menor intensidade com TR 2,9 e 6,5 min (10,6 e 3,9%), com maximos de

absorcdo em Amax 264,8 e 347,8nm (f, Figura 20) e 267,2 e 347,8nm (g, Figura 20).

; A \ Espectro no UV
_} a Peak #7
0.157 209 2818 3478 TR 2,7 min
4 >
i < 0,104
2 %1% AN ) R RS
T T T ] T T T | T T T | T T T I T T T ] T T I T T T | T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
Minutes
b c d
0,207 Peak #17
\ 2648 Peak #3 Peak 12 004] 267.2 3466
3478 346,
2 0,101 \¥/\ \ e 2010 2 7\\7 / \.\ o
— 2696 0,02 -
\ — B 3&@
000 —— 77 v D'DO“'\““\“"\‘\V_ 0,00 T
250,00 300,00 350,00 250,00 300,00 350,00 250,00 300,00 350,00
nm nm )
TR 2,9 min TR 3,9 min TR 6,5 min
030_- B Espectro no UV
e I 264.8 Peak #7
' 3478 i
] s . 0120_\_/\ - TR 2,7 min
0,20 */’
5 J
< f 0.00 250,00 30000 350,00
N nm
0,10
/g
0'00_— T T '| T T T ] T T T | T T T | T
0,00 8,00 10,00 12,00 14,00
Minutes
f g
i 0,04, 2672 Peak #17
:\ 2648 Peak #9 i \ / 3478
J ! ) B \ ,//7_,_,_—-;
1 00
00— 250"00 300',00 350“,00
250,00 300,00 350,00 om
TR 2.9 min TR 6,5 min

Figura 20 - Cromatogramas das frac6es acetato de etila e metanol das folhas de Siparuna poeppigii e

respectivos espectros no UV online dos picos majoritarios

Legenda: A - AcOEt: Acetato de etila ;B - MeOH: metanol. TR: Tempo de Retencdo. Analise por

UPLC-DAD em 350nm
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O espectro no UV-vis caracteristico de flavonoides inclui duas bandas de
absorcdo, banda A entre 310nm e 350nm, para flavonas, e banda B na faixa de
250nm a 290nm, para flavonas e flavonois (TSIMOGIANNIS et al. 2007). Em uma
analise por CLAE-DAD-ESI-MS, do extrato etandlico das folhas de Gynura
divaricata, foi identificado o canferol-3-O-B-D-glucopiranosideo, cujo espectro no UV
mostrou maximos de absorcdo em Amax 265 nm e 346 nm (WAN et al. 2011).

Cao e colaboradores (2014) analisaram um extrato (etanol: agua 1:1) da
espécie Davallia cylindrica por HPLC-DAD-ESI-MS e observaram espectros no UV
com Amax 266, 346 nm para um constituinte que foi identificado como canferol-3-O-
rutinosideo. Esta mesma substéncia foi detectada por Wu e colaboradores (2013),
através de andlises por HPLC-MS do extrato de espécies do género Solanum sp.,
cujo espectro no UV apresentou maximos de absorcdo em Amax 265, 347 nm. Deste
modo, sugere-se que o pico predominante em EESPF, SPF-B e Fr Hex-DCM EESPF
corresponda a um flavonoide, provavelmente derivado do canferol.

O canferol € um flavonoide cuja presenca tem sido descrita em diversas
familias de plantas de uso tradicional, a exemplo de Apocynaceae e Siparunaceae,
possui comprovada atividade antioxidante, atividade in vitro na prevencdo e/ou
tratamento de doencas neurodegenerativas, diabetes, osteoporose, alergias,
inflamacdo e dor (CALDERON-MONTARNO et al. 2011). O elevado teor de um
possivel flavonoide no extrato e fracdes das folhas de S. poeppigii pode estar
relacionado ao momento da coleta da planta (durante sol forte), por conta do efeito
fotoprotetor desses metabdlitos nas plantas (SAEWAN e JIMTAISONG, 2013).

5.5.2 Extrato e fracdes das cascas

Os cromatogramas do extrato etandlico EESPC e da fracdo alcaloidica das
cascas SPC-B, a 280 nm (Figura 21), apresentaram um pico com TR 6,5 min (25, 9
e 15,38% respectivamente) e bandas de absor¢cdo no UV em A max 267,2 e 346,6 nm.
O espectro no UV referente ao constituinte responsavel por este pico majoritario
apresenta as mesmas caracteristicas dos picos observados também com TR 6,5 min
nas fracbes SPF-B, Fr Hex-DCM EESPF e EESPF, que deve corresponder a um

flavonoide, possivelmente derivado do canferol. O extrato etandlico EESPC ainda
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apresentou picos com TR 2,5 (2,8%) e 3,5 min (5,5%) (A, Figura 24) cujos espectros
no UV sugerem tratar-se de alcaloides (SANGSTER e STUART, 1984).

O referido extrato foi analisado por UPLC-DAD-ESI-MS, a fim de se obter
informagdes acerca dos compostos observados. A Tabela 7 relaciona TR, Amax € 0S
principais picos de ions moleculares protonados [M+H]* uma vez que 0s mesmos
foram registrados no modo positivo. No EESPC o0s picos mais intensos,
correspondentes a ions mais estaveis, sdo a m/z 330 e 360 (TR 2,4 e 2,6 min).
Portanto as massas moleculares destes sdo 329 e 359, respectivamente, podendo
corresponder a alcaloides aporfinicos, sendo a primeira ja relatada em Siparunaceae
(LEITAO et al. 2000).

Leitdo e colaboradores (2000) isolaram a reticulina, um alcaloide de massa
329, a partir do extrato metandlico das cascas e folhas de S. apiosyce. Sangster e
Stuart (1984) atribuem maximo de absorcao de Amax 285 nm a reticulina solubilizada
em etanol, valor aproximado ao encontrado neste estudo, levando em consideragao
a mudanca no solvente utilizado (metanol). Em virtude do relato do alcaloide no
género Siparuna e observando seu papel como intermediario na biossintese de
outros alcaloides ja descritos para o0 género, a reticulina seria um dos possiveis
alcaloides presentes no EESPC.

O espectro de massas do extrato etandlico EESPC apresentou [M+H]* 342
(75%) para o constituinte do pico com TR 2,6 min, correspondendo, portanto, a um
alcaloide com MM 341. Diversos alcaloides com esta massa molecular ja foram
descritos para o género Siparuna, como O-metilflavinantina em S.dresslerana,
norglaucina em S. sessiliflora, N-metil laurotetanina em S. pauciflora, isocoridina e
coridina em S. griseo-flavescens (LEITAO et al. 1999; LOPEZ, 2011). Contudo, 0
espectro no UV neste caso se assemelha ao da coridina, com Amax 270 e 309nm
guando solubilizada em etanol (SANGSTER e STUART, 1984). Em ambos 0s casos
descritos para o EESPC, andalises complementares como, por exemplo,
espectrometria de massas de alta resolucdo, se fazem necesséarias para a
confirmacéo da estrutura.

O constituinte majoritario do EESPC na analise por UPLC-DAD com TR 6,5
min (25,9%) corresponde ao pico com TR 6,9 min na Tabela 7, os valores de Amax €

0 pico predominante 329 (100%) sao um indicativo para a possivel presenca de um
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derivado do canferol, o canferol-3, 4, 7- trimetil-éter, anteriormente descrito na
espécie S. guianensis (FACUNDO et al. 2012).

Tabela 7- Analise por espectrometria de massas dos extratos alcaloidico e etandlico das cascas de
Siparuna poeppigii

Analise por UPLC-DAD-ESI-MS

Extrato TR min Aomax NM [M+H] (%)

344 (85)

2.4 281 330 (100)
360,5 (100)

342 (75)

EESPC 2,6 278 e 310sh 285 (68)
329 (100)

219 (41)

6.9 266 e 348 203 (58)

2,0 282 238360((14053)

SPC-B

266 (100)

3.5 271 246 (72)

Legenda: EESPC: Extrato etandlico das cascas de S. poeppigii
SPC-B: Fracéo de alcaloides das cascas de S. poeppigii
TR: Tempo de Retencéo
UPLC-DAD-ESI-MS: Ultra Performance Liquid Chromatography- Photodiode Array-
Electrospray lonization- Mass spectrometry

Na fracdo de alcaloides SPC-B (B, Figura 21), picos de menor intensidade
(7,5; 2,4 e 3,19%) foram registrados com TR 2,5; 4,5 e 5,1 min, respectivamente, e
0s espectros no UV correspondentes apresentam caracteristicas que indicam tratar-
se possivelmente de alcaloides (SANGSTER e STUART, 1984). A analise por
UPLC-ESI-MS mostrou [M+H]* 330 para o pico com TR 2,0 min, semelhante ao
observado para EESPC. A massa em M+H]* 266(100%) foi observada parao TR 3,5
min, e poderia ser atribuida ao alcaloide anonaina (MM 265), descrito em S.
tonduziana (LEITAO et al. 1999), contudo o espectro no UV-vis diferiu daquele

descrito neste artigo.
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A fr SPC-B foi submetida & cromatografia em coluna e algumas de suas
fracbes foram agrupadas por semelhancas em CCD. As fragbes com atividade
antiplasmédica comprovada foram analisadas por UPLC-DAD-ESI-MS/MS,

discutidas no topico Fracdes ativas pag. 86.
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Figura 21- Cromatogramas do extrato etandlico e Fracdo de alcaloides das cascas de Siparuna
poeppigii espectros no UV on line referentes a alguns picos

Legenda: A - EESPC: Extrato Etanélico das Cascas de S .poeppigii. B - SPC-B: Fracao de alcaloides
das cascas de S. poeppigii. TR: Tempo de Retencdo. Analise por UPLC-DAD a 280 nm
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No cromatograma por UPLC-DAD da fragdo AcOEt EESPC (Figura 22) a
280nm observa-se um pico com area de 9,9% e TR de 2,5 min cujo espectro no UV
apresenta maxima absorcdo em 281,5 nm, assemelhando-se ao observado no
cromatograma B da Figura 24, da fracdo SPC-B, com mesmo TR 2,5min, porém com
Amax 282,6nm. Picos de menor intensidade (4,8; 0,18 e 0,58% min) foram registrados
com TR 3,7; 8,3 e 12,3 min, respectivamente.

Tendo em vista os espectros no UV (SANGSTER e STUART, 1984) e a
ocorréncia de manchas em CCD reveladas com o reagente de Dragendorff, sugere-
se a presenca de alcaloides nesta fracdo. Esta fracdo foi submetida ao re-
fracionamento em coluna de silica gel e a sub fracdo com maior rendimento (Fr 16
AcOEt) foi submetida & analise por UPLC-DAD-ESI-MS/MS.
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Figura 22- Cromatograma da frac@o acetato de etila das cascas de Siparuna poeppigii e respectivos
espectros no UV online

Legenda: Fr AcOEt EESPC: Fracéo acetato de etila das cascas de S. poeppigii. Analise por UPLC-
DAD em 280 nm
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A varredura completa (full scan) no modo positivo (Figura 23) da fracdo 16
AcOEt mostrou picos de [M+H]* 330 (100%), 328 (68%) e 326 (45%), designados
pelas letras A, B, C, D, cujas fragmentacdes, registradas por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial - UPLC-ESI-MS/MS (tandem mass

spectrometry) constam da Tabela 8.

1: Scan ES+
100= 33037 1.31e7
A
32835
B

‘ 33135

%

326.39
C
266 34
26837
D
286.34
249 42 282.35
25132 300,38
312 34 342 39
269.35 297.31
l'v 25230 n

T T T T T RASARARE T T T AR AR LS RS R o MYz
240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

Figura 23- Varredura completa no modo positivo da Fragdo 16 AcOEt EESPC por espectrometria de
massas
Legenda: A: reticulina. D: anonaina
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Tabela 8- Analise por UPLC-ESI-MS/MS da fragdo 16 AcOEt oriunda de coluna cromatografica da
Frag@o AcOEt das cascas de Siparuna poeppigii

Analise por UPLC-ESI-MS/MS
Fragmentos (m/z)

Fracéao Pico r-:-]||:\;] hono [M+H] (%) (%) Referéncias
[330]: 299(2), [330]:299 (5),  (YAN et
A 23 282  330(100)  267(5), 192(75), 192 (100), al.
175(22), 143(50),  177(3), 137(4)  2013)
137(100)
[328]: 327(3),
220, 297(25), 282(15),
FrI6ACORt 5 55  279e  328(68)  265(100), 250(18),
305 237(50)
228109;9 [326]: 295(30),
C 32 °0°  326(45)  263(100), 235(54),
205(45), 177(12)
[266]: 249
(100),MS?
R se6az) . 12661 249(46) [249]: 219 (YAa'l\' et
p 3 i 219(20), 191(100), ~ (100), 191(30),
178(18) MS3 [219]:
191(100)

Legenda: AcOEt: Acetato de etila
TR: Tempo de Retencao
UPLC-DAD-ESI-MS: Ultra Performance Liquid Chromatography- Photodiode Array-
Electrospray lonization- Mass spectra

Para o pico A (Figura 23) registrou-se o ion molecular protonado [M+H]* 330,
possivelmente correspondendo a formula molecular C19H23NO4, e possiveis rotas de
fragmentacao deste sdo mostradas na Figura 24. A perda de uma metoxila [M+H -
31]* explicaria o fragmento em m/z 299 (5%) (m/z), a partir deste diferentes perdas
podem ocorrer: [M-124] ou [M+H - 125]" C7HsO2 originando 175 m/z (22%), [M-107]
C7H70 ou C7HoN resultando em 192 m/z (75%). O pico base em m/z 137 m/z (100%)
deve estar relacionado ao fragmento caracteristico em benzilisoquinolinas (CsHoO2)
(SUAU et al. 1994; SAIDI, 2011).

Os fragmentos em m/z 299, 192 e 137 m/z foram relatados na literatura em
uma analise de espectrometria de massas para reticulina (MM 329, Ci19H23NOa4)
(YAN et al. 2013; MANOSALVA et al. 2014), observando-se as diferencas na
programacao, fase movel e energia de colisédo utilizadas, os dados estdo de acordo
com esta pesquisa. O maximo de absorcdo do constituinte referente a este pico foi

de Amax 285nm, valores de absor¢do no UV-vis da reticulina descritas na literatura
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consultada foram de AmaxEtioH) 285NM, AmaxMeon)y 296nm (SANGSTER e
STUART,1984). Deste modo, considera-se que reticulina esta presente em S.

poeppigii sendo este o primeiro relato para esta espécie.

(-124) (C7Hs02)

(-31) l (-3%)

[M+H]* ’ |
330 —L— 299 (2%) —L’ 267(5%) L
(C19H23NO4)  (OCHa) }\ (-17) v

(-107) " 192(75%) _L. 175(22%)
(perda de C7H70 ou C7HgN) (OH)

N

(-55) ° 137(100%)
(CsH30 ou CsHsN) (CsHo02)

Figura 24- Rota de fragmentacédo proposta para 330 [M+H!* da fracdo 16 AcOEt EESPC
Legenda: EESPC: Extrato etandlico das Cascas de S. poeppigii . AcOELt: acetato de etila

Alcaloides benzilisoquinolinicos s&o distribuidos amplamente na natureza.
Atribui-se a essa classe propriedades farmacolégicas diversas, incluindo acéo
antiparasitaria. A reticulina € um alcaloide benzilisoquinolinico precursor biossintético
de um extenso numero de alcaloides, aporfinicos, benzilisoquinolicos e
benziltetrahidroisoquinolinicos, incluindo alcaloides relatados no género Siparuna
como por exemplo, boldina, isoboldina e (+)-bulbocapnina (JENETT-SIEMS et al.
2003; OSORIO et al. 2008; ZIEGLER e FACCHINI, 2008)

A (S)(+)-reticulina possui atividade comprovada como acelerador do
crescimento capilar, antiagregante plaquetario, antifingica, relaxante da musculatura
uterina além de estimular a sintese e ativacado do 6xido nitrico no endotélio vascular.
Seu papel como precursor de metabdlitos com atividade antimalarica e
anticancerigena incentivou pesquisas sobre a producdo microbiana de reticulina
(PEREZ e CASSELS, 2010; MINAMI et al. 2012; SHAMA e MONIOR, 2012).
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Atividade antiplasmédica foi relatada para (-)-reticulina isolada de Dehaasia
longipedicellata, frente a cepa de P.falciparum (K1) cloroquina resistente, com Clsp <
30,4 pM/mL (ZAHARI et al. 2014).

UPLC-ESI-MS/MS do constituinte referente ao pico D [M+H]* 266 (Figura 23)
mostrou 3 fragmentos semelhantes aos descritos para anonaina (Ci7HisNO2, MM
265), em m/z 249, 219 e 191. O espectro no UV-vis Amax 271 € 317nm esta de

acordo com o relatado na literatura Amax 272 € 317nm (YAN et al. 2013).

Anonaina é um alcaloide aporfinico muito frequente na familia Annonaceae
mas também relatado na espécie S. tonduziana (Siparunaceae)(LEITAO et al. 1999;
CHEN, J. et al. 2013). Atribui-se a anonaina atividade contra formas promastigotas
de Leishmania braziliensis, L. donovani e L. amazonenses (OSORIO et al. 2008)
acdo antioxidante, antifingica, antibacteriana e possivel uso na quimioterapia do
cancer cervical, além da inibicAo da biossintese da dopamina, que pode estar
relacionada a planaridade do anel isoquinolinico em sua estrutura. Atividade
antiplasmaodica da (-)anonaina foi relatada frente a cepas de P. falciparum D10 e
D12 (cloroquina sensivel e resistente respectivamente) com Clso de 25,9 + 0,2uM e
19,6+ 1,1uM. Anonaina isolada de Liriodendron tulipifera apresentou Clso 1,2 + 0,1
ug/mL e 5,2+ 0,3 pg/mL frente a cepas de P. falciparum D10 e Dd2 através do
método de quantificacdo da lactato desidrogenase (LEE et al. 2008; LI et al, 2013;
GRAZIOSE et al. 2011, CHEN et al. 2008).

Em resumo, estas andlises indicaram a possivel presenca das substancias

anonaina (A, Figura 23) e reticulina (D, Figura 23) na fracdo 16 AcOEt de
S.poeppigii.
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O cromatograma da substancia SP-1 (A, Figura 25) apresentou pico (74%) no
TR 3,6 min e UV Amax 255 e 276 nm, caracteristicas similares ao cromatograma de
liriodenina (B, Figura 25) que apresentou um pico (97,3%) no TR 3,6 min € UV Amax
255 e 276nm.

O género Siparuna é reconhecido como fonte de alcaloides aporfinicos, entre
0s quais a liriodenina é relatada na fragdo das cascas e/ou folhas das espécies S.
guianensis, S. gilgiana, S. nicaraguenses, S. tonduziana, S. apiosyce, S.arianeae,
S.thecaphora, bem como na espécie em estudo S. poeppigii (BRAZ et al. 1976;
GUINAUDEAU et al. 1983; GERARD et al. 1986; LEITAO et al. 1999; LEITAO et al.
2000; MARTI et al. 2013).

Diversas atividades biolégicas sdo atribuidas a liriodenina, tais como, efeito
sedativo no sistema nervoso central, regulacdo da biossintese da dopamina,
atividade antitumoral, antiarritmica, antimicrobiana e antifungica (CHEN et al. 2013;
LI, XU e WANG, 2015). O efeito antiplasmédico deste alcaloide foi determinado
frente a varias cepas de P.falciparum como D-6, NF54, D10, Dd2 e W2
apresentando Clso de 2,37uM, 1,32uM, 4,1pg/mL, 7,9 pg/mL e 2,4 pg/mL
respectivamente (GRAZIOSE et al. 2011; ONGUENE et al. 2013; LIMA et al. 2015).
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O cromatograma por UPLC-DAD da substancia SP-2 (Figura 26) apresentou

pico majoritario (90%) no TR 2,6 min e UV com Amax 282 nm.
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Figura 26 — Cromatograma e espectro UV on line por UPLC-DAD-ESI-MS de SP-2

Tabela 9- Andlise por UPLC-DAD-ESI-MS/MS das fragdes 2 C111 oriundas da fracdo de alcaloides
das cascas de Siparuna poeppigii

R UV [M+H]* UPLC-DAD-ESI-MS/MS (m/z)
Fracdo  pico . UPLC-DAD- Fragmentos

(min) A max ESI-MS (%)
Sp-2 25 282 570 [570]: 495 (4), 373 (7), 283 (5), 268 (7),

213 (7), 178 (100), 91 (8)
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5.6 ATIVIDADE ANTIPLASMODICA

5.6.1 Avaliacdo dos extratos brutos e fracdes de alcaloides

Inicialmente as amostras foram submetidas a um screening nas
concentracfes de 50 e 25 pg/mL, em culturas de P. falciparum cloroquina-resistente
(W2). Os resultados foram expressos em porcentagem de reducdo da parasitemia
(% Red) e sdo mostrados na Figura 32. Destas amostras, apenas SPF- B, SPF-C e
SPC- C, tiveram a Clso determinada, cujos valores sao apresentados na Tabela 10.

Observa-se que SPF-B, apesar de produzir uma inibicdo de apenas 25% da
parasitemia na concentracdo de 50 pg/mL, apresentou Clso de 12,41 pg/mL, sendo
considerada ativa. E interessante destacar que ndo se observou relacdo dose-
resposta entre os resultados do screening uma vez que a menor concentracao
(25pg/mL) causou maior inibicdo de parasitos (62%). A amostra SPF-C, embora
apresente percentual de reducdo superior a 50% nas concentracdes de 25 e 50
pug/mL (57% e 52%) foi considerada moderadamente ativa com Clso de 20,8 pg/mL.
A amostra SPC-C promoveu inibicées, no screening, de 64% e 53%, na maior e
menor concentragdo, respectivamente, Clso de 6,99 pg/mL, o menor valor
encontrado dentre as amostras testadas. Contudo, esta fracdo foi obtida em
pequena quantidade e foi suficiente apenas para realizar os testes de atividade
antiplasmaédica.

Jenett-Siems e colaboradores (1999) relataram valores de Clso de 11,9 pg/mL
e 3,0 ug/mL para o extrato das folhas (éter de petroleo e acetato de etila 1:1) de S.
tonduziana e S. thecaphora frente a cepa de P. falciparum PoW. Outros resultados
de avaliacOes de efeito antiplasmaddico de espécies de Siparuna constam no Quadro
1 (pag.27).
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Tabela 10- Concentracao Inibitéria de 50% (Clso) do crescimento do Plasmodium falciparum (W2)
cloroquina-resistente frente a frag8es de alcaloides das cascas e folhas de Siparuna poeppigii

Amostras Méd(i:a|15i DP Classificacao
SPC-C 6,99+0,53 Ativa
SPF-C 20,81+1,60 Moderadamente ativa
SPF-B 12,41+0,06 Ativa

Cloroquina 0,146+ 0,01 Muito ativa

SPC-C: Fracao de alcaloides das cascas — método C; SPF — C: Fracéo de alcaloides das folhas-
meétodo AC; SPF-B: Fragdo de alcaloides das folhas- método B.

5.6.2 Avaliacdo das fracdes obtidas a partir dos extratos etandlicos por re-

extracdo sob refluxo

Para selecionar entre as fracdes obtidas por re-extracdes dos extratos
etandlicos das cascas e folhas, aquelas que seriam avaliadas nos testes de
atividade antiplasmddica, foram realizadas andlises por CCD para verificar a
possivel presenca de alcaloides. No entanto, para todas as fragcbes de cascas e
folnas observaram-se no cromatograma manchas de coloracdo alaranjada com o
reagente de Dragendorff e fluorescéncia azul no UV 365nm, caracteristicas
sugestivas da presenca de alcaloides. Desta maneira, oito amostras foram
submetidas ao screening, nas concentracées de 50 ug/mL e 25 pug/mL.

Os resultados do percentual de reducdo da parasitemia mostrados na Figura
33, ndo demonstram uma relacdo concentracdo-resposta. Assim, as amostras de Fr
AcOEt EESPC, Fr MeOH EESPC, Fr Hex-DCM EESPF, Fr DCM EESPF e Fr MeOH
EESPF avaliadas na concentracdo de 25 pug/mL exibiram percentuais de reducéo
superiores aqueles observados na concentracéo de 50 pg/mL o que se pode explicar

pela possivel menor solubilidade das amostras na maior concentragao.

5.6.3 Avaliacéo das fracdes obtidas por cromatografia em coluna

As fracOes obtidas por cromatografia em coluna aberta de silica gel a partir da
fracdo SPC-B foram monitoradas por CCD, sendo reveladas com o reagente de
Dragendorff, a fim de detectar as fragbes que apresentavam alcaloides, e com
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anisaldeido, que é um revelador geral, e que ja verificamos, no presente caso, ser
um bom revelador para terpenos, como por exemplo, possivelmente lupeol. Também
se levou em conta as massas das fracdes suficientes para a realizacao dos testes
bioldgicos e posterior fracionamento. Estes foram os critérios de selecdo utilizado
para selecionar fracdes para os testes de atividade antiplasmaodica.

Determinou-se o percentual de reducéo do crescimento do P. falciparum (W2)
nas concentracdes de 50 e 25 pg/mL frente as onze amostras selecionadas. Os
resultados sdo mostrados na Figura 34. Observou-se que as amostras 5-8, 43-44,
61, 67-68, 84-88 e 95-97 apresentaram valores de reducdo acima de 50% nas duas
concentracdes analisadas.

A fracdo 5-8 apresentou uma correlacdo inversa (r=-0,37) levando em
consideracdo a concentracdo e o0 percentual de reducdo. O coeficiente de
determinacao revelou que 14,31% dos valores de reducédo podem ser influenciados
pelas duas concentracoes utilizadas. As fracdes 43-44, 61 e 67-68 apresentaram r
acima de 0,95 indicando que a concentracdo esta diretamente correlacionada ao
percentual de reducdo obtido, apresentando r?2 de 91,7, 92,7 e 92,7%
respectivamente. As fracdes 84-88 e 95-97 apresentaram r= 0,8 e r?> de 79,1 e 69%.

Com base nestes valores de reducéo, estas amostras foram selecionadas
para a determinacgéo da Cls, cujos resultados constam da Tabela 11.

Tabela 11 - Concentracéo Inibitéria de 50% (Clso) do crescimento de Plasmodium falciparum (W2)
cloroquina-resistente frente a amostras obtidas a partir coluna cromatografica da fracéo de alcaloides
das cascas de Siparuna poeppigii

Amostras Méd(i:a|15i DP Classificacao
5-8 SPC-B 5,95+ 0,49 Ativa
43-44 SPC - B 12,44 + 2,65 Ativa
61 SPC-B 14,32 £ 1,63 Ativa
67-68 SPC - B 22,58 £+ 2,08 Moderadamente ativa
95-97 SPC-B 22,67 £ 0,99 Moderadamente ativa
84-88 SPC-B 19,10+2,48 Moderadamente ativa
Cloroquina 0,107+ 0,006 Muito ativa

Legenda: SPC-B: Fragdo de alcaloides das Cascas de S. poeppigii- método B
DP:Desvio Padrao

A fracdo SPF-B foi submetida a cromatografia em coluna e as fracfes obtidas

foram reunidas de acordo com as semelhancas das manchas em CCD com
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anisaldeido sulfarico, resultando em sete amostras que foram encaminhadas aos
testes de atividade antiplasmédica.
O percentual de reducdo acima de 50% foi observado apenas na

concentracdo de 50 pg/mL para as amostras 6-8, 9-12 e 13-17 SPF-B (Figura 35).
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Figura 27 - Percentual de reducdo do crescimento do Plasmodium falciparum cloroquina-resistente
(W2) frente a extratos e fragBes de cascas e folhas de Siparuna poeppigii

Legenda: EESPC: Extrato Etandlico Siparuna poeppigii Cascas. EESPF: Extrato Etandlico.
S.poeppigii Folhas. SPC-B: Fracdo de alcaloides Siparuna poeppigii Cascas- método B. SPC-C:
Fracdo de alcaloides Siparuna poeppigii Cascas- método C. SPF-B: Fragdo de alcaloides Siparuna
poeppigii Folhas- método B. SPF-C: Fracdo de alcaloides Siparuna poeppigii Folhas- método C. Fr
Hex-DCM: Fragcdo Hexano- Diclorometano. Fr DCM: Fracao Diclorometano. Fr AcOEt: Fracdo Acetato
de Etila. Fr MeOH: Frag&do Metanol.

* A concentragdo utilizada de cloroquina foi 500ng/mL
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Para as fracOes ativas foram elaboradas curvas dose-resposta (Figura 28)

com base no calculo de viabilidade.
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frente a Plasmodium falciparum (W2).
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5.7 CITOTOXICIDADE E INDICE DE SELETIVIDADE DAS FRACOES ATIVAS

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados para as fracbes com valores
satisfatorios de Clso no teste antiplasmddico. A partir dos resultados de
citotoxicidade e Clso, 0 IS foi determinado, 0s respectivos resultados estdo na tabela
12.

Tabela 12. Valores de CCso, Clso e indice de seletividade calculado para as fracdes oriundas da
fracdo de alcaloide das cascas de Siparuna poeppigii

HepG2 P. falciparum (W2)
< (MTT) (pLDH)
Fragao CCso (pg/ml) Clso (ng/ml) IS
Média = DP Média + DP
Liriodenina >1000 6,08 £ 0,06 >164,47
5-8 SPC-B 257,78 + 13,28 5,95+ 0,49 43,32
43-44 SPC-B 253,30 £ 14,27 12,44 + 2,95 20,36
61 SPC-B 279,72 + 7,94 14,32 + 1,63 19,53
67-68 SPC-B 366,61 + 14,03 22,58 + 2,08 16,24
95-97 SPC-B >1000 22,67 + 0,99 >44,11
84-88 SPC-B 306,01 + 8,10 19,10 + 2,48 16,02
Cloroquina 116,74 + 3,84 0,107 = 0,006 1091,03

Legenda: SPC-B: Fracdo de alcaloides das cascas de Siparuna poeppigii- método B . IS: Indice de
Seletividade. DP: Desvio Padréo

Dados de citotoxicidade isolados ndo determinam aplicacdo clinica dos
compostos testados, contudo, sdo avaliados em relacdo a outros parametros e
podem predispor a realizagdo de outros testes, como por exemplo a toxicidade in
vivo (ISO, 2009). Compostos com valores de IS maiores que 10 sdo potencialmente
seguros, pois apresentam uma ampla janela terapéutica (MESQUITA et al. 2007;
AGUIAR, 2011). Portanto, todas as amostras foram nao citotoxicas e apresentaram
IS satisfatérios exercendo uma acao direcionada ao P. falciparum.

A fracdo 95-97 demonstrou a melhor CCso (> 1000 pg/ml) e o maior IS dentre
as fracdes (>44,11). Apesar da fracdo 67-68 apresentar a segunda melhor
concentracéo citotoxica (366,61 pg/ml), o IS foi um dos mais baixos. A fragcdo 5-8
gue apresentou o mais significativo indice de Clso (5,95 pg/ml) superando o valor da
amostra auténtica de liriodenina, teve uma boa média para CCso (257,78 pug/ml) e o

segundo melhor IS (43,32). Desta maneira, as fracdes 5-8 e 95-97 sdo promissoras
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para seguir com testes complementares como por exemplo, genotoxicidade e
mutagenicidade.

Ensaios de citotoxicidade pelo método MTT em macréfagos RAW-264.7
foram efetuados para extrato etanodlico e fracdo de alcaloides totais de S. apiosyce
(ECs0 >120 e 43,82ug/ml) e S. guianensis (ECso >120 e 54,79ug/ml) (TEMPONE et
al. 2005). O dleo essencial das folhas de S.guianensis testado através do referido
método em células Vero foi considerado citotoxico com CCso de 3,801ug/ml
(ANDRADE, 2013). O Extrato etandlico das folhas da mesma espécie, foi testado
pelo método Sulforhodamina (SRB) frente as células MDA-MB-231, MCF7 (cancer
de mama humano), PC-3 (cancer de préstata humano), HT-29 (cancer de colon
humano), 4T1 (cancer de mama de rato) e RAW-267 (mondcitos leucémicos de
ratos) resultando em ClLso de 1500, 106, 1500, 1500, 1500, 1500 pg/ml
respectivamente, sendo considerado citostatico (TAYLOR et al. 2013).

Os extratos lipofilicos em metanol das folhas de S. andina (S.thecaphora),
S.pauciflora e S. tonduziana (S. grandiflora) foram analisados frente as linhagens de
células humanas KB (carcinoma de células escamosas), SK-MEL 30 (melanoma), A
549 (carcinoma de células pulmonares) e MCF-7 (carcinoma de mama) pelo método
SRB resultando nos valores de Clso 24,8; 17,9; 26,3 e 20,5 pg/ml para S. andina,
>30; 21; >30 e 20,3 pg/ml para S.pauciflora e >30; 23,2; >30 e 21 ug/ml para S.
tonduziana respectivamente (JENETT-SIEMS et al. 1999). A citotoxicidade dos
extratos em hexano de frutos, folha e caule de S. cujabana (S.brasiliensis) foi
determinada através do método MTT em fibroblastos de mamiferos (NIH-3T3) com
valores de CCso de 116,96; 378,55 e 92,5 pg/ml respectivamente (RANGEL, 2010).

A literatura consultada ndo dispbe de dados sobre citotoxicidade in vitro da
espécie em estudo, caracterizando resultados inéditos para S.poeppigii. As fracdes
testadas constituem-se por misturas de substancias, observadas nas analises por
espectrometria de massas e cromatografia liquida, de modo que ndo se pode inferir
se a baixa citotoxicidade e o satisfatério IS devem-se a um constituinte especifico ou
ao sinergismo in vitro, como o relatado para o extrato em metanol da espécie Feretia
apodanthera e acido wursélico que quando reunidos duplicaram o efeito

antiplasmadico e tiveram auséncia de citotoxicidade (RASOANAIVO et al. 2011).
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5.8 ANALISE DAS FRACOES ATIVAS

A fracdo 5-8 apresentou um pico no TR 11,3 min com UV Amax 242,3 e
308,9nm, além de picos minoritarios nos TR 11,4; 11,7 e 14,7 min (A, C e D, Figura
29)
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Figura 29 — Cromatograma da fracdo SPC-B 5-8 por UPLC-DAD a 280 nm e espectros no UV online

O cromatograma da fracdo 43-44 SPC-B (Figura 30) por UPLC-DAD
apresentou um pico predominante no TR 10, 26 min (41,4%), com Amax 267,2 €
346,6 nm. O espectro de massas referente a este pico, em m/z 329, foi atribuido a
[M+H]* (Tabela 13) e associado ao espectro no UV, sugere tratar-se de um éter
trimetilico do canferol, possivelmente o 3,7,4- trimetoxi-canferol, um flavonoide
reportado nas espécies S.guianensis e S. apiosyce, presente em todos os 6rgaos de
S.apiosyce sendo o constituinte majoritario das folhas desta espécie (FACUNDO et
al. 2012; LEITAO et al. 1999). Com base nessas informacdes propds-se uma
possivel rota de fragmentacéo (Figura 31) na qual se observa a perda sequencial de
3 grupos metila, originando o pico em m/z 285 (4%), que pode ser atribuido ao
canferol (MM 286, C1sH100s). O pico base do espectro de massas corresponde a um
ion fragmentario em m/z 314 (100%) que resulta da perda de um grupo metila a
partir do ion molecular protonado [M+H]* 329. Pode-se questionar a presenc¢a de um
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éter dimetilico do canferol nesta fragéo, o que contribuiria para a intensificagdo deste

pico, sendo que o canferol 3,4’-dimetiléter ocorre em S. guianensis (FACUNDO et

al. 2012).
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Figura 30 — Cromatograma da fracdo SPC-B 43-44 por UPLC-DAD a 280 nm e espectros no UV online
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Figura 31 — Proposta de fragmentac&o do pico majoritario [M+H]* 329 da frag&o 43-44 por UPLC-
DAD-ESI-MS/MS

Flavonoides tem ampla ocorréncia no reino vegetal, ocorrendo em frutas,
legumes, vinhos, cha e café. Mais de 6.000 representantes desta classe s&o

conhecidos e despertam interesse pelas suas propriedades

biolégicas/farmacolégicas como antioxidante, antitumoral, antiinflamatéria,

antimicrobiana e antiviral. Ja foram relatados seus efeitos na inibicdo do crescimento
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de Toxoplasma, Trypanosoma, Leishmania e Plasmodium falciparum. (LEHANE e
SALIBA, 2008; TASDEMIR et al. 2006).

O canferol € um potente inibidor da acetilcolinesterase, possibilitando uso no
tratamento da doenca de Alzheimer. N&o foi relatada citotoxicidade desta substancia
frente as células endoteliais (HUVEC), epitelial gastrica (GES-1) e hepéticas(WRL-
68) (BAHRANI et al. 2014). Canferol (3,5,7,4’-teraidroxiflavona), isolado de Gynura
procumbens apresentou atividade antiplasmoédica moderada (Clso 30.94+1.48 uM;
8.86 yg/mL) em P. falciparum sensivel a cloroquina (3D7), na dose de 5 mg/kg (ip)
inibiu a parasitemia (60,27+3,20%) em ratos infectados com P. berghei, no quarto
dia. Demonstrou-se, também, que o efeito antimalarico de G. procumbens e do
canferol se da por inibicdo de GSK3B. Um glicosideo do canferol, o canferol-3-O-
ramnosideo, na concentracdo de 250 uM, promoveu inibicdo do crescimento de P.
falciparum (K1) de 54,3% em 24 h, 83,9% em 48 h e 96% em 72 h, em comparacéao
com o controle negativo. Este flavonoide era o componente majoritario da fracéo
solivel em acetato de etila, obtida por re-extracdo do extrato etanodlico de fohas de
Schima wallichii (Theaceae), coletada na praia de Pangandaran, provincia de West
Java, na Indonésia. Contudo ndo foram encontradas referéncias a atividade

antiplasmaodica/antimalarica para éteres metilicos do canferol.

Tabela 13- Analise por UPLC-DAD-ESI-MS/MS das fragdes ativas oriundas da fragdo de alcaloides
das cascas de Siparuna poeppigii

R UV [M+H]* UPLC-DAD-ESI-MS/MS (m/z)
Fracdo  pico (min) N UPLC-DAD- Fragmentos
max ESI-MS (%)
[263]:  245(30), 189(100), 175(45),
5.8 1 7,35 227 e 313 263 161(60), 133(45), 115(25)
2 7,6 237 e 309 287 [287] (100): 272(28), 244(80), 227(10)
43-44 6.9 222, 267 e 329 [329.]: 314 (100); 299 (18); 285 (4); 271
245 (13); 243 (4)
[235]: 159(18), 135(25), 133(35), 119(45),
61 1 52 222 e 300 235 105(53), 93(100), 81(42)
67-68 8,6 - 280 [280]: 133(7), 109(28), 97(35), 95(80),
83(72), 81(100)
84-88
95-97 1 23 081 330 [330]: 192 (100), 175(20), 143(40),

137(80)

Legenda: TR: tempo de retencéo
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O cromatograma da fracdo 61 SPC-B (Figura 32) apresentou um pico C no
TR 7,7 min (36,25%) e Amax 300,5 nm caracteristico de alcaloides. Os picos
minoritarios A, B e D com TR de 6,2; 6,9 e 11,4 min(4, 9.5 e 0.8%) sugestivos de
cromoforos de alcaloides (SANGSTER e STUART, 1964)
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Figura 32 — Cromatograma da fracdo SPC-B 61 por UPLC-DAD a 280 nm e espectros no UV online

Legenda: SPC-B: Fracdo de alcaloides das cascas de Siparuna poeppigii- método B. TR: Tempo de
Retencéo

O cromatograma da fracdo SPC-B 67-68 (Figura 33) apresentou 0s picos A e
B com TR 4,81min (16,18%) e 9, 39 min (2,91%) e espectros no UV caracteristicos
de flavonoides. Os picos C e D (12,97%) (Figura 41) com TR de 16,39 e 17,30min,
respectivamente, apresentaram espectros no UV muito semelhantes, Amax 241,1 e
320,8nm e 242,3 e 320,8nm, e podem corresponder a acidos clorogénicos.

Os acido clorogénicos sdo uma familia de ésteres derivados do acido hidroxi-
cinamico com &cido quinico. Diversas propriedades farmacoldgicas sdo descritas
para este grupo, como efeito anti-inflamatério, antibacteriano, antifingico e
antioxidante. Sao biomarcadores de propriedades medicinais em plantas e
constituem parametro para controle de qualidade em plantas medicinais (GUZMAN,
2014; WEN et al. 2012).
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Figura 33 — Cromatograma da fracdo SPC-B 67-68 por UPLC-DAD a 350 nm e espectros no UV online
Legenda: SPC-B: Fracéo de alcaloides das cascas de Siparuna poeppigii- método B. TR: Tempo de
Retencéo

O cromatograma da fracdo 84-88 (Figura 34) apresentou um pico no TR 3,6
min (15,35%) com Amax em 255,3; 276; 328 e 397nm semelhantes ao observado na
amostra auténtica de liriodenina (Figura ). Os picos A, C e D com éareas 2,55; 5,7 e
3,8% revelam absorbancias sugestivas de cromoéforos de alcaloides (SANGSTER e
STUART, 1964).
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Figura 34 — Cromatograma da fracdo SPC-B 84-88 por UPLC-DAD a 350 nm e espectros no UV online

Legenda: SPC-B: Fragdo de alcaloides das cascas de Siparuna poeppigii- método B. TR: Tempo de
Retencéo

O Cromatograma da fracdo SPC-B 95-97 (Figura 35) apresentou um pico
(24,68%) com TR 3,35min com Amax em 211,6 e 281,5nm. Os picos A (12,57%) e B
(7,33%) (Figura 35) com TR 4,012 e 5,08min respectivamente, tiveram Aamax
271,9nm, Asmax 270,8 e 312,4nm. Sangster e Stuart (1964) atribuem a alcaloides
aporfinicos metilados na posicdo 10 e 11 (Figura 36), valores entre Amax 270-280nm

acompanhados de um pico menos intenso entre 310-320nm semelhantes aos
encontrados no UV da fragcdo SPC-B 95-97.
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Figura 35 — Cromatograma da fracdo SPC-B 95-97 por UPLC-DAD a 280 nm e espectros no UV online
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Figura 36- Estrutura basica dos alcaloides aporfinicos
Legenda: numeros de 1 a 11 mostram locais de possivel adicao de grupos funcionais



91

CONCLUSAO

O material vegetal coletado foi, inicialmente, identificado como S. guianensis.
No entanto, alguns meses depois, constatou-se tratar de S. poeppigii, 0 que sugere
uma grande semelhanca morfoldégica entre estas duas espécies. A andlise
fitoquimica realizada neste trabalho mostra que a semelhanca morfologica se repete,
pelo menos em parte, quanto a constituicdo quimica observada, a exemplo do
derivado do canferol, possivelmente presente na fracdo 16 AcOEt, ja identificado em
S. guianensis, mas inédito para S.poeppigii.

A liriodenina, um alcaloide oxoaporfinico, esta presente tanto em S.
guianensis como em boa parte das espécies do género (S. pachyantha, S.
thecaphora, S. brasiliensis), e ja foi relatada anteriormente em S. poeppigii. O
alcaloide benzilisoquinolinico reticulina, possivelmente presente na fracdo 16 AcOEt,
foi identificado em S. apiosyce e S. grandiflora, assim como a anonaina, ambos
relatados pela primeira vez para a espécie. A ocorréncia dos alcaloides aporfinicos
lisicamina, o-metilisopilina e N-nornurciferine consta na literatura para S. poeppigii
mas nao foram identificados pelos métodos empregados.

A liriodenina foi avaliada quanto a atividade antiplasmédica frente a P.
falciparum (W2) e a citotoxicidade em células HepG2, destacando-se sua alta
seletividade para o parasita uma vez que apresentou um IS > 164,47.

A concentracao inibitéria de 50% do crescimento (Clso) do P. falciparum (W2),
a citotoxicidade e o indice de seletividade foram determinados para 6 fracdes
oriundas da fracdo de alcaloides das cascas de S. poeppigii, obtendo-se resultados
satisfatorios, com destaque para as fracbes 95-97 e 5-8 com IS > 44,11 e 43,3,
respectivamente, com valores de CCso acima de 250ug/mL. Segundo a literatura
consultada, extratos de folhas e frutos de outras espécies do género tiveram sua
citotoxicidade testadas e de maneira geral mostraram resultados razoaveis levando
em conta as diferentes metodologias empregadas, com excecdo do 6leo essencial
de S. guianensis que foi considerado citotoxico.

O melhor valor de Clso foi para fr 5-8 (5,95 pg/mL), resultado este muito
proximo daquele da amostra de liriodenina utilizada nos ensaios (6,08ug/mL) apesar
da distancia entre a polaridade dos constituintes (fr 5-8 foi obtida em CCS com
eluente hexano: diclorometano 1:1 e liriodenina por recromatografia da fragao 84-88

que foi originada com eluente acetato de etila:metanol 10%).
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Os resultados de atividade antiplasmodica sdo promissores, levando em
consideracdo os dados de atividade encontrados na literatura para outras espécies
do género Siparuna, o que justifica o prosseguimento de estudos como, por
exemplo, com ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade. O fracionamento
biomonitorado dos extratos e fracdes frente a cepa de P. falciparum (W2) e valores
de citotoxicidade sdo dados inéditos para a espécie S. poeppigii.

De forma geral, os dados obtidos estdo de acordo com aquele encontrados na
literatura sobre o género. As informacfes obtidas até o momento embasam 0 uso
popular das espécies do género para tratar malaria e febres, em especial S.
poeppigii e S.guianensis, cuja semelhanca fisica pode confundir de maneira que a

populacao talvez use ambas sob o titulo da mais conhecida.
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