UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE r 1

PROGRAMA DE POS GRADUAGCAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

FACULDADE DE FARMACIA

Prospeccao quimica e biolégica de espécies de Carap  anauba
(Aspidosperma spp.) empregadas por comunidades

quilombolas de Oriximina — PA

Mariana Neves Vieira

Rio de Janeiro

2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

FACULDADE DE FARMACIA

Departamento de Produtos Naturais e Alimentos
Laboratério de Fitoquimica e Farmacognosia

Mariana Neves Vieira

Prospeccéo quimica e biolégica de espécies de Canpuba
(Aspidosperma spp.) empregadas por comunidades quilombolas de

Oriximina — PA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios a obtencao do titulo
de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadores: Prof2 Dr2 Suzana Guimaraes Leitao
Prof. Dr. Danilo Ribeiro de Oliveira

Rio de Janeiro, maio de 2011



FICHA CATALOGRAFICA:

V658p

Vieira, Mariana Neves.

Prospeccao quimica e biologica de espécies de Carapanatba
(Aspidosperma spp.) empregadas por comunidades quilombolas de
Oriximina — PA/ Mariana Neves Vieira; orientadores Suzana Guimaraes
Leitdo e Danilo Ribeiro de Oliveira. — Rio de Janeiro : UFRJ, Faculdade
de Farmacia, 2011.

109f. :il. ; 30cm.

Dissertagédo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Faculdade de Farmacia, 2011.
Inclui bibliografia.

1. Carapanauba. 2. Alcal6ides inddlicos. 3. Acetilcolinesterase.
4. Tuberculose. 5. Refinamento por Zona de pH. I. Leitdo, Suzana Guimaraes.
. Oliveira, Danilo Ribeiro. Ill. Titulo.

CDD 615.1




iii
Mariana Neves Vieira

Prospeccéo quimica e biolégica de espécies de Caapuba
(Aspidosperma spp.) empregadas por comunidades quilombolas de
Oriximina — PA

Dissertacédo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro.

Aprovada em

Prof2 Dr2 Suzana Guimaraes Leitdo (FF/UFRJ)
Orientadora

Prof. Dr. Danilo Ribeiro de Oliveira (FF/UFRJ)
Orientador

Prof. Dr. Benjamin Gilbert (Farmanguinhos, FIOCR&)

Prof2 Dr2 Gilda Guimaréaes Leitdo (NPPN/ UFRJ)

Profd Dr2 Valéria Pereira de Sousa (FF/UFRJ)



Dedico este trabalho ao meu pai, meu maior exedgjmessoa e de vida.

Dedico também aos pesquisadores que admiro: ProBddjamin Gilbert, Prof. Dr. Otto
Gottlieb, Prof. Dr. Raimundo Braz-Filho, Prof? IMaria Auxiliadora Kaplan, e minha
(muito mais que) orientadora Prof2 Dr2 Suzana Grdigsal eitdo; profissionais
extremamente competentes, que se dedica(ra)m pe e@ma a pesquisa de produtos
naturais, que sao exemplos de boa vontade em eesijju@ me inspiram a fazer sempre o
melhor que eu puder para contribuir com a preséovdea natureza e o desenvolvimento do

meu pais. Pessoas que representam verdadeiraneeeito de Mestre.



Agradecimentos
Aos meus orientadores Suzana e Danilo pelos ensimtas) pela paciéncia e amizade.
Obrigada por acreditarem em mim e por terem meagtecomo aluna.
A minha familia, minha mée Eliane e meu irmao/afilh Guilherme, pela compreensio
(ou ndo) das minhas escolhas e pelo apoio impisein Em especial ao meu irméo Pedro

Henrique, que fez os graficos da dissertacdo @santacao.

Ao programa de Pds Graduacao em Ciéncias Farmeagupiela oportunidade de
realizacao deste trabalho.

Aos professores componentes da banca, Prof. DjaBenGilbert, Prof2 Dr2 Gilda
Guimaraes Leitédo, Prof® Dr2 Valéria Pereira de oBrof* Dr2 Mirian Ribeiro e Prof. Dr.
Antonio Carlos Siani, por terem aceitado meu c@nvit

As professoras da banca de acompanhamento, PRd#ifizm Ribeiro e Prof2 BrNancy
Barbi, por terem aceitado o0 meu convite e por temerhnonrado com tanta dedicacéo.

Aos professores Gilda G. Leitdo, Newton Castro, Rietp (UFRJ), Raimundo Braz-Filho,
Ivo Vieira (UFRRJ), Pedro Eduardo Almeida Silva G/RS), Washington Marcondes-
Ferreira (UNICAMP), pela boa vontade em me ateedszlas colaboracdes estabelecidas.
Ao Andre, que sempre esteve ao meu lado, meu metimypanheiro e amigo para sempre.
Aos meus colegas de laboratorio: Shaft, Jodo, MaFgrnanda, Aline, Alex, Cleidson,
Maria Cristina, André, Nathalia, Priscilla e Paydala amizade e momentos inesqueciveis
juntos.

Aos funcionarios do NPPN Francisco Santos e Gidéieira, pela prontiddo em realizar
as analises.

Aos professores Peter Winterhalter e Gerold Jeszoelos os demais integrantes do
Laboratorio de Quimica de Alimentos da Technischevéfsitat Braunschweig
(Alemanha), por terem me aceitado e me orientadeezntaboratorio.

As minhas amigas do VLAX e Avit Sharidu, que toarara “vida fora do laborat6rio”
essencial e muito mais alegre.

A todos 0s meus amigos e as pessoas que torceramirpo
Aos amigos que ganhei na Alemanha, que mudaramlzanforma de ver a vida.
Ao universo, que conspira sempre a favor daquelesgreditam nos seus sonhos.

Ao CNPq e a CAPES, pelas bolsas concedidas.



vi

“As cenas de nossa vida sdo como imagens em umanosa
tosco; vistas de perto, ndo produzem efeitos —deer
vistas a distancia para ser possivel discernir bakeza.

Assim, conquistar algo que desejamos significaalesc
guao vazio e inutil este algo é; estamos sempendiy na
expectativa de coisas melhores, enquanto, ao mesnpo,
comumente nos arrependemos e desejamos aquilo que
pertence ao passado. Aceitamos o presente comaakgé
apenas temporario e o consideramos como um me# par
atingir nosso objetivo. Deste modo, se olharem pigg no

fim de suas vidas, a maior parte das pessoas peraatue

viveram-nas ad interim [provisoriamente]: ficardorpresas

ao descobrir que aquilo que deixaram passar degirdo e

sem proveito era precisamente sua vida — istowidana
expectativa da qual passaram todo o seu tempo.

(...)

Além disso: por que haveria de ser insensato preacu

se sempre em usufruir ao maximo o presente Unsegero,
se a vida inteira ndo passa de um fragmento maior
do presente e como tal & absolutamente efémera?”

Arthur Schopenhauer



Vii

Resumo

VIEIRA, Mariana NevesProspecc¢éo quimica e bioldgica de espécies de Canpuba
(Aspidosperma spp.) empregadas por comunidades quilombolas de Rimina — PA.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticasyléfade de Farmacia, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

A pesquisa de novos farmacos oriundos de plantainca a fornecer importantes
moléculas, ativas em diversos alvos farmacologigoslusive no combate ao céncer,
malaria, tuberculose, doencga de Alzheimer e doregygecieAspidosperma rigidune A.
excelsumpopularmente conhecidas como carapanauba, forassi@ehdas durante um
estudo etnofarmacolégico realizado com comunidadescionais de Oriximind, PA. As
espécies desse género sao conhecidas pela ricaogigép de alcaldides inddlicos
presentes nas cascas de suas arvores. Na regi@drécaa o decocto das cascas da
carapanauba é utilizado com indicacfes para maléigado, febre, malaria, ameba, como
tbnico para os nervos e anticoncepcional. Os aigiobjetivos do presente trabalho
foram a comparacéo dos perfis quimicos e atividadégica dos decoctos preparados a
partir de cascas d&. rigidume A. excelsumbem como o isolamento biodirigido de seus
alcaldides, com base nas atividades inibidora damen acetilcolinesterase (AchE) e
antimicobacteriana. Os resultados mostraram inbda AchE de 79,60, 75,80 e 62,94%
respectivamente para os extratos em etanol, metrhtlorometano dé\. exelsuma
2mg/mL Os menores valores de concentracdo inibitéria n@némcontrados, nos testes
frente a diferentes cepas Mycobacterim tuberculosi$oram25ug/mL para os extratos em
hexano e em diclorometano de excelsume 50ug/mL para o extrato em diclorometanoAle
rigidum, assim como para a maioria dos extratos Adeexcelsum.Do extrato em
diclorometano dé\. rigidum foram isolados trés alcaldides, identificados c@maricina,
isoreserpilina e Breserpilina, por cromatografia contracorrente eefrnamento por zona
de pH A 3u-aricina e a isoreserpilina sdo inéditas na espEstiedada. A identificacdo de
novos metabdlitos bioativos de extratos de plapiade levar & concepcdo de novos

quimioterapicos para o tratamento de varias doencas

Palavras chave: carapanauba, alcaléides indOlam®dilcolinesterase, tuberculose,

refinamento por zona de pH
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Abstract

VIEIRA, Mariana Neves.Chemical and biological prospection of Carapanauba
species Aspidosperma spp.) utilized by “quilombola” communities in Oriximina — PA.
Dissertation (Master in Pharmaceutical Scienceafullade de Farmécia, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

The search for new drugs from plants sources coesirto provide important molecules,
active on several pharmacological targets, inclgdigainst cancer, malaria, tuberculosis,
Alzheimer's disease and pain. The spedeapidosperma rigidumand A. excelsum,
popularly known as Carapanauba were selected damgthnopharmacological study
conducted with traditional communities in Oriximjrii8A. Species of this genus are known
by their rich variety of indole alkaloids presentthe barks of the trees. In the Amazon
region, the decoction made from the barks of Carapla is indicated for the treatment of
liver ailments, fever, amebiasis, as a tonic forves and for contraception. The main
objectives of this study were to compare the chalicofile and biological activity of
decoctions prepared from the barks Af rigidum and A. excelsumand the bioguided
isolation of alkaloids, based on the acetylcholeese enzyme’s inhibitory activity
(AChE) and on the antimycobacterial activity. Thesults showed AChE inhibition of
79,60, 75,80 and 62,94%, respectively, for the reihamethanol and dichloromethane
extracts ofA. excelsum The minimal inhibitory concentration values, agivarious
Mycobacterium tuberculosistrains, were found to be 2&mL for the hexane and
dichloromethane extracts &f. excelsumand 5@g/mL for the dichloromethane extract of
A. rigidum and for most of theA. excelsum’'sextracts. From theA. rigidum
dichloromethane’s extract, three alkaloids weréatgal, by countercurrent chromatography
in the pH-zone refining mode, and identified as-aBicine, isoreserpiline andf3
reserpiline. Isoreserpiline and--aricine are also being described for the firstetim this
species. The identification of new bioactive metaé® from plant extracts can lead to the

design of new chemotherapeutic agents for thenresatt of various diseases.

Key-words: Carapanauba, indole alkaloids, acetyiohsterase, tuberculosis, pH-

zone refining
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1. INTRODUCAO

1.1. CARAPANAUBAS

As arvores popularmente conhecidas na regido antaz@omo carapanauba
pertencem ao géneAspidospermada familia Apocynaceae. Essa familia possuiaceéec
250 a 550 géneros, com aproximadamente 3.700 @ &dfiicies tropicais e subtropicais,
sendo algumas poucas registradas em regifes tetaperlclui espécies arbustivas,
herbaceas e arboreas, muitas das quais séo tngsaelsuculentas (PEREIRA et al, 2007).

Cerca de 41 géneros e 400 espécies sao registradmsa brasileira. Dentre estes,
0 géneroAspidospermase destaca, devido a presenca de latex abundantelaracéo
branca ou vermelho-acastanhado, em alguns casivelvapenas nos ramos terminais
(RIBEIRO et al, 1999)e pela sua composi¢cdo quimica abundante em aleal@d tipo
inddlico (ARNDT et al, 1967; BOLZANI et al, 1987;IBERT et al, 1965; NICHOLAS;
BAIINATH, 1994; ROCHA; LUZ; RODRIGUES, 1982).

As espécies compreendidas no géndspidospermaforam classificadas em
subgrupos botanicos. O presente trabalho trataciégamente, do estudo das espécies
Aspidosperma rigidumRusby e Aspidosperma excelsurBenthh que pertencem aos
subgrupos Rigida e Nitida, respectivamente. Os @emao Quebrachine, Polyneura,
Pyricolla, Nobile, Macrocarpa e TomentdB&REIRA et al, 2007).

As espécies deéAspidospermaem questdo, que sdo arvores encontradas nas
Américas do Sul e Central, sdo comumente conhecmasNorte do Brasil como
“carapanauba”, que significa “ninho de mosquitasir@pana = mosquito e uba = arvore)
(OLIVEIRA et al, 2008). Outras espécies também sénhecidas pelo mesmo nome
vulgar, dentre eladA. auriculatum, A. carapanauba, A. desmanthum,di&color, A.
nitidum, A. oblongum, A. marcgravianum A. vergasii (BARBOSA; TAVARES;
SOARES, 2003; CARVALHO et al, 1991; REVILLA, 2002).

Trata-se de arvores de grande porte cujo nome @opel refere ao fato delas
possuirem o caule profundamente sulcado no semtidizal e cheio de septos capazes de
abrigar o carapand, uma denominacao muito comumn rpasquito na regido amazonica

(Figura 1). Nas outras regibes brasileiras, as résvalesse género sdo conhecidas,
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principalmente, como peroba (HENRIQUE; NUNOMURA,; IROT, 2010) e guatambu
(GEMMA DE LA CRUZ, 2008).

Figura 1 —Foto dacarapanauba de terra firme, com destaque parptssea base do caule. Foto: Danilo
Oliveira

Essas espécies sdo notoriamente reconhecidasquefmtencial efeito terapéutico
no tratamento da malaria e de males do figado peless da Floresta Amazénica. Alguns
poucos estudos ja demonstram essa atividade gagaies deAspidospermala Amazoénia
(carapanaubas) e de outras regides do Brasil (D@LABet al, 2008; CARDENAS et al,
2008; MITAINE-OFFER et al, 2002).

No contexto desse trabalho, a diferenca entre agcies deAspidosperma
estudadas esta no local onde elas sdo encontfadaexcelsuncresce em matas de platé,
ou seja, em regides que ficam relativamente dissaté lagos. Esse tipo de local é também
conhecido como mata de “terra firme” (Figura 2)oe isso, nesse estudoAaexcelsunfoi
chamada de “carapanauba de terra firme” (CTF).

Ja aA. rigidumcresce em regifes préximas aos lagos ou rios, andea é muito
mais Umida, proxima a areas inundaveis, ou segfigam submersas em época de chuva.
Essa mata é chamada de “baixio” ou “varzea”, sexs$im, aA. rigidumfoi denominada
“carapanauba do baixio” (CBA). Esse fato faz cona tgis espécies cres¢cam sob condi¢des
muito diferentes em relacdo ao tipo de solo, ofddanutrientes, vizinhanca, etc, o que
pode levar a uma significativa diferenca de seusstinintes quimicos (RIBEIRO et al,
1999).
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Figura 2 - Representacéo dos tipos de matas da Amazodniaidextta Ribeiro (1999).
1.2. ALCALOIDES INDOLICOS

Varios estudos sobre a composicdo quimica das iespéle Aspidosperma
revelaram que esse género se caracteriza pelanpaege diversos tipos de alcaldides,
principalmente inddlicos (HENRIQUE; NUNOMURA; POHL| 2010; PEREIRA et al,
2007). Os alcaldides inddlicos despidospermasdo originados a partir do triptofano e
possuem, geralmente, esqueleto do fiprarbolinico, com sistemas triciclicos de anéis
piridoinddlicos combinados com residuos terpenog&liderivados da secologanina
(DEWICK, 2009). Os alcaldides inddlicos constitueraxcelentes marcadores
guimiotaxonémicos para espéciesAtpidospermdBOLZANI et al, 1987; HENRIQUE;
NUNOMURA,; POHLIT, 2010; PEREIRA et al, 2007).

Na via de biossintese desses alcalbides, a desdagdm do acido aminado
triptofano dé origem a triptamina, que se combira @ secologanina, por condensacao de
Mannich, para formar os anéis do grupamghtarbolinico. A secologanina, por sua vez,
possui origem biossintética na via do mevalonafmadir de um rearranjo do geraniol.
Trata-se de um tipo de iridéide que adiciona 1@nawde carbono a por¢édo derivada dos
acidos aminados (DEWICK, 2009).

A Figura 3 ilustra essas reacdes, com o exemphaal@iossintética da ioimbina,
um alcaldide inddlico muito conhecido por suas pemfades afrodisiacas, presente nas

espéciesA. discolor, A. excelsum, A. eburneum, A. marcgravin, A. oblongum, A.
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peroba, A. polyneuron, A. pruinosum, A. pyricollarA. quebracho-blanc¢PEREIRA et
al, 2007).

\ - Gle
N -
N E
Iriptamina
. o (al®)] 2 Me CO-}N[G
COsMe estrictosidina aglicona da estrictosidina

secologanina

CO-Me COaMe CO-Me
deidrogeissoschizina
(forma endlica)

i
CO:Me
deidrogeissoschizina
(forma cetolica)

a

B-carbolina

MeO»C OH

ioimbina

Figura 3 —Biossintese do alcaldide inddlico ioimbina (addptede Dewick, 2009). E = enzima.

Os alcal6ides inddlicos possuem grande importaec@ndémica devido as suas
atividades farmacolégicas. Eles podem atuar conmmisizs ou agonistas parciais nos
receptores alfa-adrenérgicos, serotoninérgicosnémgico e dopaminérgico. As diversas

atividades bioldgicas exercidas estao relacionadfmsma com que cada receptor age no
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tecido e, como cada receptor possui diferentes|ass®s, a gama de atividades dos
alcaldides inddlicos € enorme (SCHRIPSEMA; DAGNINERACE, 2007).

Na Coldmbia, por exemplo, o latex da carapanalltdiZado pelos indios Makuna
e Taiwano no tratamento da hanseniase. Aléem dissocascas d&. quebrachoblancedo
usadas na regido andina como afrodisiaco e caetbra.fNo Brasil, essa espécie € usada
também em casos de efisema, bronquite e pneumber, como no tratamento de
impoténcia, contra sintomas da hiperplasia prastdbenigna e em dispnéia asmatica e
cardiaca (PEREIRA et al, 2006). H4, também, ret@a8nque citam o uso dessas espécies
como estimulante respiratorio, contra asma (brotetador) e para disfuncbes eréteis
(BARBOSA; TAVARES; SOARES, 2003; OLIVEIRA et al, @8; PEREIRA et al, 2007).

No caso das espécies abordadas neste trabalhogsbécdo de apenas quatro
alcalbides isolados da. rigidum (Figura 4) e vinte dé\. exelsun{Figura 5), os quais

possuem poucos estudos acerca de suas atividaliegidas.

(-)-carapanaubina (MM 428 u, C,;H.N,O.) pieralina (MM 410 u, C,;H,.N,05)

Figura 4 - Alcaléides inddlicos isolados de rigidum(PEREIRA et al, 2007).
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Figura 5— Alcalbides isolados dA. excelsuniBOLZANI et al,1987; PEREIRA et al, 2007)- (+)-uleina,2-
tubotaiwina,3- N-acetilaspidospermidind; (+)-des©-metilaspidospermind- 3u-10-metoxigeissochizob-
11-metoxitubotaiwinay- ajmalicina,8- quebrachina- ioimbina,10- compactinervinall- 3o-aricina,12-
exelcinina, 13- 10-metoxiioimbinal4- O-acetilioimbina,15- ocrolifuanina,16-
didesmetoxicarboniltetraidrosecamii&; 16-desmetoxicarboniltetraidrosecamih&, 16-hidroxi,16-

desmetoxicarboniltetraidrosecamii®; tetraidrosecamin0- 16-hidroxitetraidrosecamina.
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Os alcaldides conhecidos Aerigidumpossuem estruturas bem variadas (Figura 4),
sendo que a carapanaubina e a picralina, juntanmmrte a burnamina, contam com
esqueletos caracteristicos. SomentefaeSerpilina pode ser classificada no grupo dos
alcaldides heteroioimbanos, segundo a classificagdposta por Pereira e outros (2007),
além de outros com esqueletos também caractessti® entre os alcaldides de
excelsun{Figura 5) € possivel encontrar representantegpdacondilocarpina (2, 6 e 10),
aspidospermina (3 e 4), heteroioimbano (7 e 1lijhkano (8, 9, 12 e 14) e secamina (16 a

20). Essas informagfes sédo essenciais quando iseagaeterizar um extrato.

1.3. ESTUDO ETNOFARMACOLOGICO

Durante o desenvolvimento de sua tese de doutofldeira (2009) baseou-se no
conhecimento tradicional de cinco comunidades gqblmas do Municipio de Oriximing,
PA, para realizar a coleta de 254 amostras vegp#ass identificacdo botanica e 34 para
fins de bioprospeccéo e estudo de suas atividadegjicas.

Esse projeto, intitulado “Levantamento Etnobotamied?lantas Medicinais Utilizadas
por Comunidades Quilombolas do Municipio de OrixigaPA, com fins de
Bioprospeccao”, foi o primeiro no Brasil a obtertairacdo do CGEN (Conselho de
Gestéo do Patrimdnio Genético, Ministério do MeimlAente) para acesso ao patriménio
genético e ao conhecimento tradicional a ele amdocicom fins de bioprospeccéo.
Seguindo as regulamentacbes do CGEN, este acordedizado diretamente com as
comunidades, e podera proporcionar diversos beéoefitanto para o grupo de
pesquisadores, quanto para a populacdo daqueldidémt=a (BIANCOVILLI, 2008;
ESCOBAR, 2008).

Dentre as plantas coletadas, encontravam-se as ekpmécies de carapanaulba,
Aspidosperma rigidunRusby e Aspidosperma excelsuf@enth que sdo amplamente
utilizadas e difundidas entre as comunidades ti@tics do Norte do pais. Em Oriximina,
as cascas da carapanauba sédo utilizadas sob a ti@uizionalmente chamada de "cha
fervido" (que corresponde ao um decocto) ou "indls@ue, apesar do nome, pela
descricdo do modo de preparo corresponderia a ag@eem agua fria), com indicacdes

para males do figado (hepatite), vesicula, cole@stdebre, maléaria, diarréia com
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hemorragia, ameba, anemia, dor de estdbmago, comomeomo diurético, contra diabetes,
como tbnico para 0s nervos e anticoncepcional (BILRA, 2009).

Pelos resultados obtidos no estudo etnofarmacaldgino laboratério, assim como
pela pouca quantidade de publicacbes relacionadessas plantas, aliado ao fato de
existirem duas espécies diferentes sendo utilizada® se fossem apenas uma (mesma
etnoespécie), as carapanaubaexcelsune A. rigidumforam selecionadas para o estudo
mais aprofundado, justificando a realizacdo doegurestrabalho.

Para quantificar tais estudos etnofarmacoldgicos,ufilizado como ferramenta o
calculo da Concordancia dos Usos Principais (CWPXUP foi determinada como a
relacdo entre o numero de entrevistados que citatanforma independente 0s usos
principais (UP) da espécie, e 0 numero total deceistados que mencionaram a espécie
para qualquer uso (uso total, UTRara obter a CUP corrigida (CUPc) é necessarisgue
calcule primeiro o Fator de Correcdo para a campzm (FGar), considerando a espécie
mais citada nas entrevistas, que foi o “cumaBlypterix sp. - 23 informantes). Depois se
multiplica a CUP pelo Fgar para obter a CUPc (OLIVEIRA, 2009). As formulas:sé

CUP = Numero de informantes que citarams@principal (UP) x 100
Numero de informantes que citaram qued uso para a espécie (UT)

FCcar = Numero de informantes que citamespécie (UP)
Numero de informantes que citaeaespecie mais citada (Wfterixsp)

CUPC = CUP x FQ:AR

Dentro deste levantamento, a carapanauba foi uraataplque demonstrou grande
relevancia e importancia para os membros das coades quilombolas, sendo seus usos
citados por 10 informantes para o tratamento démaa{(CUP = 100%), males do figado
(CUP = 70%), ameba (CUP = 30%), fortificante pasarervos (CUP = 30%) e os demais
USOS Menos expressivos para enxaqueca, cicatrizdoteno corpo, febre, males do
intestino (CUP = 10%).
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1.3.1. TRATAMENTO PARA DOENCA DE ALZHEIMER

Estima-se que o Brasil sera, em 2025, a sexta rmégaoundo com mais pessoas
acima de 60 anos - cerca de 34 milhdes (mais dedd¥@opulacdo) e que o numero de
idosos ird mais do que triplicar nas proximas qued#&cadas, de menos de 20 milhGes em
2010 para aproximadamente 65 milhdes em 2050 (GRAIGN |, 2011). Hoje, sdo mais
de 13 milhdes. A expectativa de vida do brasilailingiu 71,9 anos em 2005 e aumentara
gradativamente nas proximas décadas, determinamel®m perfil das causas de morte e
doencas invalidantes seja definitivamente relacor@m males cronicos e degenerativos:
hipertensdo, diabetes, infarto, derrames, doencalzieeimer, cancer, osteoporose, etc
(ALZHEIMERMED, 2011).

A doenca de Alzheimer é atualmente uma das formas comuns de deméncia,
afetando aproximadamente 10% da populacdo acin@bdenos de idade (mais de 1,2
milhdes de pessoas). Ela se caracteriza principadnpela perda progressiva de memoria,
falta de compreensdo, problemas de linguagem endigdio da capacidade de
aprendizagem.

No entanto, a patogénese dessa doenca ainda namtébinente elucidada.
Acredita-se que formacado de dois agregados deipasteas placas neuriticas (acumulo de
peptided3-amildide, circundado por um anel formado de paldi de neurdnios anormais)
e 0s novelos neurofibrilares (alteracOes intraeedsl em forma de chama de vela,
verificadas no citoplasma dos neurdnios), promavigor anormalidades na fungcdo da
proteinar, estariam envolvidas no processo condutor da @ege#o neuronal progressiva
e morte (ZHANG, 2005). A Figura 6 apresenta esggegados, corados por diferentes
reagentes.

Disfungbes celulares, bem como morte de gruposélidas responsaveis pela
manutencdo de sistemas especificos de neurotraadamtambém acarretam a reducéo dos
niveis neuronais de acetilcolina, norepinefrin@m@t®nina. Outras hipoteses se baseiam no
acumulo de metais toxicos no sangue, estressetimxidal infeccdes virais (CUMMINGS,
2004).
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Essas observacgfes fornecem um grande numero degiesdvos terapéuticos no
tratamento da Doenca de Alzheimer, dentre elesb&dio dap-secretase, para reduzir a
formacdo do peptide@-amildide; inibicdo da agregacdo do peptigeamildide e da
proteinart; quelacdo dos metais toxicos; inibicdo da aceiilesterase ou também da
monoamino-oxidase (ZHANG, 2005)

»
Vig 3
-e 4

1. Desenho das placas neuriticas

H&E (esquerda) e ;ﬁrata (direita)
L

i CNR 2 k2 )
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Figura 6 - Placas neuriticas (a) e novelos neurofibrilaresvispalizados com diversos corantes, agregados
protéicos envolvidos no processo condutor da degeé@e neuronal progressiva e morte na doenca de
Alzheimer. Extraido de AlzheimerMed (2011).

Foi observado que o nivel sanguineo de acetilcdfirarotransmissor decisivo no
desempenho cognitivo) encontra-se reduzido em ¢garea da doenca de Alzheimer, seja
por diminuicdo na sua producdo ou por excessivdruigBo pela acdo da enzima
acetilcolinesterase. Dessa forma os sintomas pegemelhorados com o uso de agonistas
colinérgicos ou por inibidores colinesterasicoshbasnaumentando a atividade colinérgica
(ALZHEIMERMED, 2011).

Sendo assim, a terapia atualmente utilizada palizonae a funcdo cognitiva de tais
pacientes se baseia, principalmente, na potermidiizda atividade colinérgica central, que
€ alcancada clinicamente pelo uso de inibidoresceéicolinesterase - AchE (SCARPINI;
SCHELTENS; FELDMAN, 2003; CUMMINGS, 2004). Dentressas subtancias, se

destacam os alcalGides naturais galantamina e zinpeA, bem como os anélogos
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sintéticos rivastigmina (analogo da fisostigminecedente inibidor da AchE, que possui
baixa absorcéo intestinal) e a tacrina. A memarfoha primeira substancia da classe de
inibidores glutamatérgicos e seu uso é aprovada paterapia de casos moderados ou
graves da Doenca de Alzheimer. A donepezila, parv&z, € um inibidor colinesterasico
do tipo piperidinico, que exerce inibicdo reversh@ competitiva e possui estrutura bem
distinta em relacdo aos demais inibidores utiliza@d.ZHEIMER’S DISEASE, 2010). As
estruturas dessas moléculas estdo apresentadagire

NH, 0 NH,
H;CO
S
= H;CO
N N
Donepezila

Tacrina
Memantina

Rivastigmina

| Galantamina Huperzina A

Figura 7 — Estruturas das substancias utilizadas no tratansamtomatico da doenca de Alzheimer.

Nesse contexto destaca-se a indicagdo popularrdpaceatba como “fortificante
dos nervos”, com CUP= 30%; CUPc= 12,5% (OLIVEIRAQQ) e a comprovada atividade
de alcalbides inddlicos na inibicdo da acetilcalieease (LEVY-APPERT-COLLIN, 1978;
MUKHERJEE et al, 2007; GUIMARAES et al, 2010; PERBI et al, 2010) .

1.4. TERAPIA CONTRA TUBERCULOSE

A busca de novos agentes naturais com agdo anbiagtzEriana tem sido uma

estratégia de pesquisa desenvolvida no Departandentrodutos Naturais e Alimentos,
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gue se iniciou em 2006 e hoje € uma das principdias de pesquisa do Laboratério de
Farmacognosia e Fitoquimica (UFRJ), tendo rendidersias publicagcbes (CASTELLAR,
2011; OLIVEIRA, 2011a; SANTOS, 2009).

A tuberculose (TB) é a principal causa de mortem®@nca infecciosa no mundo,
mostrando ser uma calamidade mundial, em espewal,paises em desenvolvimento
Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OM3PB) milhdes de pessoas
morreram por causa de TB em 2009, dentre elas @Mtulheres, incluindo também
380.000 portadores do virus HIV. Esses numerogseptam que 4.700 mortes por dia sdo
causadas por TB. Essa doenca também se encontaasntrés maiores causas de morte
em mulheres com 15 a 44 anos (WHO, 2010).

Trata-se de uma doenca infectocontagiosa causadeipptmente pelo agente
patogénicoMycobacterium tuberculosiyyma bactéria gram-positiva que estabelece sua
infeccdo geralmente nos pulmfes. Sua transmissddaspela emissdo de particulas
contaminadas com os bacilos, dispensadas no avésatrda tosse caracteristica dos
pacientes com tuberculose ativa, como um resulledem processo inflamatorio pulmonar
cronico (DUCATI et al, 2006).

As micobactérias desenvolvem rapidamente resistén@gentes quimioterapicos
isolados, devido a presenca do gene MDWl{iple Drug Resistengeque codifica
proteinas responsaveis pelo desenvolvimento dat&esia dessas bactérias frente a
multiplos farmacos. A OMS estima que houve 440.0000s casos dBbl. tuberculosis
resistentes em 2008 e 150.000 casos de morte enr@eda desse fato (WHO, 2010).

Essa observagéo evidencia que a terapia efetivimi@gagdes micobacterianas exige
um curso prolongado (de varios meses ou anos) deplosi farmacos. Os agentes de
primeira escolha sdo a isoniazida, rifampicinaazivamida e etambutol ou estreptomicina,
sendo comum o emprego da associacdo de rifampecisaniazida (CHAN; ISEMAN,
2002).

Também se tornou clara a necessidade da busca wis potenciais agentes
antimicobacterianos. Em uma triagem randdmicazaddi em nosso laboratorio a procura
de substancias com atividade contra TB, os extrdéosarapanaluba se destacaram por
terem demonstrado ser bastante ativos (OLIVEIRA12). Esse dado é coerente, uma vez

que atividade antimicobacteriana de alcal6ides licol® ja fora descrita (COPP, 2003).
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Além disso, ha artigos na literatura que descrexemiso popular de espécies de
Aspidospermano tratamento da hanseniase, que também €& capsadaicobactérias
(PEREIRA et al, 2006).

1.5. A CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CL AE) NO
ESTUDO DE SUBSTANCIAS DE ORIGEM NATURAL

A CLAE é uma técnica de separacdo que pode seausatb qualitativa quanto
guantitativamente e ainda pode auxiliar em prosedsddentificacdo. Trata-se de um tipo
de cromatografia onde a fase mével é liquida s éatacionaria esta depositada sobre um
suporte solido, empacotada em uma pequena colwsraln@nte essa fase possui baixa
granulometria e, por esse motivo, a analise somaode ser feita sob alta pressao. Isso
permite a realizacdo de separac¢des mais dificegudcem outros tipos de cromatografia
liquida (HOSTETTMAN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

Para se poder fazer uso dessa técnica é necedsgaevolver um bom sistema de
solventes para ser utilizado como fase mével. Gurdo interessante é que o aparelho de
CLAE com detector DAD permite também a obtencaeslmectro de ultravioleta (UV) da
amostra, o que pode auxiliar na sua identificacao.

O acoplamento de um detector de espectrometriaagsan (EM) a um sistema de
CLAE torna esse método analitico um dos mais seissipois 0 detector EM possui
grande poder de separacdo de massas. Além diss®e@sca tem o potencial de fornecer
informacdes sobre a massa molecular dos compostafisados, bem como, em
determinados casos, informacdes estruturais imueda partir da fragmentacéo dos sinais
obtidos (HOSTETTMAN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

1.5.1. CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE

A cromatografia contracorrente (CCC) é uma téchwa se baseia na particdo de
uma amostra entre duas fases de solventes imisc¢ba@ficiente de particao, K). Trata-se
de um tipo de cromatografia de particdo liquidoitlg, pois a fase movel utilizada

também estd no estado liquido. Porém, diferenteaméas outras técnicas classicas de
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cromatografia liquida, em que a fase estaciondmiargra-se no estado sélido, na CCC a
fase estacionaria esta no estado liquido (HOSTETNMAUEIROZ; VIEIRA, 2003).

Esta metodologia permite o isolamento em largal@st=maprodutos naturais usando
apenas um sistema bifasico de solventes imiscigeis, necessidade de suporte solido.
Dentre muitas vantagens cromatograficas, essactanicapaz de reduzir a perda e
degradacdo da amostra, evitando a adsorgao irresletlos seus componentes na fase
estacionaria; é também bastante previsivel e fie@slmente desenvolvida para analises
em escala preparativa (ITO, 2005).

A Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidd#gh-Speed Countercurrent
Chromatography HSCCC) se mostrou, em inimeras aplicacdes, eoraca versatil de
separacdo em escala preparativa e especialmehtealdrea de isolamento de produtos
naturais. A teoria geral desta técnica de separ@d¢fseada na mistura e separacao rapida
e continua de sistemas bifasicos de solventesiwaiscem forte e rapida alternancia de
campos de forca centrifuga. Misturas altamente tmap de origem natural ou sintética
podem ser eficazmente fracionadas (ITO; CONWAY,6)98

O uso de tal instrumentacdo é simples, mas reqaehecimentos técnicos
especificos, uma vez que a selecdo das condicPesireentais e a técnica do processo de
separacdo sdo muito diferentes daqueles dos métodesncionais de cromatografia em
coluna (ITO, 2005). No caso da CCC, o maior deséfiobter um sistema bifasico de
solventes adequado (BERTHOD et al, 2009). Gerakmedio utilizados sistemas ternarios,
onde devem estar contidos dois solventes imisc(paig que se formem as duas fases, que
serdo utilizadas como fase estacionaria e fase lin@emais um de miscibilidade
intermediaria para reduzir a tensao superficialeeos dois (HOSTETTMAN; QUEIROZ;
VIEIRA, 2003).

Ao se trabalhar com CCC na separacao de produtigsaisa uma abordagem
diferente deve ser considerada, uma vez que aimalos estudos é feita com misturas
desconhecidas. Esse método é particularmente walim$racionamento de extratos brutos
de origem vegetal, porque reduz a possibilidadpedda da atividade bioldgica durante o
processo de separacdo (CASE et al, 2007). A aglicdessa técnica no fracionamento de
produtos naturais com potencial atividade antimaotdriana ja foi descrita na literatura
(PAULI et al, 2005).
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A combinacdo das possibilidades e vantagens ofl®cipelas diversas
metodologias de CCC disponiveis atualmente (IT@52Qais como separacdes em escala
preparativa e com 100% de recuperacao da amostrajtp ndo somente o isolamento de
compostos majoritarios em uma Unica corrida, coambtm o acumulo de compostos
minoritarios, que normalmente ndo seriam detectagtos analises por cromatografia
convencional, em quantidades adequadas para posierificacdo e identificacao.

Em uma abordagem mais pratica, por exemplo, naabdscnovas substancias
potencialmente terapéuticas de origem natural, dgreanda a producdo de quantidades
comercialmente disponiveis de compostos puros pasaibilitar a realizacdo de testes
biolégicos e ensaios clinicos, a CCC também poderdpenhar um papel importante,
devido a sua natureza preparativa e as possib#itddd aumento de escala (De BEER et al,
2009).

Embora a descoberta de substancias provenientelamtas medicinais continue a
constituir uma importante fonte de novos medican®enuitos desafios estdo presentes
neste tipo de pesquisa, tais como a selecao egftiale bioensaios adequados e também a
producdo em larga escala com alto rendimento. énteaesenvolvimento biotecnoldgico,
0s novos métodos de estudo fitoquimico biodirigiiagens automatizadas e processos
analiticos de alta performance introduziram novosceitos e possibilidades para o
planejamento racional de novos farmacos (VIEGAS BRLZANI; BARRERO, 2006).

Neste contexto, as possibilidades de aumento dalaegroporcionadas pelas
técnicas CCC, aliadas a reduzida degradacao a eealtperacdo das amostras, fazem desta
metodologia um instrumento valioso para a descaliBtnovas substancias terapéuticas a
partir de produtos naturais. A identificacdo de a®wmetabdlitos bioativos de extratos de
plantas pode levar & concep¢do de novos quimiatepara o tratamento de varias

doencas.

1.5.1.1. pHem CCC

Ao se trabalhar com alcaléides, um parametro asitipode ser utilizado para

realizar uma separacao por CCC - o valor dg pKsa classe de substancias possui carater

basico, por isso elas podem, geralmente, ser @adésnquando submetidas ao meio acido.
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Quando se introduz a variacdo de pH ao sistemaasks fde uma analise por CCC, a
separacdo dos compostos se da ndo somente cormdasmficiente de particdo dos
analitos, como também pela sua forca ibnica (HERIBANDKKERBOL; VERPOORTE,
1986).

Nesse contexto, a primeira técnica para CCC quevéeem consideracdo o valor
pH de uma das fases do sistema bifasico de sepaf@icd dogradiente descontinuo de
pH, descrita por Galeffi em 1985. Essa técnica ctag se utilizar solugbes-tampédo em
varias faixas de pH como fase movel, passadas Inaecoma apds a outra. Com isso &
possivel extrair os componentes de acordo comar d& seu pK (MARINI-BETTOLO;
GALEFFI, 1985). Quando se inicia em uma solucapldé,0; indo até outra de pH 3,0 as
substancias mais basicas seréo eluidas primewaferme se aumenta a acidez os analitos
menos basicos também sado eluidos em seguida. Denfpencipais desvantagens dessa
técnica estdo o longo tempo de duracdo da analtpeeeela foi desenvolvida para os
antigos aparelhos de CCC, ou seja, nem sempreohacnos aparelhos utilizados

atualmente.

1.5.1.2REFINAMENTO POR ZONA DE pH

Uma técnica desenvolvida no contexto da ionizag@osubstancias aplicada a CCC
foi o “refinamento por zona de pHdescrito pela primeira vez em 1994 (WEISZ et al,
1994). Para executar esse método na separacaaalitesabasicos, como os alcaldides,
deve-se adicionar acido a fase aquosa matleidpr) e base a fase orgéanica estacionaria
(retentol). Deste modo opera-se em modo invertido, de mamgiadloga a fase inversa da
CLAE. Essa técnica se baseia na particdo do armabtonado (presente na fase aquosa) e
na forma de base livre (presente na fase orgamicae as duas fases do sistema de
solventes.

A CCC comrefinamento por zona de pBEl uma técnica preparativa, destinada a
aplicacdo no fracionamento de substéncias ionigaeeia existéncia de carga elétrica é
condicionada ao valor de pH do meio em que se @r@unSeu potencial foi descoberto ao
acaso, durante analises realizadas por Weisz eso{it894), mas depois a técnica foi mais

bem estudada e sua teoria foi justificada por tag1996).
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No caso de um extrato contendo alcaldides, qua nals € que uma mistura de
substancias com carater basico, a separacdo dsirstibs por esse método se da pela
adicdo, a fase organica estacionaria, de uma basesgja mais forte que todos os
componentes a serem separados. Essa mistura fe& ent contato com a fase mével
aguosa contendo o acido, e consequentemente,adSidds serdo eluidos na forma de sais
puros (RENAULT et al, 1999). A base conjugada ddase torna o contra ion dos sais
formados, por isso, a concentracdo desse na fagesagletermina a concentragdo das
fracbes obtidas. No entanto, o aumento da cong&atralo acido também resulta na
diminuicdo da resolucéo da andlise (ITO; MA, 1996).

A principal vantagem dessa técnica em relacdceamids metodologias de CCC é a
de permitir o aumento em até 10 vezes da quantidadgenostra que pode ser injetada no
mesmo tipo de coluna. Além disso, esse métodolbitssa obtencdo de fracbes altamente
concentradas e também o monitoramento da sepgpacé@oeio do valor de pH do eluente.
Outra observacdo importante nesse contexto € oaforraracteristico dos sinais no
cromatograma obtido por detec¢cdo em UV. Deviddsacancentracdo das fracdes, esses se
apresentam com formato retangular, geralmente dosdi porém sem sobreposicao,
correspondendo a fracdes puras. As substanciapmnizdveis sdo concentradas e eluidas
em momento distinto em relacdo aos componentesijpais, de acordo com seus valores
de pk; e hidrofobicidade ( ITO, 2005).

O formato desses sinais é fundamental na comgiealts fundamentos da técnica.
A teoria de CCC se baseia na particao do analitee exs duas fases de um sistema de
solventes, por meio de multiplas transferénciasc&sm daefinamento por zona de plds
caracteristicas de particdo da amostra sdo evattagipela variacdo de pH do meio. Para
as substancias basicas, tem-se que o sal formadpartr delas permanecera,
preferencialmente, na fase aquosa e a forma larase organica. Quando o sal entra em
contato com a fase organica, que contém uma basevalor de pli maior que o de sua
base livre, a ionizacdo é desfeita e 0 analito anmgira esse solvente (WEISZ et al, 1994)
(Figura 8).
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fase estaciondria
(apolar)

fase movel
(polar)

Figura 8 — Esquema de equilibrio de analitos ionizaveis eadriases de um sistema de solventes. A forma
livre (3) permanece, preferencialmente, na fasé@rocg. Quando esta entra em contato com a fassaquo
acida, o sal formado a partir dela (2) migrara pata fase (1). Quando o sal entra em contato dasea

organica, que contém uma base com valor denpédor que o de sua base livre, a ionizagéo € ite$f e o
analito migra para esse solvente (3). Adaptadaad@005).

O resultado disso é que o alcaldide que apresemd@r valor de pK e menor
hidrofobicidade ira eluir primeiro. No caso de géhsias com o mesmo valor de pK
eluird mais rapido aquela que for mais hidrofiliba. mesma forma, se a hidrofilicidade for
igual, eluird primeiro a que possui maior valor @&, O ponto critico da técnica se
encontra no fato das substancias serem responglaisiteracdo no pH do eluente. Isso
permite 0 monitoramento da separacdo pela avaldgsge paramento e também diferencia
essa metodologia do gradiente descontinuo de pHRIHENS-LOKKERBOL;
VERPOORTE, 1986). A estreita influencia do valor &, também permite que essa
técnica seja usada na separacdo de substanciasstaruras muito semelhantes, porém

tridimensionalmente diferentes, como, por exemgdtereoisomeros (WEISZ et al, 1994).
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2. OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivos principais extraolar e identificar alcaldides
inddlicos em extratos de duas espécies do gémepidosperma(Apocynaceae),
conhecidas na Regido Amazonica como “carapanadb®. excelsum sendo esta
encontrada em areas de terra firme.aigidum encontrada em éareas de baixio. Esses
alcaldides serdo avaliados quanto as suas atigdhatgogicas, tendo como base as
indicagbes etnofarmacoldgicas de seu uso populas eesultados prévios obtidos no
laboratario.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Comparar os perfis quimicos e atividades biologit@schas preparados a partir de
cascas dé. rigidume A. excelsume também com os extratos etandlicos de ambas

as espécies.

= Determinar o potencial de inibicdo da enzima audtilesterase, para todos os

extratos, com base na indicacao popular de “fodifie dos nervos”.

» Determinar a atividade antimicobacteriana, paraogods extratos, através da
avaliacdo in vitro frente a cepas deMycobacterium tuberculosigtriagem

randoémica).

» Estabelecer metodologia inovadora de isolamentoaldaldides inddlicos por

cromatografia contracorrente caefinamento por zona de pH.

» Realizar o isolamento biodirigido e identificacé® alcaldides ativos dos extratos
deA. rigidumeA. excelsum.
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3. METODOLOGIA

3.1. MATERIAL VEGETAL

As amostras (cascas) despidosperma rigidunRusby (carapanaudba do baixio,
CBA) e Aspidosperma excelsuenth (carapanauba de terra firme, CTF) foram coletadas,
em agosto de 2008, pelo Prof. Dr. Danilo Oliveisacomunidade Jauari (S15.326’, W
056°.02437’), no municipio de Oriximina-PA, com o apale mateiros/extrativistas da
prépria comunidade. Posteriormente, o material taédei identificado pelo boténico Dr.
Washington Marcondes-Ferreira, especialista naliapocynaceae. As exsicatas estdo
depositadas no Herbario do Instituto Nacional deqBisas da Amazonia — INPA, em
Manaus, AM, sob os registros INPA 233366 paraigidum (CBA) e INPA 233367 para
A. excelsun{CTF); e também no herbario da Universidade Estades Campinas, sob os
registros UEC 148194 Oliveira 195 e 216, paraigidum (CBA) e UEC 148195 Oliveira
207 e 217 parA. excelsun{CTF).

3.2. PREPARAGCAO DOS EXTRATOS

As cascas e entrecascasAdeigidum (CBA) e A. excelsunfCTF) foram secas em
estufa com circulagdo de ar a 40°C durante trés dianoidas em moinho de martelo. A
seqguir, foram realizadas trés etapas de extracacenacdo em percolador com etanol,
maceracdo com solventes de polaridades diversasafiente a partir do po) e a extracdo
com agua (decocto, segundo método tradicional),musterior liofilizacdo (Figura 9).

A maceracado em percolador com etanol foi realizgdizando cerca 302 g de po
de cascas e entrecascas de CBA e 300 g de CTHnexatapesados, gerando 0s extratos
CBAEt e CTFEt, respectivamente. Para a maceracaosodventes organicos em ordem
crescente de polaridade foram utilizados 505,98 gdlde cascas de CBA e 502,37 g de
CTF também exatamente pesados, gerando os ex@BiBl e CTFH (da extragdo com
hexano), CBAD e CTFD (com diclorometano), CBAA eRAT(com acetato de etila) e
CBAM e CTFM (com metanol).
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Cascas
(Coletadasem agosto de 2008)
CBA —carapanaiibadebaixio
CTF - carapanaibade terra firme

| | |

Etanol Hexano Decocto
CBAEt CBAH CBACh

CTFEt ‘ CTFH CTFCh
d ! !

Diclorometano
CBAD
CTIrD

1

Acetato de etila
CBAA
CTFA

Metanol
CBAM
CTFM

Figura 9 —Fluxograma das extracdes realizadas e codigoedpectivos extratos obtidos das espécies
Aspidosperma rigidurfcarapanalba do baixio, CBA)e excelsunfcarapanauba de terra firme, CTF).

Todos os extratos foram concentrados em evaporeatatério, sob pressao
reduzida. Os extratos obtidos, bem como suas regpemassas e rendimentos (calculado

sobre a massa pesada de cascas e entrecascaapess@otados na Tabela 1.

Tabela 1 —Extratos obtidos das cascas e entrecascAs rigidum(baixio, CBA)e A. excelsunfterra firme,
CTF), com seus respectivos rendimentos.

A. rigidum(CBA) A. excelsunfCTF)
Extrato em:
Cédigo | Massa obtida Rendimenlo Cédigo  Massa ohtid@endimento
Etanol CBAEt 28,5702 ¢g 9,5 % CTFEt 10,2722 g 3.2%
Hexano CBAH 3,1283 g 0,6 % CTFH 1,2059 g 0,2%
Diclorometano CBAD 3,9895 g 0,8% CTFD 2,4061 g %,5
Ac.de etila CBAA 0,4310¢g 0,08 % CTFA 0,6353 g %1

Metanol CBAM 51,4040 g 10,2 % CTFM 22,8924 g 4,6 %
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Os valores de rendimento foram calculados peladidisto-se a massa de extrato
seco obtido pela massa total de casca e entre paseda para o preparo do respectivo
extrato e multiplicando por 100. Sendo assim, dasats em hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol se basearam na mesnsa m@snaterial vegetal inicial. Um
exemplo pode ser ilustrado com o célculo do rendimdo extrato CBAD. O resultado da
divisdo de 3,9895 por 505,95 é 0,0078, que muiapld por 100 € igual a
aproximadamente 0,8. O mesmo procedimento foi adigpara o calculo do rendimento
dos decoctos.

Por fim, a extracdo com agua (decocto) gerou aatest CBACh e CTFCh (Figura
10). Para o preparo dos decoctos foram pesadozimaadamente 30 g de cascas de cada
uma das espécies, que foram colocados em 300 ndodidea 10%) de agua fria e
posteriormente levados ao aquecimento em placar{dego método tradicional do “ch&a

fervido”).

Figura 10 — Decoctos deAspidosperma rigidunfCBACh) e A. excelsum(CTFCh) pelo método

tradicional do “cha fervido”.

Os decoctos foram preparados com o objetivo deodegir a forma de extracao
utilizada tradicionalmente. A massa de 30 g deaastresponde aproximadamente ao
“punhado” mostrado aos pesquisadores no ato devista etnofarmacoldgica. A partir
das cascas da carapanauba de terra firme foradosti#1 mg (rendimento de 1,8%) e do

baixio 1,4610 g (rendimento de 4,9%) de p6 do dedaafilizado. Tanto no caso decoctos,
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guanto para os extratos citados no item antemorolhservado maior rendimento para os

extratos obtidos a partir da espégigigidum(CBA).

3.3.ENSAIOS FARMACOLOGICOS

3.3.1. ATIVIDADE INIBIDORA DA ACETILCOLINESTERASE ( in vitro)

O teste de atividade inibidora da enzima acetiteslierase (AchE) é realizado pelo
Nnosso grupo, em parceria com o laboratério do Poof. Newton G. Castro do
Departamento de Farmacologia Basica e Clinica, UERJ. Trata-se de um ensaiovitro
baseado no método quantitativo de Ellman (1961)ifivado, que avalia a inibicdo da
AchE da enguia elétrida. electricug OLIVEIRA, 2009).

Esse teste consiste de uma reacdo colorimétricdaimga de cor de incolor para
amarelo), realizada em microplacas de 96 pocos séd adicionados 18 de solucdo a
0,23 U/mL da enzima AchE tipo VI-S (C3389, 200 -0Q@nidades/mg proteina — Sigma,
St. Louis, MO, EUA) em tampdo 50 mM de Tris-HCI° (0.08219.0100 — Merck,
Darmstadt, Alemanha) pH 8, com 0,1% de albuminaate bovino (A2153 — Sigma, St.
Louis, MO, EUA); 10uL do reagente colorimétrico (acido 5,5’-ditio-bBfitrobenzaoico),
DTNB, D8130 — Sigma, St. Louis, MO, EUA) a 5 mM (¢éampdo 50 mM de Tris-HCI,
pH 7 e 80 mM de MgGI6H,0), 20uL das solu¢cdes a 2 mg/mL das amostras (solubilizada
em tampao Tris-HCI, pH 8), 1L do substrato iodeto de acetiltiocolina (ATCI, A87—
Sigma, St. Louis, MO, EUA) a 10 mM solubilizado égua desionizada e 148 de
tamp&o 50 mM de Tris-HCI, pH 8, com 0,1% de albanipara completar o volume do
poco.

O produto formado era, posteriormente, lido em gpeetrofotbmetro do modelo
Soft Max 250 a 412 nm, no modo cinético a cada d@usdos durante 5 minutos. O
controle positivo da inibicdo foi realizado pelaicéd de solugdo a 0,1 mg/mL de
fisostigmina (eserina, °n45710 — Fluka, Buchs, Suica), um conhecido aldald@om
atividade inibidora da enzima acetilcolinesteraBados os extratos foram avaliados em

triplicada.
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No teste, o substrato ATCI sofre a acdo da enzice#sileolinesterase, formando
acido acético e tiocolina. A tiocolina reage comD®NB formando um produto de

coloracdo amarela. Se a enzima for inibida, essdupo ndo é formado (Figura 11).
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Figura 11 —Reacéo colorimétrica proposta por Ellman - extraie Oliveira (2009).

3.3.2. ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA

Os ensaios de atividade antimicobacteriana forafizeglos pelo grupo do Prof. Dr.
Pedro Almeida da Silva — Laboratorio de Micobae®iDP/FURG, Rio Grande, RS. Os
extratos foram testados frente a cepadvigeobacterium tuberculosisensiveis (H37RV
ATCC P 27294) e resistentes a rifampicina (RMPr3%338) e a isoniazida (INHr e
35822). Para a determinacdo da atividade biologicka concentracdo inibitdria minima
(CIM) dos extratos ativos, foi utilizado o Métod&RA (Resazurin Microtiter Assayem
microplacacom algumas adaptacdes (PALOMINO et al, 2002).

A técnica REMA se baseia na reacdo de éxidorreddgdeagente colorimétrico
resazurina. Esse reagente indica a presenca denteeso microbiano quando ocorre a
passagem da coloracdo azul nao fluorescente (r@sazupara rosa fluorescente

(resorufina), por meio de reducdo. O crescimentrahiano pode entdo ser quantificado
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por um fluorimetro ou espectrofotdmetro, ou aineladeterminado pela observacao visual
da mudanca de cor.

As culturas de micobactéria foram preparadas dostale vidro estéril com rosca
(Figura 12) contendo pérolas de vidro e pesadds/idualmente, na balanca de preciséo.
As colbnias de cada cepa foram inoculadas em tséparados com o auxilio de palitos
estéreis. Apés esse procedimento, foi realizadeamemnte a pesagem e calculada a
diferenca. Para cada 0,001 g de cepa adicionourde de 4gua destilada estéril, iniciando
com 500uL de agua, seguido por agitagdo no voértex e, depoimpletando o restante com

agua e agitando outra vez. Essa suspensao descgétuiasponde ao valor 1,0 da escala de

MacFarland. O in6culo da cepa foi preparado apdesta suspensédo, em uma proporcao

de 1:20 em meio 7H9 liquido.

Figura 12 —Tubos de vidro estéril com rosca contendo as @dtde micobactéria (Foto: Fernanda Leit&do).

Os testes de triagem foram realizados em micropldea96 pocos com fundo U
(Figura 13). No centro da placa, foram adicionadio8 uL. de meio de cultura (7H9)
associado a OADC (4acido oléico, albumina, dextroatglase), 100L do extrato vegetal a
ser testado (solubilizado em DMSO) e 100 do in6culo bacteriano, de maneira que a
concentracao final do extrato no poco totalizag€e@/mL.

Para monitorar o experimento, dois controles forgilizados, um para medir a
viabilidade da cepa (com 1@ de meio de cultura e 1QQ. do indculo bacteriano) e um
para testar a esterilidade do meio (com gD@e meio de cultura apenas). Aos pocos da
periferia foram adicionados 20QL de &gua destilada estéril, para evitar a rapida
evaporacgdo do meio liquido quando incubado naadhépois, a microplaca era incubada

por sete dias numa estufa a 37°C.
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Figura 13 —Microplacas de 96 pogos com fundo U, para osseitdriagem e CIM (Foto: Fernanda Leitéo).

Para o célculo da CIM dos extratos que apresentatamdade, os mesmos foram
testados com procedimento similar, mas em difesentscentracdes. Partiu-se de 200
ug/mL, no primeiro poco da série, até obter a comaeéo de 0,39g/mL no ultimo poco,
fazendo microdiluicbes (1:2), sendo possivel testarseis extratos por placa. Em seguida,
a microplaca era incubada por sete dias numa es@ifaC.

Ap6s o periodo de incubagdo, nos dois experimemtogscentou-se 30L de
resazurina a 0,02% em cada poco de teste, pernmalzeper mais dois dias na estufa (a
37°C). A leitura foi feita pela observacéo visual cbloracdo rosa para o controle da

suspenséo bacteriana, indicativo de viabilidadel@ele azul para os demais controles.

3.4. PROCESSOS CROMATOGRAFICOS

A partir dos extratos foram realizados processosaamento dos constituintes da
amostra. Foram utilizadas @omatografia em camada delgada (CCD), a cromdtagra

liquida de alta eficiéncia (CLAE) e técnicas dematografia contracorrente (CCC).

3.4.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

As cromatografias em camada delgada foram executamldecorrer desse trabalho
para o acompanhamento de fracionamentos e tesleripares. Para essas analises, placas
de gel de silica 60,5k, — Cromatofolhas AL, MERCK foram utilizadas. As sges

analisadas foram aplicadas nas placas com um cdgilaidro, a 1,0 cm de distancia das
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bordas laterais e inferior e cerca de 0,7 cm eagramostras. O caminho cromatogréafico
percorrido pelas amostras contava com 5,0 cm.

O sistema de solventes utilizado para eluir os comaptes dos extratos polares (em
metanol, etanol e chéas) foi o BAW — butanol: acaltico: agua (4:1:5, v/viv). Os
solventes eram misturados em uma proveta com tampan seguida, a mistura era
transferida para um funil de separacéo. ApOs andac@o, as duas fases eram separadas e
somente a fase superior organica era utilizada &aextratos menos polares (em hexano,
diclorometano e acetato de etila), utilizou-se istema de solventes composto por acetato
de etila: acetona: agua (25: 8: 2, v/v/v), com dyaas de NEDH.

Apds o desenvolvimento da cromatografia, as pléarasn visualizadas sob luz UV
em ondas curtas (254 nm) e ondas longas (366 nmypextronline Model CC-80,
Spectronics Corporation e reveladas com ReagentBradgendorff, preparado segundo
método descrito por Wagner, Bladt e Zgainski (19840a a deteccdo dos alcaldides. O
registro foi realizado por digitalizagéo.

3.4.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CL  AE)

Para as analises realizadas por CLAE no laboratdgo Farmacognosia e
Fitoquimica do DPNA, FF/UFRJ, foi utilizado o aghreCLAE D-7000 Merk-HITACHI
com detector UV/DAD e coluna RP-18 analitica Regaoh(REGIS) de 25 cm x 4.6 mm, 5
micron (100 A). Os cromatogramas foram visualizadosprograma de computador D-
7000 HPLC System Manager

O sistema de solventes utilizado como fase mévalrfogradiente linear iniciado
com 80% de agua acidificada com &cido trifluoraao&fTFA) até pH 3 e 20% acetonitrila,
até 10% de agua é&cida e 90% de acetonitrila emidB8to@s, com mais dois minutos de
lavagem da coluna utilizando 100% de acetonitr{laéfodo desenvolvido durante a
execucdo desse projeto e denominado Perfil BR)o§Fod solventes utilizados possuiam
grau de pureza HPLC. O tempo total de analise éo2@ minutos, volume de injecéo: 20
uL, fluxo 1 mL/min, a concentragdo das amostras glexamadamente 2 mg de extrato
solubilizada em 1 mL de fase mdvel inicial e a dgfie em 250 nm. Para os espectros de

UV, realizou-se a varredura na faixa de 220 a 40@om o DAD.
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3.4.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACO PLADA AO
DETECTOR DE MASSAS (CLAE/EM)

As analises realizadas por CLAE/EM foram possdiliiis gracas a uma
colaboracdo com o grupo do Prof. Dr. Peter Winteghado Instituto de Quimica de
Alimentos da Universidade Técnica de Brunsvique, Al@manha. Utilizou-se o
equipamento HCT-Ultra ETD Il (Bruker Daltonics),neacoluna Prontosil C18-Aq de 250
x 2.0 mm, 5 micron (100 A), com précoluna do mesmaterial. Os resultados foram
avaliados no programa de computador Bruker Compa&sséo 1.1. Analisou-se somente
as solu¢cdes do decocto, pois a coluna cromatografidizada era especifica para
substancias polares e esse extrato represemtarmetimdo de utilizacéo tradicional.

O sistema de solventes utilizado como fase mévalrfogradiente linear iniciado
com 80% de &gua acidificada com acido férmico &0¢520% de acetonitrila também
acidificada com &cido férmico a 0,5%, indo até 1@86agua acida e 90% de acetonitrila
em 50 minutos (método desenvolvido durante a ed@ecugsse projeto e denominado
Perfil DE). Todos os solventes utilizados possuégaau de pureza HPLC. O volume de
injecdo era de 1(L, o fluxo 0,25 mL/min e as amostras foram solabitias na fase movel
inicial. A deteccdo por EM foi programada para $amsias com relagcém/z na faixa de
100 a 2000 e a ionizacdo se deu @etrospray no modo positivo. Os fragmentos obtidos
representanm/z [M*+1]. Os cromatogramas e espectros de UV foram abtidlio DAD,

realizando a varredura entre 200 e 700 nm.

3.4.4. CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE (CCC) COM REFINAMENTO
POR ZONA DE pH

3.4.4.1. ESCOLHA DO SISTEMA DE SOLVENTES PELO TESTEEM TUBO DE
ENSAIO

Para testar a eficiéncia de um sistema de solvertegparagdo por cromatografia
contracorrente antes de utilizar o aparelho, otilige uma técnica simples, realizada por

CCD. Em um tubo de ensaio dissolve-se alguns raitigs (uma ponta de espétula) da
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amostra a ser fracionada (extrato CBAD) em cerc2 ad dos sistemas bifasicos a serem
testados. No caso da CCC coefinamento por zona de pilontudo, o teste teve que ser
realizado com dois tubos de ensaio. Em um delevasbntido o sistema bifasico com o
acido e no outro o mesmo sistema com a base. Agiésc@o e decantacdo, as fases
superior e inferior foram aplicadas separadamemt® éggual quantidade na placa de silica
e o resultado foi avaliado, apds o desenvolvimdat€CD, segundo descrito no item 3.4.1
desta secéo, para extratos apolares.

Para substancias béasicas, como os alcaloidesylbadks ideal para esse teste € que
no tubo com &cido a amostra se encontre principdabmea fase aquosa {l,<<1) e, no
tubo com base, na fase estacionarigd>1) (ITO; MA, 1996).

3.4.4.2. SEPARACAO POR HSCCC COMREFINAMENTO POR ZONA DE pH

O fracionamento por HSCCC corafinamento por zona de pkbi realizado no
equipamento Multilayer Coil Separator-extractoiPd@.Inc, com bomba Waters M-45 de
2 pistdes e coletor de fragdbes Dynamax Fractiore€ior, modelo Fc-1. As condigbes
utilizadas na anélise presente nesse trabalho fdem® estacionaria — superior (organica,
alcalinizada com trietilamina, TEA, na concentracio 10 mM), fase movel — inferior
(aquosa, acidificada com acido férmico na conceatade 15 mM, pH 2,7), modo de
operacdo — modo inverso (conexdo cabeca-caudanael80 mL, amostra (extratos em
dicorometano) — 302,6 mg dissolvidos em 2,5 mLade faquosa (sem adicdo de acido) e
2,5 mL de fase orgéanicas (alcalinizada com TEA 1M)moop de 5 mL, rotacdo — 845
rpm, temperatura — ambiente, fluxo — 2 mL/min, wedudas fragbes — 4 mL. O extrato
CBAD foi escolhido para o desenvolvimento e ajukienétodo, pois foi obtido em maior
guantidade que o CTFD.

Primeiramente, a coluna foi preenchida com a fatec®naria. A seguir, carregou-
se oloop com a amostra filtrada em algoddo. ApGs girarlawea para a posicadriject’,
iniciou-se 0 bombeamento da fase mével. A etapeaedlglibrio do sistema né&o foi
realizada, sendo assim, o calculo de retencaosgaeftacionaria foi realizado utilizando-se
o volume de fase estacionaria que eluiu até a panfimcdo que apresentou duas fases.

Foram coletados dois volumes de coluna (160 mlfasie mével com a rotacdo e mais um
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volume (80 mL) sem rotacéo. O resultado foi avalipdr CCD, segundo descrito no item

3.4.1 desta secéo, para extratos apolares, e parinacdo manual do valor de pH das
fracOes, utilizando potencidmetro de bolso conrediet e cabo (Modelo G400BC — Quimis

Aparelhos Cientificos LTDA).

3.5. IDENTIFICACAO DOS ALCALOIDES ISOLADOS (A 1, A; e A) DE A. rigidum

As fracdes obtidas por CCC foram secas e os attedsolados foram analisados,
utilizando-se as técnicas descritas a seguir, seracassidade de etapas posteriores de

purificacao.
3.5.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os experimentos de RMN de; Aoram realizados em espectrometro Varian 500
MHz, do Ndcleo de Pesquisas de Produtos Naturd®MUFRJ), e os experimentos de
A, e A, em um espectrometro Bruker 400 MHz, do Centro &fadi de Ressonancia
Magnética Nuclear Jiri Jonas (CNRMN/UFRJ). Obtiverse os espectros de, **C em
1D/2D, bem como HSQC, HMBC e COSY. Todos os expamiws foram feitos em
temperatura ambiente, o tetrametilsilano (TMS)uidizado como referéncia interna e as
substancias foram dissolvidas em aproximadamerienil, de metanol deuterado
(CD3s0OD), somente A e cloroformio deuterado (CDgl Os deslocamentos quimicos
foram medidos em partes por milhdo (ppm) da fregaéaplicada e as constantes de
acoplamento medidas em Hertz (Hz). Os espectraamfoprocessados no programa
MestRenova, versao 6.0.2-5475.

3.5.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os fragmentogramas foram obtidos no equipament&QP 5000 Shimadzu, do
Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais (NPPN/AJERIca de 1 mg de cada amostra
foi solubilizado em aproximadamente 10D de cloroformio e, dessa solucaoull foi
injetado por injecdo direta. A ionizagdo se deu ipgpacto de elétrons a 70 eV e os

fragmentos obtidos representamz[M ™+ 1].
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ENSAIOS FARMACOLOGICOS

As plantas tém sido utilizadas como fonte de agetdeapéuticos ao longo da
histéria e continuam a servir como base para muitedicamentos usados atualmente,
devido a sua grande capacidade biossintética eétamd sua complexa composicao
guimica, que consiste de colecdes de substanciasioreadas a diversas acdes
farmacoldgicas que interagem para um maior atiedathl (SCHMIDT et al, 2008).

A descoberta de novos farmacos oriundos de plaatanua a fornecer novas e
importantes moléculas ativas em diversos alvosdeaomdgicos, inclusive no combate ao
cancer, malaria, tuberculose, doenca de AlzheindoreOs produtos naturais podem ser
diretamente empregados ou fornecer um ponto del@grara novos compostos sintéticos
com estruturas diversificadas e muitas vezes cottiplod estereocentros, que representam
um grande dificuldade para a quimica sintética (BNIAS; KINGHORN, 2005).

A fim de direcionar o fracionamento dos extratasaim feitos testes bioldgicos
com base nas indicacdes observadas durante o ethafarmacoldgico precedente a este
trabalho (OLIVEIRA, 2009), isto é, atividade inibich da enzima acetilcolinesterase,
correspondente a indicacdo de “fortificante dosvo®r e para a memodria; e atividade
contra a tuberculose, identificada durante um@enarandémica realizada no laboratério,

por meio da inibigdo do crescimento de diferentgms ddVlycobaterium tuberculosis.

4.1.1. ATIVIDADE INIBIDORA DA ACETILCOLINESTERASE ( in vitro)

A principal terapia empregada no tratamento sintmmala Doenca de Alzheimer
se baseia na hipotese colinérgica. Ao se inibinanea acetilcolinesterase (AchE), que é
responsavel por degradar o neurotransmissor a@tde obtém-se um aumento na
concentracdo dessa substancia na fenda sinaptelapnando as fungbes neuroldgicas
(CUMMINGS, 2004). As substancias utilizadas atualteg entretanto, apresentam nao
somente baixa biodisponibilidade, como também $ontdeitos colaterais (distarbios

gastrintestinais e hepatotoxidade). Por esse madiyaesquisa de alternativas terapéuticas
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para o tratamento da Doenca de Alzheimer esta #ocadbusca de novas moléculas
capazes de inibir a enzima AchE (MUKHERJEE et@07.

Dentre os produtos naturais, os alcalbides se amm@@® como promissores
candidatos a inibidores da AchE, devido ao fatsatem substancias nitrogenadas (como o
neurotransmissor acetilcolina). Essa atividadedgioh ja foi descrita na literatura para
alcaldides esteroidais isolados de espécies dasidammaryllidaceae e Buxaceae, para
isoquinolinas de Papaveraceae, quinolizidinas dmpgdiaceae e alcaldides inddlicos de
Leguminosae. Na familia Apocynaceae, essa atividadeverificada apenas para 0s
alcaldides isolados da espé€mbernaemontana australf@NDRADE et al, 2005).

No estudo desenvolvido por Oliveira (2009, 2011y, extratos da carapanauba
(terra firme) apresentaram-se bastante ativosaarfa@s Unicos, dentre as amostras testadas,
gue mantiveram a atividade apds a precipitacdcedacentetdo de taninos. No presente
trabalho, a atividade inibidora da enzima acetihadterase (AchE) foi determinada para
todos os extratos de ambas carapanaubas, inclpaiaeos decoctos (uso tradicional),por
meio do teste descrito no item 3.3.1 da metodoloG@am isso, visou-se direcionar o
fracionamento dos extratos para a busca de um#seizscom maior atividade bioldgica.
A concentragcdo das amostras foi de aproximadam2mneg/mL. Os resultados estao

dispostos na Tabela 2.

Tabela 2— Atividade inibidora da AchE para os extratosAdeigidum (baixio, CBA) eA. excelsunfterra
firme, CTF), na concentracéo de 2 mg/mL, utilizanduétodo de Ellman modificado. O controle positiéo
inibicdo foi realizado pela eserina a 0,1 mg/mL.

Extrato em: A. rigidum(CBA) A. excelsunfCTF)
Codigo | % de inibicdo Desvio padre'o Cédigo % deigdib| Desvio padrédo
Hexano CBAH -2,33 0,382 CTFH 25,44 3,695
Diclorometano  CBAD 47,90* 2,940 CTFD 62,94* 2,679
Ac.de etila CBAA 34,64 4,689 CTFA 4475 2,574
Metanol CBAM 31,42 4,776 CTFM 75,80* 0,690
Etanol CBAEt 33,33 1,190 CTFEt 79,60* 1,158
Agua (decocto) CBACh 17,96 4,098 CTFCh 53,34 2,931
Eserina controlg 98,30 0,413

Nota da Tabela: Os asteriscos (*) destacam os egi@lores de inibi¢ao.
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Ao observar esses dados é possivel verificar qumsias espécies demonstraram
exercer atividade inibidora da AchE, o que erasjmze uma vez que essa atividade ja fora
descrita na literatura para alcaléides indodlicoslaidos, por exemplo, das espécies
Picralima nitida (LEVY-APPERT-COLLIN, 1978), Tabernaemontana australis
(MUKHERJEE et al, 2007),T. catharinensis T. laetga Rauvolfia mattfeldianae R.
grandiflora (GUIMARAES et al, 2010), todas da familia Apocynaee

Nota-se também que os extratos de CTF mostraramnaier ativos, de um modo
geral, que os de CBA. O Unico extrato de CBA quargiou aproximadamente 50% de
inibicdo da atividade da AchE, na concentracéd@destfoi o CBAD. Ja os extratos CTFD,
CTFM e CTFEt apresentaram atividade inibitoriatretanente alta, acima de 60%, sendo
gue o CTFCh apresentou inibicdo de cerca de 50%.cHécidentemente, estes foram os
extratos onde se encontrou maior concentracdo chdomes nos testes preliminares
realizados por CCD com reagente de Dragendorffoglado mostrados).

Vale ainda ressaltar que o0s extratos que apreaemtanaior atividade na
concentracao testada (CTF) foram os que forneceremor rendimento na etapa da
extracdo (Item 4.1). E possivel que a proporcaal wé alcaldides seja importante na
observacao do efeito terapéutico durante o usacioadl, uma vez que uma quantidade
maior de alcalbides € obtida na extracéo da caagdj@ndo baixio.

Com base nos resultados observados, optou-se woarilms experimentos de
fracionamento com os extratos em diclorometano (BBACTFD), uma vez que esses
apresentaram maior atividade biolégica no modekiat® e também a presenca de
alcaldides. Apos isso, a repeticdo do teste concayspostos isolados auxiliara na
determinagdo do agente que mais contribui pard@ glgbal ou mostrara se as substancias
se potencializam.

Ademais, a comparacdo dos perfis quimicos fez-sessaria, tendo em vista que
houve diferencas na inibicdo exercida pelas espéeimbora elas sejam popularmente
utilizadas sem distin¢des, para os mesmos finse Gabhbém salientar que os testes foram
realizados em apenas um modelo experimental; egfianzar se uma espécie € mais eficaz
gue outra contra os sinais da Doenca de Alzheiraga $mprescindivel realizar testes

também em outros modelos, inclusimevivo.
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4.1.2. ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA

Todos os extratos foram submetidos ao teste REM&cfito no item 3.3.2 da
metodologia), que avalia a atividade antimicobaamter. Os testes mediram a atividade
inibidora do crescimento de cepasMygcobaterium tuberculosisensiveis a rifampicina e
izoniazida (H37Rv), resistentes a rifampicina (RM&resistentes a izoniazida (INHr). Os
valores de concentracao inibitéria minima (CIMBestiostrados na Tabela 3.

Tabela 3 —Atividade antimicobacteriana, para todos os eatraeA. rigidum(baixio, CBA) eA. excelsum

(terra firme, CTF), frente a cepas llgcobaterium tuberculosisensiveis a rifampicina e izoniazida
(H37RVv), resistentes a rifampicina (RMPr) e resitge a izoniazida (INHTr).

CIM frente H37Rv CIM frente 35338 CIM frente 35822

Cadigo
(sensivel) (RMPY) (INHTr)

CBAH 50pg/mL 25pg/mL* 25pg/mL*
CBAD 50pg/mL 50pg/mL 25pg/mL*
CBAA 50pg/mL 50pg/mL 50pg/mL
CBAM 50pg/mL 50pg/mL 50pg/mL
CBAEt 50pg/mL 50pg/mL 50ug/mL
CBACh resistente resistente resistente
CTFH 200pg/mL resistente 200pg/mL
CTFD 50pg/mL* 50pg/mL* 50pg/mL*
CTFA 100pg/mL 100pg/mL 100pg/mL
CTFM resistente resistente resistente
CTFEt 200pg/mL 100pg/mL 200pg/mL
CTFCh resistente resistente resistente

Nota da Tabela: Os asteriscos (*) destacam os regwatores de CIM.

E possivel observar que, de um modo geral, ostestraais ativos foram os que
contém as substancias mais apolares, como os extegh hexano (da CBA) e em
diclorometano de ambas as espécies. Por esse meide-se supor que tal efeito
farmacoldgico ndo seja exercido necessariaments @dtaldides inddlicos, uma vez que
esses nao foram detectados nos extratos em heganméio do teste com o reagente de

Dragendorff). Os decoctos, que sao extratos aquosioseja, os de maior polaridade nao
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apresentaram atividade para ambas as espéciesrésal@tar que, de maneira geral, os
extratos da carapanauba de terra firme se mostracamente mais ativos que os do
baixio.

Essa diferenca na atividade biologica evidenciomeeessidade da comparacao do
perfil quimico entre as duas espécies de carapanafilém disso, 0s extratos em
diclorometano apresentaram-se novamente dentreassativos e tal resultado corrobora
com a selecdo dessas amostras para o fracionamento.

Permanecem como perspectivas futuras a pesquisaittes classes de produtos
naturais que possam estar presentes nos extratiasespdessas carapanaubas, bem como a

determinacéo de seu potencial antimicobacteriano.

4.2. COMPARACAO DOS PERFIS CROMATOGRAFICOS DOS EXTRATOS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAB) &scolhida como metodologia
para a determinacdo e comparacao dos perfis quird&® duas espécies de carapanauba
em estudo. Os experimentos de CLAE acoplada accdetde Arranjo de Diodo (DAD)
foram realizados no Laboratério de Farmacogno$tdoguimica da Universidade Federal
do Rio de Janeiro e os de Cromatografia Liquidgplada ao Espectrdmetro de Massas
(CLAE/EM) no Instituto de Quimica de Alimentos danilkersidade Técnica de
Brunsvique, na Alemanha. Este Ultimo equipamentdé&n dispunha de DAD.

Para a comparacao dos perfis cromatogréaficos, pamente foram selecionados
0s decoctos e os extratos em etanol. Os primeopggtarem-se do método tradicional de
consumo pelos quilombolas e o outro pela capacidadextracdo de maior variedade de
componentes. Com base nos resultados obtidos nessdises, optou-se por avaliar
também a similaridade desses extratos com os eranoletuma vez que esses foram

obtidos em maior quantidade.

4.2.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O método de analise por CLAE denominado “Perfil B&” desenvolvido, neste

trabalho, com o objetivo de comparar os perfis qposmndos decoctos e extratos brutos
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preparados a partir das cascasddpidosperma rigidune A. excelsume também com 0s
demais extratos de ambas espécies. Para tal, &sdamostras foram analisadas sob as
mesmas condicoes.

Na Figura 14 (a e b) estéo apresentados os croraatag dos extratos em etanol de
ambas espécies de carapanatharigidum e A. excelsumrespectivamente. Os perfis
guimicos se mostram bem diferentes quanto a prapalps componentes majoritarios.
Entretanto, é possivel estabelecer correspondéanias os tempos de retencég)(tas

substancias presentes.
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Figura 14 —Cromatogramas de CBAEt (a) e CTFEt (b) obtidosQoAE no método Perfil BR. Tempo de
analise: 20 min., fluxo: 1 mL/min, conc. das amast2 mg/mL, deteccdo: 250 nm.
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Os principais sinais do extrato CBAEt corresponag®s &k — 6,32; 7,25; 8,67 e
14,75 minutos. Foi visto, pela anélise dos espgctecUV, que os dois primeiros sinais que
aparecem nesse cromatograma, emn2B8 e 3,39 minutos, ndo possuem valores de
absorcdo maximalgasy caracteristicos de alcaldides indolicos (GABETTAJSTICH,
1975). Ja os principais sinais presentes no craratta do CTFEt correspondem ags-T
5,33; 6,56; 7,41; 8,88 e 14,75 minutos. Os espeaeoUV correspondentes aos sinais de
CBAEt e CTFEt encontram-se respectivamente nos és1éxlL e 7.2.

Os valores de d e hmax encontrados foram dispostos na Tabela 4, de fama
facilitar a visualizagdo dos dados para comparabida-se que o Unico sinal que se
apresenta bastante distinto dos demais é o corméspte em 7,25 minutos, do CBAEt,

pois é o Unico que apresenta somente duas bandésagdo maxima.

Tabela 4— Dados cromatogréficos (tempo de retencapeTe ultravioleta (valores de absor¢cdo maxima,
Amay dos extratos em etanol derigidum(carapanadba do baixio, CBAYe excelsunfcarapanalba de terra

firme, CTF).
A. rigidum(CBA) A. excelsunfCTF)
Tr(min.) Amax(nm) Tr(min.) Amax(NM)
- - 5,33 235,9; 289,2; 398,0
6,32 240,8; 288,5; 396,0 6,56 232,2; 287,8; 396,0
7,25 235,0; 273,0 7,41 238,6,; 275,1; 301,8; 367,7
8,67 238,8; 273,9; 302,0; 366,0 8,88 239,3; 27309,6; 366,0
14,75 250,9; 278,8; 334,3 14,75 251,8; 279,8; 330,9

O CTFEt mostrou-se mais rico em quantidade de caoeges (no comprimento de
onda em que foi realizada a analise), com doisssiem tempos de retencdo diferentes,
cujos espectros de UV correspondem aquele de umh@m espectro de UV semelhante
na CBA. Tal relacdo foi observada no sinal epi6J832 minutos do CBAEt, que possui
valores dé\max correspondentes aos dos sinais epb,B3 e 6,56 minutos de CTFEt. Da
mesma forma, isso ocorre com o sinal eg8,67 minutos do CBAEt, que corresponde aos
sinais em % 7,41 e 8,88 minutos de CTFEt.

E possivel que se trate de diferentes substandas astrutura semelhante. A

presenca de grupos substituintes que ndo possuasgeelétrons nao compartilhados ou
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insaturacdes (grupos cromoforos) é capaz de altargvolaridade da molécula, e
consequentemente o seu tempo de retencdo na columatografica, sem causar efeito
auxocromico. Foi encontrada apenas uma substgparardemente idéntica com 0 mesmo
Tr em 14,75 minutos e espectro de UV semelhante, garaxtratos em etanol de
rigidume A. excelsum.

Apesar de técnica de CLAE/DAD ser bastante Gtihgoase trabalha com misturas
complexas, ela ndo fornece dados conclusivos quateélise estrutural das substancias
presentes. Em suma, com base nos resultados optidesse sugerir que os extratos brutos
dessas espécies de carapanauba podem ser senseljaamto a composicdo quimica,
porém diferem quanto a variedade estrutural e pedpodas substancias encontradas.

A Figura 15 mostra os cromatogramas dos decoctos:
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Figura 15 —Cromatogramas de CBACh (a) e CTFCh (b) obtidosidkE no método Perfil BR. Tempo de
andlise: 20 min., fluxo: 1 mL/min, conc. das amast? mg/mL, detec¢do: 250 n@s sinais de dem 14,75
minutos estdo marcados com asterisco (*).



55

Foi possivel observar que cada um possui perfihatografico semelhante ao do
extrato em etanol preparado a partir da mesma iesata-se, porém, a maior proporgcao
de sinais no inicio do cromatograma, evidenciandoa#r concentracdo de substancias
polares, uma vez que essas ficam menos tempogetédeoluna apolar, de octadecilsilano.

No entanto, o alcaldide comgTem 14,75 minutos foi detectado em quantidade
minima, proxima a linha de base, em ambos os dexoft alto tempo de retencdo mostra
gue se trata de uma substancia com maior carai&araportanto, com pouca tendéncia de
ser extraida para solvente aquoso. O processdieatrdilizado, porém, envolvia o uso de
temperatura elevada (ver item 3.2 da Metodologi@jue pode ter favorecido a passagem,
ainda que em baixa concentracdo, de componentessnpehares das cascas para a fase
aquosa.
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Figura 16 —Cromatogramas de CBAM (a) e CTFM (b) obtidos poAELno método Perfil BR. Tempo de
analise: 20 min., fluxo: 1 mL/min, conc. das amasst? mg/mL, detecgéo: 250 nm.
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Os perfis cromatograficos dos extratos em metdfiglfa 16) apresentam também
maior propor¢cdo de componentes polares semelhantds extrato em etanol, assim como
no decocto. Nesses cromatogramas percebe-se aprmesenca de sinais proximos a linha
de base, isso dificulta a identificagdo de sub&&nuouito pouco concentradas no extrato.

Outra possibilidade, no caso desses extratos, e qlealdide com 4 em 14,75
minutos ndo esteja efetivamente presente. Issoese do fato de o material vegetal
utilizado para a maceracdo com metanol ter siddgrente extraido com outros solventes
mais apolares. Por se tratar de uma substanciaoppotar, esse alcaldide seria
preferencialmente extraido nas etapas anterioresaderacao.

Finalmente, foram analisados os extratos em digletano (Figura 17), com a
finalidade de responder essa ultima questdo, amesae saber que essas ndo eram as
condicbes de CLAE mais indicadas para extratosadelpolaridade. Para tal, a andlise foi

realizada, propositadamente, nas mesmas condi¢des.
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Figura 17 —Cromatogramas de CBAD (a) e CTFD (b) obtidos poAEIho método Perfil BR. O Tempo de
analise: 20 min., fluxo: 1 mL/min, conc. das amast? mg/mL, deteccao: 250 nm.
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Como se esperava, o sinal referente aoei 14,75 minutos estava presente,
confirmando a hipotese proposta. Outros sinaigreafes a substancias possivelmente
menos polares, também sdo visualizados. No entpata,se avaliar a composicdo desse
extrato, seria necessario o desenvolvimento deo guétodo mais adequado aos extratos

apolares.

4.2.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACO PLADA AO
ESPECTROMETRO DE MASSAS

Os decoctos de ambas as espécies de carapanadinaafualisados por CLAE/EM,
utilizando-se o método “Perfil DE” descrito no iteB14.3 da Metodologia, a fim
possibilitar a caracterizacdo quimica geral dad&hio modo como ela € consumida pelos
quilombolas. Os cromatogramas obtidos estdo apezken na Figura 18. Esses
cromatogramas, contudo, foram monitorados por DAI3. demais resultados dessas
analises, em termos de espectro de UV e de mafsasntes aos sinais pertencentes a cada

cromatograma, foram dispostos na Tabela 5.
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Figura 18 —Cromatogramas de UV de CBACh (a) e CTFCh (b) obktjglr CLAE no método Perfil DE. O

tempo de analise foi de 50 min., fluxo: 0,25 mL/reia detec¢ao de 200 a 700 nm.

Esses cromatogramas apresentaram um numero mudodeaomponentes que 0s

obtidos anteriormente. Isso foi possivel devidoaamento de resolucdo proporcionado
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pela reducdo no diametro da coluna cromatograficgye também possibilitou a reducao
do fluxo de fase moével (de 1 mL/min no Perfil BRyg 0,25 mL/min no Perfil DE). De
posse dos dados de UV e massas das substanciestesasos decoctos de cada espécie, €
possivel iniciar a caracterizacdo desses extraios ltase na comparacdo com os dados
existentes na literatura, citados no item 1.2 t@ducéo.

Atualmente, somente quatro alcaldides oriundosAdeigidum sdo conhecidos
(PEREIRA et al, 2007). O cromatograma de CBAChentanto, apresentou mais de onze
sinais. Dentre esses, somente dois valoresmde foram correspondentes aos das
substancias ja isoladas. Esses B#p 413 (dos sinais emgl'13,5; 17,1; 17,4 e 18,3
minutos) igual ao da B-reserpilina (MM 412 u) e on/z 411 (do sinal em g 19,7
minutos), como o da picralina (MM = 410 u). Essesléides apresentam dois atomos de
nitrogénio em suas estruturas e, portanto, possuzon de MM par. Vale ressaltar que
varios sinais conm/z 413 foram encontrados e somente um deles, grh7]1L minutos,
apresentou perfil de UV distinto dos demais. Egseltado ressalta a importancia de se
fracionar e caracterizar os extratos Ae rigidum, uma vez que se verificou que ele
apresenta muitas substancias que ainda nao forsaritee para esta espécie.

Tabela 5 —-Dados cromatogréficos (tempo de retencad, de espectrometria de massas (ion molecular,

[M*+1] m/2 e de ultravioleta (maximos de absorgéq,) dos decoctos d&. rigidum(baixio, CBA) eA.
excelsunterra firme, CTF).

A. rigidum(CBACh) A. excelsunfCTFCh)
Tr(min.) | [M*+1] m/z Amax(NM) Tr(min.) | [M*] m/z Amax(NmM)

4,5 587 239, 288, 311 (o), 405 11,4 687/655 208,(83 305
13,5* 413 221, 300 13,5* 341/355 216, 241, 284} @1), 402
16,8 571 215, 235, 273, 303, 375 14,1 573 218, 237, 289, 309 (0), 404
17,1 413 191, 238, 278, 331 15,3* 587 199, 213289, 286, 311 (0), 405
17,4 413 223, 299 15,7 227 197, 212, 239, 269, 2688,
18,3 413 223, 300 16,0 557 193, 215, 237, 272, 304,
19,4* 267 221, 276 (0), 295 (0) 17,1 355 196, 220,

19,7* 411 201, 225, 283 17,6 571 192, 215, 237, 303, 374
20,1* 587 212, 237 (0), 395 18,2 427 206, 222, 298

27,9* 343 197, 229 (o), 282 19,8* 383 201, 223, @88

40,7 353 197, 223, 283 21,6* 379 206, 220, 247, 332 (0)

Nota da TabelaOs asteriscos (*) destacam as substancias pressntpsopor¢cdo muito baixa, (0) — ombro.
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Substancias diferentes, com mesma massa e peffi{/rgho relativamente comuns
entre os alcaloides inddlicos (LOUNASMAA; TOLVANER986). No caso do extrato em
guestdo, a B-reserpilina, conhecidamente presenteAnigidum possui quatro centros
quirais. Essa caracteristica possibilita que essdéaula apresente pelo menos 16
diastereoisbmeros distintos, sendo que eles tesamesma massa e perfil no UV. A
mudanca na estereoquimica da molécula, todavieraaua configuracdo espacial e,
consequentemente, sua polaridade. Por essa razd®mpser observadas diferencas no
tempo de retencéo dessas substancias durante afise anomatografica.

Quanto aA. excelsumaté o presente momento vinte alcaldides ja fadasctritos
(BOLZANI et al, 1987; PEREIRA et al, 2007). No cratngrama referente ao CTFCh foi
possivel, também, relacionar onze sinais aos r@gpeerfis no UV e massas. Dentre
eles, os sinais emglL3,5 e 17,1 minutos, que possuem relag@355 e espectros de UV
compativeis com o esqueleto da quebrachina; o $ind9,8 minutos, de relacdn/z 383,
como o da @&-aricina e, por fim, o sinal também em 13,5 minutos, conm/z 341, que
pode corresponder a (+)-d&smetilaspidospermina. Possivelmente existem daigisi
com espectros de UV semelhantes, sobrepostosgel3,3 minutos, uma vez que foram
observados dois sinais de&/’z majoritarios (com a mesma proporcao, de 100%). fdéo
possivel encontrar correspondéncia entre as ouglagdes dem/z obtidas com os
alcaldides ja isolados de excelsum.

As técnicas acopladas fornecem informacgfes impdaporém séo insuficientes
para a caracterizacdo completa de um extrato. raa determinacdo estrutural das
substancias se faz necessaria, e com isso, o maare purificacdo de tais componentes a
fim de possibilitar também andlises por RMN e aliga¢ao, por exemplo. Sendo assim, as

etapas seguintes do presente trabalho tratam ldonieoto e identificacdo dos alcaloides.

43. ISOLAMENTO DOS ALCALOIDES POR CROMATOGRAFIA
CONTRACORRENTE

A cromatografia contracorrente (CCC) € uma técmissencialmente preparativa
gue nao utiliza suporte sdlido. Isso faz com que efereca varias vantagens em

comparacdo a outras técnicas cromatogréaficas,aletds a total recuperacdo da amostra



60

injetada, baixo risco de degradacdo e menor conglansolvente. Além disso, a CCC
permite a injecdo de uma quantidade maior de aepsirexperimento que na CLAE. No
entanto, para que se possa utilizd-la é necesdasenvolver um sistema de solventes
adequado, que seja capaz de separar os comporgatamostra. (HOSTETTMAN,;
QUEIROZ; VIEIRA, 2003). No caso do aparelho disipehpara utilizacdo na UFRJ, que
ndo possui detector, o acompanhamento dos testéstéopor cromatografia em camada
delgada. Em se tratando especificamente das anaéiazadas no presente trabalho, foi

possivel utilizar também a determinacao dos valdegsH como método de deteccéo.

4.3.1.REFINAMENTO POR ZONA DE pH

O método de CCC comefinamento por zona de pldi utilizado para separacao dos
alcal6ides dos extratos em diclorometano de ambas@écies de carapanauba. Nos testes
em CCD para a escolha do sistema de solventesn faxaliadas as proporgdes 1:0:1,
4:1:5, 6:3:8 e 2:2:3 dos solventes éter ntebilililico (MtBE): acetonitrila (AcN): agua
(H20), por se tratar de um extrato com substancidsade polaridade (ITO; MA, 1996).
Um tubo foi acidificado com &cido formico e outod &lcalinizado com trietilamina (TEA).

O resultado obtido (Figura 19) mostrou que o siatemais adequado foi o D1, que
consistia de MtBE:BD - 1:1. Nessa cromatografia € possivel observaragbanda que
revela a presenca de alcaldides se encontra ninfager aquosa em pH acido {#.<<1)

e na fase superior organica em pH basigas&>1).

FSFI|FSFI F$ FI|FS FI | FS FI|FS FI FS FI |FS FI
pH2 | pH 10 PH2 | pH 10 PH2 | pH 10 pH2 | pH 10

Figura 19 —CCD dos testes para CCE(n refinamento por zona de pphra a amostra CBAD nas
seguintes proporgdes (v/v/v) do sistema de solgaitBE:AcN:H,O - 1:0:1 (D1), 4:1:5 (D2), 6:3:8 (D3) e
2:2:3 (D4), FS - fase orgéanica superior, FI — tapeosa inferior, pH 2 - tubo com o &cido e pH 10be
com a base. CCD - eluente: acetato de etila: agefmua — 25: 8: 2 (v/v/v), com duas gotas dqOHH
Revelador: Reagente de Dragendorff.
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Foram obtidas 60 fracdes e a retencdo da fasdamsida foi de 67,5%, indicando

uma boa resolucdo para essa analise. No cromatagnata-se a presenca de quatro

componentes principais (marcados de @A A, na Figura 20), que sao revelados pelo
Reagente de Dragendorff.

7 8 9 11 1315 17 19 20 21 23 25 27 29 31 33 35 37
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Figura 20 —Cromatograma em CCD do fracionamento do extratAlCBor CCC conrefinamento por zona
de pH.Sistema de solventes MtBE>® (1:1, v/v); na fase superior organica TEA a 10 mkh fase inferior
aquosa acido formico a 15 mM; velocidade de rotagd0 rpm; fluxo: 2 mL/min; A— A4 principais
substancias encontradas; Pd- padrdo extrato CB2CD - eluente: acetato de etila: acetona: agua 8:25
(v/vlv), com duas gotas de NBIH. Revelador: Reagente de Dragendorff.

E possivel observar que primeiramente é eluidamistura dos alcaldidess As,
seguida por uma fragdo com maior concentracao,aamrelacdo ao outro. Essa eluicédo se
inicia proximo a fracao 19 e segue até a 21. Ngafr&3 ja se nota a maior concentracédo de
A,, presente até a 25. A partir da fragcdo 27 somenéeeluido até o fim do experimento.

Esse comportamento se reflete no grafico de pHtramisno Grafico 1:
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Gréfico 1 — Valores de pH das fragcbes obtidas acidnamento do extrato CBAD por CCC cosfinamento
por zona de pH.



62

A eluicdo deA, e Agprovoca uma queda brusca no valor de pH da faselreéatre
as fracdes 19 e 22. As fragbes 23 e 24 formam wuep® platd em valor préximo a pH 4
e, a partir da fragcdo 25, h& outro platé em valoxrimo a pH 2.

Segundo os principios da técnica minamento por zona de pHjuando um
componente € eluido deve-se observar uma mudangalarodo pH da fase mével que o
transporta. Enquanto esse componente ndo samtoitd do sistema, o valor de pH néo se
altera, formando um platé no grafico de pH. Quand@lor se alterar, significa que outra
substancia serd eluida. Essa particularidade décéétaz com que os cromatogramas das
analises, obtidos com DAD, tenham formato retamgcéaiacteristico, correspondendo a
fracOes altamente concentradas de substancias(pi€gsMA, 1996).

No presente experimento, foram obtidos 17,2 mg (420 mg de Ae 41,6 mg de
A, isolados. Esse fracionamento foi repetido divensemes, a fim de acumular mais
material para os testes bioldgicos e para as apaistruturais, por métodos fisicos (RMN
'H e BC). A correspondéncia entre as fracdes foi feitm dmse no valor de fator de
retencdo (R obtido nas analises por CCD e pelo espectro deleéterminados. A técnica
se mostrou eficiente na separacdo dos alcaléidesxilato CBAD e reprodutivel, salvo
pequenas diferencas na pureza das amostras obtidas.

O mesmo método foi aplicado na separacdo do ex@akD, que era bem mais
complexo que o CBAD. O volume da fragéo foi redazeéla metade, a fim de aumentar a
resolucdo dos componentes com eluicdo muito proxilmacromatograma obtido esta
apresentado na Figura 21.

Foram recolhidas 120 fracdes de 2 mL e a retengatask estacionéaria foi de
71,25%, valor considerado muito bom. Nota-se a@tude muitas substancias de natureza
ndo alcaloidica no inicio da separagédo, o que fitadambém no grafico de pH dessa
andlise (Gréafico 2). A eluicBdo das substéncias géie reveladas pelo reagente de
Dragendoff na CCD comeca na fragdo 47, onde tan#geabserva o inicio do decréscimo
do valor de pH da fase moével. Segue-se um pequiand até a fracdo 49 e em seguida

uma nova queda. A partir da fracdo 55 forma-setddinal, no valor de pH préximo a 2,5.
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Figura 21 —Cromatograma em CCD do fracionamento do extratelCpor CCC commefinamento por zona
de pH Sistema de solventes MtBE;® (1:1, v/v); na fase superior organica TEA a 10 mkh fase inferior
aquosa acido férmico a 15 mM; velocidade de rota880 rpm; fluxo: 2 mL/min; Pd- padrdo extrato CTFD
CCD - eluente: acetato de etila: acetona: agua 8:25(v/v/v), com duas gotas de MbH. Revelador:
Reagente de Dragendorff.

A seguir, as fragBes obtidas foram reunidas poilasiclade cromatografica. O
presente método levou ao isolamento de trés sudim$ado extrato CTFD, entretanto, a
pureza de tais substancias ainda necessita semdeida. Devido a baixa quantidade de

material obtido, a avaliacdo desses resultadogasaliaada em trabalhos futuros.
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Gréfico 2 —Valores de pH das fragdes obtidas no fracionamamixtrato CTFD por CCC corefinamento
por zona de pH.
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Em comparacdo com a técnica de CCC por gradierseodgénuog, ue também
levam em consideracdo o parametro pH (MARINI-BETTG)LGALEFFI, 1985), o
refinamento por zona de pBe mostrou mais eficiente na separacdo dos aleal@m
guestdo (resultados ndo mostrados). O tempo dsandm como a quantidade de fracdes
obtidas foram reduzidos consideravelmente.

Com vista nesses resultados, pode-se dizer grefimamento por zona de pH
possibilitou o isolamento de trés alcaléides doatatCBAD e trés do CTFD, ainda em
processo de identificagdo. Sendo assim, essa &doic aplicada com sucesso no
isolamento de alcal6ides inddlicos Aspidospermaspp. A resolucdo dos métodos, no

entanto, precisa ser melhorada.

4.4, IDENTIFICACAO DOS ALCALOIDES ISOLADOS DE A. rigidum

As substancias obtidas em quantidade e purezarg@bisena andlise por LC-EM)
suficientes para a analise estrutural foram asspandentes aos cdodigos, A, e A, do
extrato CBAD. Essas amostras foram submetidas lses@or CLAE/DAD, CLAE/EM e

espectroscopia de RMN e de massas para que pudessaantificadas.

4.4.1. ANALISE POR CLAE

As anadlises por CLAE foram realizadas com as am®sdgoladas, para que se
pudesse verificar o grau de pureza das mesmasc@®m informacdes sobre o espectro de
UV e massa molecular. A metodologia utilizada éstgcrita no item 3.4.3 deste trabalho.

O alcalbide A (Figura 22) apresentougr®em 18,9 minutos, bandas de absorcéo
maxima no de UV ey ax221 e 272 nm en/z383,2.
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Figura 22 - Cromatograma da amostra @btido por CLAE no método Perfil DE. Em destaquespectro de
UV correspondente ao sinal era 18,9 minutos, varredura de 180 a 410 nm.

O alcaloide A foi obtido somente misturado ao, AFigura 23). O primeiro
apresentou #em 20,3 minutos, sinais de UV 6213 e 396 nm, com ombro em 237
nm em/z411,2. J4 o alcalbide identificado comg apresentou dem 16,7 minutos, sinais
de UV eminax223 e 300 nm en/z413,2. Este ultimo foi isolado em outras analesesor
isso, foi possivel fazer a distin¢cao entre os doisromatograma.
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Figura 23 - Cromatograma de A1) + Ag (2) obtido por CLAE no método Perfil DE. Em destagno canto
direito superior, o0 espectro de UV correspondeatsimal em k16,7 minutos (1); e no canto direito inferior
o espectro de UV correspondente ao sinal grA0T3 minutos (2), varredura de 180 a 410 nm.
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Por fim, o alcaldide Aapresentou dem 18,0 minutos, bandas de absor¢cdo maxima
no UV eminax222 e 300 nm en/z413,2 (Figura 24). Nota-se que as amostrag A,
possuem dados cromatograficos, de UV e massasco&€néntretanto, os experimentos de

RMN mostram que se trata de substancias distiatalspra estereoisomericas.
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Figura 24 - Cromatograma de £obtido por CLAE no método Perfil DE. Em destaquespectro de UV
correspondente ao sinal emmIB,9 minutos, varredura de 190 a 410 nm.

4.4.2. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE A1, A,E Ay

Para elucidacdo estrutural dos alcaldides indolismdados foram realizados
experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMNH e °C, em uma e duas
dimensdes (1D/2D), além de experimentos de espeetria de massas por injecao direta,
com ionizacdo por impacto de elétrons. As subst8rappresentadas a seguir foram isoladas
a partir do extrato em diclorometanoAlerigidum(CBAD).

A Figura 25 mostra a estrutura proposta para dédiea;, identificado como &
aricina (tipo heteroioimbano). A selecdo das suleséd que poderiam corresponder g A
foi realizada com base na massa molecular encentrasl experimentos de CLAE/EM. A
seguir, os valores maximos de absor¢cdo no UV dastamdoram comparados com 0s
descritos na literatura para tais substancias,dmno o padrao de fragmentagao na analise
por espectrometria de massas por impacto de efettfragmentograma de; &ncontra-
se no Anexo 7.3. Os principais fragmentos obselwgdoa essa amostra foram osvde
186 (100%), 253, 199 e 281.
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Figura 25 - Estrutura proposta para o alcaldidg ilentificado como &-aricina.

A estrutura de Afoi proposta com base nos resultados obtidos nosriexentos de

RMN em 1D/2D, que estéo dispostos na Tabela 6:

Tabela 6— Resultados dos experimentos de RMN em 1D/2Hd800 MHz) e**C (100 MHz), incluindo as
correlagdesH **C HSQC €'H **C HMBC de A em CQROD.

< HSQC HMBC
Atomo d¢c On e 3Jc,H

2 134.95 - - -

3 60.43 3.34 (m)* H-142 H-5a, H-15, H-21a,

H-21b
5 53.48 a-—2.55 (d,=115,4.5 H-6a H-21a
Hz); b- 3.03 (ddJ = 11.2,
5.7 Hz)
6 21.04 a—2.68(df,=6.9,4.0 H-5a, H-5b -
Hz); b - 2.91 (dddd] =
14.9,11.5,5.9, 2.3 Hz)

7 106.42 - H-6a, H-6b H-5b, H-9

8 127.17 - - H-12

9 99.49 6.89 (d) = 2.4 Hz) - H-11

10 153.60 - H-9 MeO-10, H-12

11 110.25 6.68 (ddl=8.7, 2.4 Hz) - H-9

12 111.17 7.15 (d1 = 8.7 Hz) - -

13 131.85 - - H-9, H-11

14 33.32 a-1.47 (d,= 12.0 H2)* b - -

- 2.64 (m)

15 31.24 2.76 (td] = 11.8, 4.1 Hz) H-14a H-17, H-20b

16 109.49 - H-15, H-17 H-14a

17 155.48 7.57 (s) - -

19 72.15 4.49 (dd] = 10.5, 6.1 Hz) Me-18 H-15, H-17, H-21b

20 38.44 1.72 (d] = 10.3 Hz) H-21b Me-18

21 55.66 a-2.76 (m); b - 3,19 (dd, - -

=12.6,1.8 Hz)

22 168.16 - - H-17, Me-22
Me-18 17.43 1.38 (d1=6.2 Hz) - -
MeO-10 54.83 3.78 (s) - -
MeO-22 50.21 3.74 (s) - -

Notas da Tabela: * sinal sobreposto ao da@ID, **sinal sobreposto com ao da metila 18.
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Os espectros completos e expansdes encontram-segda 7.4 dos Anexos.
Primeiramente efetuou-se a correspondéncia dog sieacarbono, com base nos valores
de deslocamento quimic®cj. Depois disso, os hidrogénios da por¢do inddlaram
facilmente identificados no espectro #e, pois possuem valor de deslocamento quimico
(Bn) préximo a 7 ppm (MACOMBER, 1998). Os sinais foratmibuidos as posi¢cfes
correspondentes na molécula com base nas correlab8ervadas nos espectros em 2D. O
sinal comdy em 6.89 ppm s poderia corresponder a posicdo 8,uwexn que era o Unico
gue acopla com o carbono em 106.42 ppm, da poZic&s outros hidrogénios também
foram facilmente atribuidos, com base nos resuttaldoexperimento de HSQC, que indica
gual sinal hidrogénio que esta ligado a um deteadduratomo de carbono.

A posicdo da metoxila no grupamento inddlico foiedminada com base nos
valores de constante de acoplamed}eftre os hidrogénios do anel benzénico. O H-8, qu
apresentou valor de deslocamento quimégg igual a 6.89 ppm, € um dubleto coth=
2.4 Hz. Ja H-11 corresponde a um duplo dubleto &pde 6.68 ppm e valores de= 8.7 e
2.4 Hz. Por fim, o H-12 apresentou outro dubletodgnde 7.15 ppm & = 8.7 Hz. Essas
observacdes significam que H-11 acopla com H-9 thine = 2.4 Hz, indicando que esses
hidrogénios se encontram em posicao relatiesg e também com H-12, cofdys 1,= 8.7
Hz, indicando a relacéo em posigito (MACOMBER, 1998).

No entanto, para se determinar a estereoquimica hitregénios da porcéo
terpénica, era necessario calcular as constanteac@@amento dos multipletos a eles
correspondentes. O espectro obtido com a amosssoldida em metanol deuterado
(CD3;0D), todavia, apresentou a maioria dos hidrogéotwso sinais de segunda ordem e
esse calculo ndo foi possivel. Além disso, os datisgoniveis na literatura também
dispunham sobre amostras dissolvidas em clorofédeinerado (CDG).

Tendo isso em vista, novos experimentos foramza&ddis com a amostra dissolvida
em CDC4. Esses resultados estdo apresentados na Taleetacomparacdo com os dados
da 3r-aricina (VERPOORTE et al, 1983), que é a propdstaentificacdo. O espectro de
'H de A solublizada em CDGlapresentondo somente melhor resolugéo dos sinais, como
também possibilitou a visualizacdo do hidrogénjadio ao nitrogénio do nucleo indélico,

gue nao estava presente nos espectros realizaho&;olubilizada em CEDD.
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Tabela 7— Comparacéo dos resultados dos experimentos dé dVH (400 MHz) de A com os valores de
'H (300 MHz) da 8-aricina em CDGl(extraidos de VERPOORTE et al, 1983).

< Amostra A; 3a-Aricina
Atomo 3 5 (modelo)
HN -1 7.71 (s) 7.75 (s)
3 3.37 (dJ =12.0 Hz) 3.32 (dd] =12, 2 Hz)
5 a—2.57 (td) =11.0, 4.1 Hz); b- 2.92 (dd, a-2.53 (ddJ =14.5, 11.5 Hz); b-2.94 (dd~=
=7.4,4.4Hz) 14.5, 11.5 Hz)
6 a—2.66 (dd)j=14.9, 4.0 Hz); b - 2.88 (td, a—2.68 (d largo] = 15 Hz ); b - 2.93-2.83 (m)
J=5.8,2.3Hz)
9 6.91 (dJ=2.3 Hz) 6.90 (dJ=2.5Hz)
11 6.78 (ddJ = 8.7, 2.3 Hz) 6.77 (dd,= 8.7, 2.5 Hz)
12 7.17 (dJ=8.7 Hz) 7.15 (d,J=8.7 Hz)
14 a-156(q)=12.0Hz),b-252-2.46 (m) a-1.52J¢ 12 Hz), b -2.48 (ddd,= 12, 4.5,
2 Hz)
15 2.78 (tJ=4.6 Hz) 2.75 (dt) =12, 4.5 Hz)
17 7.55 (s) 7.56 (s)
19 4.50 (ddJ = 10.4, 6.2 Hz) 4.49 (dg,= 12, 6.2 Hz)
20 1.71 (m) 1.70 (m)
21 a-274(dd)=12.2,3.7 Hz); b-3.13 (dd, a-2.71(ddJ =12, 3.5 Hz); b —3.09 (dd,=
J=12.3,1.6 H2) 12, 2 Hz)
Me-18 1.40 (dJ = 6.2 Hz) 1.40 (dJ = 6.2 Hz)
MeO-10 3.84 (s) 3.84 (s)
MeO-22 3.74 (s) 3.74 (s)

O sinal do H-19, um duplo dubleto &m4.50 ppm e valores de= 10.4 e 6.2 Hz,
indica que esse atomo de hidrogénio acopla comdosgénios da metila, na posicéo 18,
com 3Jye 18= 6.2 Hz e portanto a outra constante se referacaplamento entre esse
hidrogénio e o da posi¢do 20. Além disso, o valerdéslocamento quimico do H-19
fornece uma indicacéo sobre a posicao relativeed@gsogénio. Quando seu valor &ese
encontra entre 4.2 e 4.5 ppm, ele pertence a $€d46B, 20 (BRUYN; ZHANG;
BUDESINSKY, 1989). Entretanto, se esses atomosegstin dispostos em posicérs, o
valor dedy do H-19 estard, de qualguer maneira, nessa faa.isBo, € importante,
também, atentar para o valord&edo H-20. No caso em questdo, esse se encontrarém 1,
ppm, confirmando a substituicdo com relagéns O valor de’J;s 20= 10.4 Hz corrobora
para esse resultado.

A relagcédo entre os atomos de hidrogénio das pasitbee 20 pode ser também
determinada por meio da constante de acoplamensmaDdo H-15 foi observado como
um tripleto eméy 2.78 ppm com valor dé = 4.6 Hz. Considerando que esse é o valor

correspondente ao acoplamenigs, .o é possivel sugerir que esses atomos se encontram
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relacionados em posicais, pois encontra-se na faixa entre 1 e 6 Hz. Tenstbem vista,
se foi determinado anteriormente o Hx20onsequentemente tem-se Hx15

O quarteto correspondente &p1.56 ppm foi atribuido a um atomo de hidrogénio
na posicdo 14, com valor de= 12 Hz, com base nas informagfes fornecidas pelo
experimentos em 2D. Sendo assim, tal H-14 possyilamento vicinal tanto com o H-15,
guanto com o H-3. A constante encontrada ndo diixalas que a relacdo do H-14 com
ambos os outros deve ser antiperiplanar, defintaddém H-a. A Figura 26destaca os
acoplamentos utilizados na determinacdo da estgiraarp dos hidrogénios presentes na

molécula de A

Figura 26 - Estereoquimica proposta para os hidrogéniodadddide A, identificado como @-aricina. Os
acoplamentos foram medidos nos sinais do espediié &nH (400 MHz), de A solubilizado em CDGI

De posse da provavel estrutura de f8i possivel realizar a fragmentacdo da
molécula, a fim de confirmar o perfil encontradofraymentograma. A Figura 2Wiostra
as reacg0Oes de fragmentacao que justificam os paigcions observados.

A identificacdo sugerida para o segundo alcalésddado do extrato CBAD, que
recebeu o cddigo Afoi de que se trata da isoreserpilina. A esteutlesse alcaldide é
apresentada na Figura 28. A diferenca entre edsdésicia e adaricina estd somente na
substiuicdo do atomo de hidrogénio da posicdo tlmpogrupamento metoxila.

A estrutura de Atambém foi elucidada com base nos espectros de &KHND/2D
(Tabela 8 eAnexo 7.5). Além disso, foram levados em considEvaQs principais
fragmentos obtidos na analise por espectrometrimaisas por impacto de elétrons, com
injecdo direta. Os ions encontrados foram o216 (100%), 283, 172, 122, 229 e 311

(Anexo 7.6). Esses dados foram utilizados na cmai@@o da estrutura proposta.
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Figura 27 — Reacdes de fragmentacéo deaBicina propostas pelo prof. Dr. Raimundo Brah&ié
gentilmente cedidas para publicagdo no preseriallra, que justificam os principais ions observauns
fragmentograma de AAnexo 7.3). Analise realizada por inje¢do diredendonizacéo por impacto de
elétrons a 70 eV.



Figura 28 - Estrutura proposta para o alcal6idg ilentificado como isoreserpilina.
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Tabela 8- Resultados dos experimentos de RMN em 1D/2tHd800 MHz) €*C (100 MHz), incluindo as

correlacdesH **C HSQC €'H*C HMBC de A em CDC}.

h HSQC HMBC
Atomo C oy Jen 3Jc,H 4Jc,H
2 133.41 - HN-1,H-3 H-14 H-5, H-21a
3 60.15  3.31(dd] = 11.4, 1.4 Hz) H-14a H-5a, H-21a H-6a
5 53.81 a-2.56 (dd,= 13.2, 9.0 H-6a, H-6b H-21a -
Hz), b - 2.91 (ddJ = 10.1,
5.4 Hz)
6 2208 a-263(d=17.2Hz),b-  H-5a, H-5b - H-21b
2.84 (ddJ = 11.7, 2.2 Hz)
7 108.07 - H-6a HN-1, H-5a, H-9
8 120.19 - H-9 HN-1
9 95.10 6.81 (s) - - H-12
10 145.04 - H-9 H-12, MeO-10 -
11 146.67 - H-12 H-9, MeO-11 -
12 100.62 6.89 (s) - - H-9
13 130.39 - HN-1, H-12 - -
14 3452 a-2.47(d,=13.1Hz), b- - H-20 -
1.54 (q,d = 12.0 Hz)
15 31.54 2.76 (1) = 4.8 Hz) H,14a, H-14b H-17, H-21a -
16 109.75 - H-15, H-17 H-14 -
17 155.97 7.56 (s) - - -
19 7270 4.49 (ddl = 10.2, 6.1 Hz) Me-18 H-17, H-21a, H- -
21b
20 38.66 1.70 (m) H-21a Me-18 -
21 56.45 a-2.70 (§=4.5Hz), b - - H-3,H-5a -
3.09 (ddJ = 12.3, 1.2 Hz)
22 168.25 - - H-17, Me-22 -
Me-18  18.72 1.40 (d] = 6.2 Hz) - - -
MeO-10  56.67 3.90 (s) - - -
MeO-11  56.51 3.88 (s) - - -
MeO-22  51.33 3.74 (s) - - -
HN-1 - 7.72 (s) -
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Para confirmar a estrutura proposta, os valored;debtidos na andlise de,Avor
RMN de 'H (500 MHz) foram comparados aos valores descyiims Bruyn, Zhang e
Budezinsky(1989) para a isoreserpilina (Tabela 9). Salvo ralgi diferencas nos valores
das constantes de acoplamento calculadas, osackssilbbtidos foram coerentes com a

identificacdo proposta.

Tabela 9— Comparagéo dos resultados dos experimentos de dRVIN (400 MHz) de A com os valoredH
(500 MHz) da isoreserpilina em CDCéxtraidos de BRUYN; ZHANG; BUDEZINSKY, 1989). Obs.
referéncia ndo explicitou a multiplicidade dos srde hidrogénio da isoreserpilina.

< Amostra A, Isoreserpilina

Atomo on 5 (modelo)

HN-1 7.72 (s) 7.68 (s)
3 3.31(ddJ=11.4,1.4 Hz) 3.32)(=12.2, 3.3 Hz)
5 a-256(dd)=13.2,9.0Hz),b-291 a-2530=8.2,3.9Hz),b-2.91)(

(dd,J=10.1, 5.4 Hz) =11.1,5.7 Hz)
6 a-2.63(d)=17.2 Hz), b -2.84 (dd,= a-2.600=39Hz),b-2.88)=
11.7,2.2 Hz) 14.9, 8.2 Hz)
9 6.81 (s) 6.82 (s)
12 6.89 (s) 6.89 (s)
14 a-247(d)=13.1Hz),b-154 (4= a-2480=12.4,45,3.3Hz),b-
12.0 Hz) 1.52 (9,0 = 12.0 Hz)
15 2.76 (tJ=4.8 Hz) 2.72J=4.5Hz)
17 7.56 (s) 7.55 (s)
19 4.49 (ddJ =10.2, 6.1 Hz) 4.50)(= 10.2, 6.2 Hz)
20 1.70 (m) 1.68
21 a-2.70 (tJ=4.5Hz), b-3.09 (ddl = a—2.71,b-3.09E= 12.3 Hz)
12.3,1.2 Hz)

Me-18 1.40 (d,J = 6.2 Hz) 1.40

MeO-10 3.90 (s) 3.88

MeO-11 3.88(s) 3.88

MeO-22 3.74 (s) 3.74

Tanto o alcaldide A identificado como &aricina, quanto o A (isoreserpilina)
foram isolados de diversas espécies do géAspidospermadentre elad\. discolore A.
marcgravianum ambas pertencentes ao subgrupo Nitida (PEREIRAI,e2007). No
entanto, o isolamento de tais substancias a plertaxtratos dé. rigidumfoi descrito pela
primeira vez neste trabalho.

De posse da estrutura sugerida para a identificde@®, reacfes de fragmentacao
foram propostas a fim de justificar os principaragfnentos ibnicos encontrados no
fragmentograma dessa amostra (Figura 29), obtidanpecdo direta com ionizagdo por

impacto de elétrons a 70 eV.
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Figura 29 — Reacdes de fragmentacao da isoreserpilina, stappelo prof. Dr. Raimundo Braz-Filho e
gentilmente cedidas para publicagdo no presertiallra, que justificam os principais ions observauus
fragmentogramas de,Aidentificada como isoreserpiliraA,, 3p-reserpilina. Anaise realizada por injecao

direta com ionizac¢&o por impacto de elétrons aVZ.(0s fragmentogramas se encontram respectivameste
Anexos 7.6 e 7.7.

Tais fragmentos foram idénticos aos observadosagmientograma da amostrg A

(Anexo 7.7), com alteracbes apenas nas proporgdiésn disso, a massa molecular
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encontrada para /Anos experimentos de CLAE/EM, bem como as bandasnma& de
absorcdo no UV, se mostraram idénticos aos obsesvadra A Com base nesses
resultados, é possivel confirmar a hipotese ledantanteriormente, de que essas
substancias sejam estereoisdomeras.

Tendo isso em vista, o alcaldidg #i identificado como B-reserpilina (Figura 30).
A diferenca entre esse alcaldide e a isoreserp#i@aencontra na esteroquimica do
hidrogénio na posicéo 3. Na isoreserpilina estensentra em posi¢can ou seja, para tras
do plano da molécula, e n@-Bserpilina ele se encontfaposicionado em relacdo ao
plano. Essa diferenca exerce um grande efeitotnaws tridimensional da molécula, sem

alterar seu espectro de UV e massa molecular.

Figura 30 - Estrutura proposta para o alcaléidg ilentificado como @reserpilina.

As justificativas para essa proposta de identiicage baseiam ndo somente nos
fragmentos observados, ou nos resultados dasesalis CLAE/EM, mas também no fato
do isolamento dessa substancia a partir de extdgos. rigidum ja estar descrita na
literatura (PEREIRA et al, 2007).

Os resultados obtidos nas analises por RMN, entetado foram conclusivos. Os
principais sinais de correlagbes observados forigpogtos na Tabela 10 e 0os espectros se
encontram no Anexo 7.8. Pode-se notar que algumss stitais fundamentais para a
determinacdo das estruturas dos alcalbides argend@o foram observados nos espectros
dessa substancia.

No entanto, fica claro, tendo em vista a massa cutde e os fragmentos iGnicos
encontrados, que a alteracdo dos resultados obssnge deve a uma caracteristica

conformacional dessas substancias. A diferencastereequimica dos hidrogénios do
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ndcleo terpenoidico causa uma grande alteracdo stratuga tridimensional desses
alcaldides. Essas estruturas podem ser observadagura 31.

Bruyn, Zhang e Budezinsky (1989) descreveram o mepnoblema, quando
estavam trabalhando com a reserpilina. Eles ohserwvgue ao se tentar analisar essa
substancia na forma de base livre solubilizada &@&l¢; ocorria a coalescéncia dos sinais
dos espectros dél e de™C. Isso significa que alguns sinais se juntavamreaendo como
um Uunico sinal no espectro. Para solucionar tablproa, os experimentos devem ser
realizados com tal alcaldide na forma de cloridrato

Essa observagdo ndo somente justifica o probleservddo nos espectros de RMN
de A, como também corroboram com a proposta de idemtfio para a amostra. No
entanto, novas analises devem ser realizadas, @efipossibilitar a comparacéo dos sinais

encontrados parasAom os descritos para f-8serpilina na literatura.

Tabela 10— Resultados dos experimentos de RMN em 1D/21B1d400 MHz) e**C (100 MHz), incluindo
as correlagdeH *C HSQC e'H *C HMBC de A em CDC}.

; HSQC HMBC
Atomo o¢c oy e “Jen e
2 - - - - -
3 - - - - -
5 52.25 3.14 (s largo) - - -
6 - - - - -
7 107.45 - - H-3, H-5, H-9 H-14
8 120.15 - H-9 - -
9 95.11 6.92 (s) - - H-12, MeO-11
10 144.79 - H-9 H-12, MeO-10 -
11 146.46 - H-12 H-9, MeO-11 -
12 100.22 6.92 (s) - - H-9, MeO-10
13 130.11 - H-12 - -
14 29.69 - - H-20 -
15 25.85 - - H-17 -
16 - - H-15, H-17 H-14 -
17 155.37 7.57 (s) - -
19 73.25 4.46 (s largo) Me-18 H-17 -
20 30.75 - - - -
21 54.60 2.67 - 2.57 (m) H-20 - -
22 167.94 - - H-17, Me-22 -
Me-18 18.53 1.37 (d] =5.8 Hz) - - -
MeO-10 56.29 3.91 (s) - - -
MeO-11 56.44 3.94 (s) - - -
MeO-22  51.12 3.75 (s) - - -

HN-1 - 8.22 (s) - - -




Isoreserpilina B-reserpilina

Figura 31— Visualizacdo tridimensional das estruturas dea@des inddlicos isoreserpilina fpe P-
reserpilina (4), do tipo heteroioimbano.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento dos métodos cromatograficoszatlhs nesse trabalho néo
somente possibilitaram a caracterizagdo dos extrd® carapanauba, como também
forneceram uma ferramenta analitica que pode gmEnehida, também para o controle de
gualidade, a outras espécies que contenham alealéimn estrutura semelhante. Nessas
analises também se tornou clara a necessidadeandegnimero de oportunidades para a
continuacdo dos estudos de caracterizacdo dososxti@A. rigidume A. excelsum

As analises evidenciaram que as duas espéciesraganauba, apesar de serem
pouco distinguidas pelos membros das comunidadésndpolas, apresentam diferencas
significativas tanto na sua composi¢cao quimicantpiam seu potencial farmacologico. Na
comparacao dos perfis cromatrogréaficos dos extiddssduas espécies de carapanauba foi
observado que ambos podem apresentar substanciedhastes, porémA. rigidum
provavelmente possui maior variedade de componentes

Os extratos de ambas espécies foram ativos nes teistdgicos realizados. Sendo
gue tanto na avaliacdo da atividade inibidora danem acetilcolinesterase, quanto no
potencial antimicobacteriano, os extratosAdeexcelsunforam mais ativos que os de
rigidum na concentracdo testada. Os resultados obtido$rareoe, portanto, que tais
extratos se apresentam como fontes de promissaletaacias candidatas a potenciais
agentes terapéuticos para problemas cognitivosrat@mento sintomatico da doenca de
Alzheimer, e contra tuberculose.

Nesse contexto, é possivel dizer que a cromatageafi contracorrente se mostrou
como um método altamente recomendavel para o isol@nem larga escala de produtos
naturais bioativos. O isolamento de trés alcaloiddélicos deA. rigidumfoi realizado em
apenas uma etapa cromatogréfica, sem necessidadeifisacao posterior, sendo que dois
desses sdo estereoisdmeros (isoreserpilifiareserpilina) e apenas um deles fora descrito
anteriormente na espéciaxfaricina).

Esses resultados apontam a importancia da cordideidas pesquisas com espécies
amazonicas, especialmente com enfoque nas quentaitéldides inddlicos, uma vez que
essas substancias apresentam bons resultados stes Iéologicos e baixa toxicidade.

Além disso, o desenvolvimento de novos métodos paf@acionamento de extratos
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contribuird para a viabilizacdo de processos mdisieetes e com menor custo,

possibilitando a exploracdo comercial de tais tadob.

Tendo isso em vista, permanecem como perspectarasgrealizacdo de futuros

trabalhos:

A confirmacao da identificacdo da estrutura doaléides isolados, onde se sugere
preparar o sal hidrocloreto de3-Beserpilina e refazer as analises por RMN, ou
utilizar temperatura diferente. Bem como isoladentificar a estrutura desfe dos
alcalbides isolados de CTFD;

Testar as atividades bioldgicas dos alcalbidesdsd;

Aprimorar a metodologia de CCC caefinamento por zona de pH;

Testar a atividade antiplasmddica dos extratosseatitaléides isolados, uma vez
gue essa € a principal indicacdo etnofarmacologme essas espécies. Essa
atividade j& esta prevista no projeto escrito popgs de cientistas do Brasil e da
Alemanha (Research Network Natural Products agaieglected Dieseases),
visando o estabelecimento de uma rede de colalmmEmgpesquisas na busca por
novas substancias com uso potencial para o consdbateencas negligenciadas
submetido no edital n° 72/2010 do CNPq;

Isolar, identificar e testar a atividade de matsldides (dos extratos polares). Esse
trabalho j& foi iniciado, em colaboracdo com o tabirio do prof. Dr. Peter

Winterhalter (Universidade Técnica de Brunsviquierdanha).
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7. ANEXOS

7.1. Espectros de UV correspondentes aos sinais de €BdtiEidos por DAD com
varredura de 220 a 400 nm- sinal com kem 6,32 minutosh- Trem 7,25 minutosg -
Trem 8,67 minutos @ - Trem 14,75 minutos.
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7.2. Espectros de UV correspondentes aos sinais de {CTdBEdos por DAD com
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7.3. Fragmentograma de;Aidentificado como &-aricina, obtido por injecao direta com ionizac&o impacto de elétrons a 70 eV.
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7.4.Espectros de RMN em 1D/2D ¢ (500 MHz) €"°C (100 MHz) e expansées de, Adentificado como &-aricina.
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7.4.1 Espectro de RMN d#l (500 MHz) de A em CROD.
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7.4.3 Espectro de RMN d#d (500 MHz) de A em CROD — expanséo 1.
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7.4.5 Espectro de RMN em dil (500 MHz) de A em CRQOD — expanséo 3.
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7.5.Espectros de RMN em 1D/2D t¢ (400 MHz) €"*C (100 MHz) e expansdes de, Adentificado como isoreserpilina.
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7.6.Fragmentograma de,Aidentificado como isoreserpilina, obtido por g§e direta com ionizacdo por impacto de elétror3 aV.
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7.7.Fragmentograma dejAidentificado como @-reserpilina, obtido por injecao direta com ion&a@or impacto de elétrons a 70eV.
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7.8.Espectros de RMN em 1D/2D t¢ (400 MHz) €"*C (100 MHz) e expansdes de, Adentificado como B-reserpilina.
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7.5.4.Espectro de RMN di# (400 MHz) de A em CDC} — expansao 2.
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7.8.7. Espectro de RMN d#l *C HSQC de Aem CDC} — expanséo 1.
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