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RESUMO

A maldria € uma das mais importantes infec¢cbes parasitarias de seres
humanos, devido a alta morbidade e mortalidade. Diversos farmacos foram
descobertos, a partir de plantas medicinais, para atuar contra esta doenca, dentre
eles a quinina e artemisinina. Com o objetivo de contribuir com as pesquisas ja
realizadas e proporcionar a descoberta de novos compostos antimalaricos, foram
selecionadas duas plantas da regido Amazobnica: a espécie Ampelozizyphus
amazonicus, conhecida como cerveja de indio, e a espécie Vismia cayennensis,
conhecida como Lacre. A partir de suas partes botanicas, foram preparados os
extratos hexanicos, cloroférmicos, etandlicos e aquosos, 0s quais foram
submetidos aos testes antimalaricos esquizonticidas hepaticos (frente ao
Plasmodium. berghei) e sanguineos (frente ao Plasmodium. falciparum). Os
resultados farmacoldgicos, para a espécie A. amazonicus, indicam que 0s
extratos cloroférmicos, aguosos das cascas das raizes e cerne do caule exibem
uma atividade antimalarica, in vitro, frente ao P. berghei, com valores de ICsg
entre 19,6 e 39,9 ug/mL. O extrato cloroférmico das cascas das raizes foi 0 mais
ativo frente ao P. falciparum, através dele foi possivel isolar e identificar o 4cido
betulinico como a substancia mais ativa, com valor de 1Cso= 2,56 para 3D7 e 3,76
pug/mL para Dd2. A cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu a quantificacao
deste constituinte nos extratos obtidos, sendo possivel observar uma correlagéo
entre a quantidade do acido betulinico e a atividade antimalarica observada,
assim o0s extratos que apresentaram o maior conteudo do triterpeno foram os
mais ativos. Para as amostras de V. cayennensis, o extrato cloroférmico foi o
anico ativo com ICso = 4,65 para 3D7 e 7,26 pg/mL para Dd2. Nos ensaios in vivo,
na fase hepatica, foi possivel identificar apenas um extrato ativo, o extrato
diclorometano das cascas do caule de A. amazonicus. Dos extratos ativos foram
isolados 12 substancias, sendo 9 da espécie A. amazonicus e 3 de V.
cayennensis. Neste contexto, a abordagem etnofarmacoldgica associada ao perfil

quimico, se mostram ferramentas Uteis e promissoras na busca de novos



farmacos, permitindo contribuir significativamente para o conhecimento cientifico
do potencial antimaléarico da flora amaz6nica e deste modo, abrir perspectivas

para o desenvolvimento de novos antimalaricos.



ABSTRACT

Malaria is one of the most important parasitic infections of humans due to the
high morbidity and mortality. Several drugs have been discovered, from medicinal
plants, to act against this disease, among them quinine and artemisinin. With the
goal of contributing to the research and to provide the discovery of new
antimalarial compounds, were selected two plants of the Amazon region: the
species Ampelozizyphus amazonicus known as Indian beer and Vismia
cayennensis, known as Lacre. From his botanical parts, were prepared the
hexane, chloroform and ethanolic extracts, which were subject to antimalarial
schizontocidal liver (against Plasmodium. berghei) and erythrocytic (against
Plasmodium. falciparum) tests. The pharmacological results for the specie A.
amazonicus, indicate that chloroform and aqueous extracts of the root bark and
stem displays an antimalarial activity in vitro against P. berghei with 1Csy values
between 19.6 and 39.9 pg/mL. The chloroform extract of the root bark was the
most active against P. falciparum, through it was possible to isolate and identifity
the betulinic acid as the substance most active with value of ICsy= 2,56 to 3D7 and
3,76 pg/mL to Dd2. The high performance liquid chromatography allowed the
quantification of this constituint in the extracts obtained, being possible to observe
a correlation between the quantity of betulinic acid and antimalarial activity
observed, thus extracts that showed the highest content of the triterpene were the
most active. For samples of V. cayennensis, the chloroform extract was the only
active with 1Cso = 4.65 for 3D7 and 7.26 pg / mL for Dd2. An in vivo assay, in the
hepatic phase, was only possible to identify an active extract, the dichloromethane
extract of the stem bark of A. amazonicus. Of the active extracts 12 substances
were isolated, being 9 of the specie A. amazonicus and 3 of V. cayennensis. In
this context, the ethnopharmacological approach associated with the chemical
profile, appear useful and promising tools in the search for new drugs, allowing to
contribute significantly to the scientific knowledge of the antimalarial potential of



the Amazon flora and thus, open perspectives for the development of new

antimalarials
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais tem servido a humanidade como fontes de agentes
terapéuticos desde os primordios da histéria. Diferentes culturas, tem se
beneficiado das plantas por suas propriedades medicinais, fomentando a
estes grupos o mais alto nivel de conhecimento sobre os beneficios e
maleficios das plantas no tratamento e na cura de doencas (Tangjang et al,
2011). Estes conhecimentos populares sdo fontes promissoras para 0
isolamento de substancias com atividade biolégica, que séo indispensaveis
na medicina moderna.

As plantas superiores se caracterizam por sua habilidade em produzir
uma vasta variedade de metabdlicos, com diferente complexidade tanto
guimica quanto biologica, e isto tém servido como modelos para o
desenvolvimento de farmacos (Ballabh et al, 2008). Elas sé&o utilizadas para
curar ou pelo menos atenuar o impacto, de varias enfermidades, como por
exemplo, o cancer (Manosroi et al, 2012), AIDS (Gambari et al, 2006),
maléaria (Tsabang et al, 2012), tripanossomiase (Abdelrahman et al, 2011)
ou a leishmaniose (Kala-azar et al, 2009).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 4
bilhdes de pessoas que vivem nos paises em desenvolvimento confiam no
poder de cura das plantas e por esta razdo as utilizam com frequéncia
(Kadir et al, 2012). Este dado evidencia que as plantas medicinais
constituem a “espinha dorsal” da medicina tradicional, por conseguinte,
para este segmento da populacdo mundial, que geralmente ndo podem
arcar com os custos dos medicamentos, existe a necessidade de estudar
estas plantas para regular sua seguranca, eficacia e para desenvolver
produtos farmacéuticos normalizados.

Diferentes sistemas de medicina tradicional sdo conhecidos, por
exemplo, a medicina tradicional da China (Liu et al, 2012), a Ayuverdica da
india ou a Unani e Unani-Tibb do Paquistdo (WHO, 2001). Estes sistemas
baseiam-se em uma teoria, uma educacdo formal e uma histéria
documentada por escrito que sédo periodicamente revisados baseando-se

na experiéncia e no pensamento contemporaneo (Touwaide et al, 2013).
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Por outro lado, os sistemas terapéuticos usados na Africa ttm-se mantido
mais informal e menos organizado e baseado principalmente em tradicbes
orais (Fakim et al, 2006). Apesar das diferencas entre estas culturas todas
tem um aspecto em comum: considerar o homem como parte da natureza
e a necessidade em se manter uma relagdo harmoniosa com ela para
conservar uma boa saude (WHO, 2001).

Muitos investigadores em diferentes partes do mundo estédo ativamente
envolvidos em recorrer a informacéo disponivel na medicina tradicional. A
selecdo baseada em seus usos tradicionais €, sem duvida, o critério mais
popular, entre os pesquisadores, na investigacédo de plantas e na busca de
substancias ativas (Newman, 2008). Este interesse pelo estudo sistematico
de medicamentos indigenas e plantas medicinais associadas ressurgiu nos
anos 70 e este fendbmeno mundial foi encorajado pela OMS, estimulada por
sua vez pelo impacto da “experiéncia chinesa” (Liu, 2012).

A investigacao esta justificada e tem um objetivo especifico. No entanto,
ao usar este meétodo devemos ter em conta que o uso da medicina
tradicional n&o necessariamente deve coincidir com o conceito da medicina
moderna, de modo que o extrato selecionado ndo deve ser estudado
somente pela atividade pretendida pelos agentes da cura, mas por uma
gama mais ampla de modelos biolégicos.

Desta forma, o estudo da rosa pervinca, Catharanthus roseus, de
Madagascar, popularmente usada para tratar a diabetes (Srinivas et al,
2003) rendeu os alcaloides, vincristina e vinblastina, com potente atividade
tumoral. Foi com este sentido de explorar o desconhecido, com a
inspiragdo em descobrir novas substancias bioativas, que atualmente
existem informacdes incomensuraveis sobre constituintes oriundos de
plantas e suas respectivas atividades biologicas, dentre estes, podemos
citar o curare, relaxante muscular (Hostettmann et al, 2003), a quinina
(oriunda de espécies de Cinchona) para a Malaria (Achan et al, 2011),
reserpina de Rauwolfia serpentina para hipertenséo (Frohlich et al, 1994) e
digoxina de Digitalis para doencas cardiacas (Storstein et al, 1977). Outras

substancias, de origem natural, também sdo dignas de destaque, a

2



salicilina, precursora do &cido acetilsalicilico (1), atropina (2), artemisinina
(3), colchicina (4), efedrina (5), morfina (6), fisostigmina (7), pilocarpina (8),
quinidina (9), taxol (10), tubocurarine (11) e vincristine (12) (Hostettmann et
al, 2003) (Figura 1), exerceram uma acao farmacoldgica potente e
atualmente produzem efeitos imediatos, mas sua origem terapéutica €
muito estreita, razdo pelo qual ainda necessitam de investigacbes
cientificas rigorosas (Licciardi et al, 2011).

A organizacdo mundial de saude (OMS), considerando as plantas
medicinais como importantes instrumentos da assisténcia farmacéutica,
através de varios comunicados e resolucdes, expressa sua posicdo a
respeito da necessidade de valorizar a sua utilizacdo no ambito sanitario ao
observar que 70% a 90% da populacdo, nos paises em vias de
desenvolvimento, dependem delas no que se refere a atencéo primaria a
saude (WHO, 2011).

A descoberta de novas substancias proporciona a comunidade cientifica
atual, intrepidez para a perpetuidade das pesquisas neste ramo. Assim, por
exemplo, uma enfermidade como a malaria, que é a maior doenca
parasitaria em areas tropicais atingindo regides como a Africa Oriental, Sul
da Asia e America do sul (Kaur et al, 2009), é tratada por farmacos que se
originaram de plantas medicinais ou resultaram de suas modificacbes. O
tratamento mais especifico teve inicio com o uso empirico do p6d das
cascas de Cinchona calisaya e Cinchona succiruba. Dois quimicos
franceses isolaram a quinina, principal alcaloide das cascas de Cinchona,
como mencionado anteriormente (Achan et al, 2011).



COOH

OH

Z—0O

H(O)C

OH MeOOC """ ﬁ ’

11 12

O—CH,
CHj

0—CH;

Figura 1. Farmacos oriundos de plantas medicinais




A quinina é a substancia mais ativa contra os sintomas da malaria,
administrada com uma composi¢cdo quimica definida. Esta descoberta
marcou uma etapa essencial na utilizacdo de infusbes ou extratos de
Cinchona. Outra substancia de origem natural foi a artemisinina, isolada da
Artemisia annua, esta planta foi usada na medicina tradicional chinesa
como remeédio para resfriado e febre a mais de 2000 anos, sua atividade
antimalérica foi relatada em 1956 (Vaishnav et al, 2010). Atualmente
destaca-se dos outros antimalaricos pela sua potente atividade antimalarica,
acdo rapida e toxicidade reduzida. Os derivados semi-sintéticos dessa
substancia vem sendo usada de maneira crescente (Donno et al, 2012).
Embora eles sejam efetivos contra P. falciparum resistentes a cloroquina, o
tratamento combinado com outra droga € recomendado, a fim de se evitar o
desenvolvimento de resisténcia. Infelizmente ja existem indicios de cepas
resistentes ao tratamento baseado na terapia com artemisinina e derivados
no oeste do Camboja (Dondorp et al, 2009).

Embora muitos esforcos, para a descoberta de substancias ativas contra
malaria, ndo tenham fornecido a erradicacdo da doenca no mundo, 0s
estudos realizados até 0 momento nos concederam alguns beneficios para
o alivio dos sintomas, tais como a dor, a febre e a reducdo da anemia
(Donno et al, 2012). Resultados como estes incentivam a continuagéo das
pesquisas com o0s produtos naturais, além disso, formas resistentes de P.
falciparum aos atuais medicamentos estdo aumentando em todo o mundo
(Weis et al, 2006). Portanto, a abordagem etnofarmacol6gica pode ser o
meétodo mais eficiente para a selecédo de plantas medicinais e consequente
obtencao de substancias ativas.

Apesar de toda contribuicdo oriunda do uso das plantas medicinais, seu
potencial € ainda pouco explorado, pois ha pouco tempo que estas se
tornaram objeto de estudo cientifico (Barros et al, 2008). Estima-se que,
das 250.000 a 500.000 espécies de plantas existentes, apenas 1 fracdo
tem sido investigada cientificamente pela sua atividade biologica (Ngo et al,
2013).



A partir dessas consideragdes e motivados pela necessidade de mais e
melhores farmacos contra uma doenca negligenciada foram selecionadas
duas espécies vegetais da Amazbnia, Ampelozizyphus amazonicus e
Vismia cayennensis, com o0 objetivo de avaliar seus constituintes quimicos

e o potencial de cada uma como agente antimalarico.

1.1. Familia Rhamnaceae

A familia Rhamnaceae possui cerca de 55 géneros e 900 espécies de
distribuicdo cosmopolita e hébito muito variado. Inclui desde arvores e
arbustos, com frequéncia xerofilos, até trepadeiras lenhosas e raras ervas
(Gotelli et al, 2011). Sao distribuidas nas regides temperadas, subtropicais
e tropicais de todo o mundo, na América do Sul possui ampla distribui¢céo
na Amazonia brasileira, venezuelana, colombiana e peruana, expandindo-
se até o Equador (Lima et al, 2000). Apesar de muito heterogénea, cabe
salientar que a familia constitui um grupo monofilético, como demonstrado
em estudo com sequéncias de DNA (Richardson et al, 2000). Quanto ao
aspecto taxondémico, 0 mesmo autor salienta a necessidade de uma nova
classificacdo supragenérica, que leve em consideracdo dados moleculares,
juntamente com caracteristicas morfolégicas das espécies.

As Rhamnaceaes apresentam folhas simples, pecioladas e de tamanho
variado (ocasionalmente muito reduzidas ou ausentes), alternas,
subopostas ou opostas, de bordo inteiro ou serreado, trinérveas ou
peninérvias, glabras ou pilosas, com ou sem estipulas (as vezes
interpeciolares ou transformadas em espinhos) e, por vezes, providas de
glandulas dispersas no limbo ou dispostas nas extremidades de cada dente
(Lima, 2006). As flores, em geral, diminutas, pentameras e simétricas,
podem ser pediceladas ou sésseis, bissexuais ou, menos frequentes,
unissexuais, e com tubo de forma variavel, por muitas vezes reduzido
(Lima, 2006). Os frutos das Rhamnaceae sao caracterizados como drupas,
representam uma sequéncia evolutiva de capsulas e drupas sincarpicas

para esquizocarpos (sensu stricto) (Lima, 2006), levando em consideracao

6



o carater do mesocarpo carnoso e comestivel (Lima et al, 2000). Muitas
espécies da familia tem importancia medicinal.

Destacam-se nesse sentido, Discaria americana, ceanothus spp, Colletia
spinosissima e C. paradoxa sdo usadas no combate a febre (Giacomelli et
al, 2004); Hovenia dulcis, para asma; Rhamuns catharticus, R. purshiana,
R. pumila e R. alpina, como laxantes (popularmente conhecidas como
cascara-sagrada); Discaria americana, Scutia buxifolia, Retanilla ephedra,
R. obcordata, Rhamnus inebrians e Ceanothus spp. (Silva et al, 2014),
como toénicos; e Scutia buxifolia por suas propriedades digitaloides,
diuréticas e hipotensivas.

As Rhamanaceaes séo ricas em antraquinonas, alcaloides, saponinas e

triterpenos pentaciclicos (Brandao,1991).

1.1.1. Familia Rhamnaceae no Brasil

No Brasil, as espécies vegetais da familia Rhamnaceae tém ampla
distribuicdo, ocorrendo desde o norte até o sul do pais (Gotelli et al, 2012),
com 20 espécies (sete endémicas) incluidas em oito géneros: Alvimiantha,
Colubrina, Crumenaria, Gouania, Reissekia, Rhamnidium, Rhamnus e
Ziziphus (Lima et al, 2006). Espécies do género Ziziphus sédo bastante
estudadas devido a sua popularidade, como por exemplo, a Z. joazeiro,
tipica de sertbes nordestinos onde apresenta grande valor econémico e
ecologico. A planta conserva-se verde o ano inteiro e seus frutos sao
comestiveis, sendo ricos em vitamina C (Diogenes et al, 2010). Muitas
outras espécies de Ziziphus apresentam frutos comestiveis, como Z. jujuba
a Z. mauritiana, sendo, inclusive, cultivadas em escala comercial (Yi-ling et
al, 1982). Ziziphus jujuba (Figura 2) é uma planta nativa da China e muito
comum na China e Coréia do sul (Zhao et al, 2006) com distribuicdo nas
regibes tropicais e subtropicais da Asia e América. Seus frutos sdo
utilizados no tratamento de Ulceras, doencas pulmonares e febre, as
sementes sao hipnoticas, narcéticas, sedativas, tbnicas e utilizadas contra

dores de estdmago. Dos estudos farmacologicos ja realizados, foram
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encontrados nos extratos das sementes, folhas e dos frutos, atividades
ansioliticas, sedativas, hepatoprotetor, capacidade significativa de reducao

de peso e anti-cancer (Chowdari, 2010).

Figura 2. Ziziphus jujuba.

Fonte: portalsaofrancisco.com.br

O género Ampelozizyphus pertencia ao Ziziphus, devido a semelhanca
dos frutos quando imaturos (Ducke et al, 1935). Entretanto, trés anos mais
tarde, quando os frutos maduros foram encontrados e analisados
identificou-se uma semelhanca com plantas das familias Rutaceae e
Euphorbiaceae e, atualmente, apds um extenso estudo sobre a filogenia da
Rhamnaceae, as espécies foram organizadas em trés grupos e 11 tribos
(Richardson et al, 2000). Baseado nestes estudos foi estabelecido uma
nova tribo, Ampelozizipheae, unicamente com o género Ampelozizyphus
(Meier et al, 2008), o qual merece destaque por ser utilizada no tratamento
de sintomas da malaria e como antidoto contra veneno de cobras na regiao
Amazonica (Krettli et al, 2001; Rosas et al, 2007; Diniz, 2009).

1.2. Ampelozizyphus

7

Este género é considerado monotipico em Rhamnaceae (Meier et al,
2008), sendo endémico da regido amazonica (Meier et al, 2008; Lima,
2006). Como ja mencionado Ampelozizyphus foi inicialmente incluido na
tribo Zizypheae por Ducke, 1935. Posteriormente, Suessenguth (1953)

transferiu para o género Rhamneae e atualmente € incluso uma nova tribo
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nesta familia, a tribo Ampelozizypheae, para melhor posicionar este género
(Lima, 2006). Sobre as espécies deste género, apenas a Ampelozizyphus
amazonicus estava associada. No entanto, apdés uma exploragdo na
cordilheira costeira da Venezuela, uma segunda espécie foi descoberta, a

Ampelozizyphus guaquirensis (Meier et al, 2008).

1.3.Ampelozizyphus amazonicus

Ampelozizyphus amazonicus Ducke € endémica da América do sul, com
distribuicdo na Amazodnia brasileira, venezuelana, colombiana e peruana,
também encontrada na Guiana, Suriname e Guiana francesa (Meier et al,
2008). No Brasil € encontrada nos estados do Amazonas, Pard e Roraima,
sendo encontrada em florestas de terra firme (Amaral et al, 2008). Floresce
de outubro a dezembro e frutifica de novembro a fevereiro (Lima, 2006). A.
amazonicus distingue-se da Unica outra espécie do género, A.
guaquirensis, por seu habito arborescente (trepador), inflorescéncia e a
presenca de nectarios nas bases das laminas foliares (Meier et al, 2008). A
planta, quando jovem, assume a forma de um pequeno arbusto e com o
passar do tempo transforma-se em cip6 alastrando-se sobre outras arvores
(Figura 3) (Santos et al, 2005).

Nas regides onde € encontrada, a espécie € conhecida como “cerveja de
indio” ou “saracura-mira” (Rosas et al, 2007), mas também podemos
encontrar outros nomes vulgares, como “saracura-muira, cerveja-do-mato,
cervejeira, cervejinha e curupira-mird”. As denominacfes de cerveja a
planta faz alusdo a espuma abundante e de sabor amargo que é formada
guando as cascas ou raizes sao agitadas em agua (Oliveira et al, 2011).
Esta bebida aquosa possui uma metodologia de preparacéo, a qual € muito
difundida entre os indios e 0s povos ribeirinhos. Seus efeitos medicinais
sao estimulante, energético e provoca resisténcia fisica e mental (Santos et
al, 2005). O infuso de suas raizes € usado popularmente no tratamento

contra picada de cobra e na prevencao da malaria (Brandao, 1991).



Figura 3. A. amazonicus na forma de arbusto (I) e cipé (II).
Fonte: Fotos de Corréa, 2007.

Em 1993, alguns pesquisadores tiveram contato direto com essa planta
nos arredores de Sao Gabriel da Cachoeira/AM — Rio Negro. Apés longa
caminhada pela mata, por meio da orientacdo de dois indigenas do grupo
tukano, a planta foi coletada e, em seguida, preparada a mistura da
entrecasca das raizes e caule na &gua. Porcdes dessa bebida foram
ingeridas por todos, que a partir daquele momento passaram a sentir-se
restabelecidos do cansaco, da fatiga e da fome (Santos et al, 2005). Esta
propriedade energética observada esta ligada, também, na utilizacédo pelos
doentes com malaria, visto objetivar ndo a cura propriamente dita, mas o
restabelecimento da energia (Santos et al, 2005).

O método para preparar a bebida é, essencialmente, agitar as cascas ou
raizes em agua, no entanto sdo encontradas algumas diferencas na forma
de preparo. O método descrito por Rodrigues (1989), por exemplo, o caule
€ levemente raspado e as cascas sao batidas em agua por 5 minutos.
Desta forma a bebida esta pronta para consumo; pelas comunidades
quilombolas a agitacdo deve durar pelo menos dez minutos e a espuma
formada pela agitacdo deve ser desprezada por sete vezes. Alguns
comunitarios afirmam que a espuma pode provocar mal estar, tontura e
enjoo (Oliveira et al, 2011).

Com o intuito de comprovar as propriedades atribuidas a A. amazonicus,
principalmente no que diz respeito a sua agao profilatica e no tratamento da

malaria (Rosas et al, 2007), alguns estudos sobre sua farmacologia foram
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realizados. Krettli e colaboradores (2001) mostraram que o extrato bruto
das raizes de A. amazonicus € ativo contra 0s esporozoitas (forma
infectante do agente etiolégico da maléaria, encontrados nas glandulas
salivares do mosquito vetor) do P. gallinaceum e/ou contra os protozoarios
gue se encontram nos estagios iniciais do ciclo de vida do parasita. O
extrato etandlico de A. amazonicus reduziu o parasitismo tecidual em
galinhas inoculadas com o protozoario. Posteriormente, Andrade-Neto e
colaboradores (2008) mostraram que culturas de esporozoitos do P.
berghei apds tratamento com extrato etanolico de A. amazonicus na
concentracdo de 100 pg/mL, reduz significativamente o numero de
esquizonte em relacdo ao controle. Este resultado somado com o teste in
vivo, onde camundongos tratados com altas doses do extrato etandlico nao
foram infectados apds inoculacdo com esporozoitos, corroboram para o
uso da “cerveja de indio” como um remédio profilatico para malaria. Dos
estudos realizados frente ao P. falciparum, na fase sanguinea, com
extratos provenientes de A. amazonicus, nenhuma atividade foi encontrada
(Corréia, 2007; Krettli et al, 2001), corroborando que a planta é eficaz na
fase inicial da doenca e ndo no tratamento.

Considerando que o0 uso dessa planta estd sempre associado ao bem-
estar e depuracao do corpo é importante abordar os constituintes quimicos
identificados na espécie. Investigacbes quimicas realizadas anteriormente
descrevem a presenca de saponinas e triterpenos em A. amazonicus. Das
raizes ja foram isoladas saponinas triterpénicas bem como outros
triterpendides como lupeol, acido betulinico, betulina, acido melaleucico e
acido dihidroxilup-20(29)-en-283 — oico. Essas Uultimas 5 substancias
também sdo encontradas em outras plantas (Brandao, 1991; Rosas et al.,
2007).

1.3.1. Saponinas

As saponinas sdo sintetizadas por varias plantas, possuem uma

estrutura anfipatica formada por residuos hidrofilicos de acucares ligados a
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uma aglicona hidrofébica. Apresentam esse nome devido ao fato de
formarem espuma abundante quando agitados com agua (do latim sapo=
sabao) (Vincken et al, 2007) e esta propriedade resulta da diminuicdo da
tensdo superficial do liquido. O cha preparado com A. amazonicus forma
espuma em abundéancia devido a presenca dessas substancias.

As saponinas triterpénicas fazem parte da familia dos terpenos que é a
maior familia de substancias naturais sendo constituida por mais de 40.000
moléculas diferentes. Em geral, os terpendides tem como precursor 0 acido
mevalbnico que é formado a partir da Acetil-Coenzima A (CoA). A Acetil-
CoA é formada pela ativacdo da molécula de acido acético, através de
esterificacdo, pelo grupo tiol da molécula de CoA. O acido mevalbnico &
ativado por fosforilacdo seguida por eliminacdo descarboxilativa, para gerar
o pirofosfato de 3-isopentila (IPP). A isomerizacdo deste ultimo a
pirofosfato de 2-isopentila (DMAPP) resulta numa molécula que pode
ionizar-se facilmente e adicionar- se a cinco sucessivas unidades de IPP,
gerando uma molécula triterpénica de 2,3 epoxi-esqualeno (Aharoni et al.,
2005).

Esse processo de biossintese do 2,3 oxiesqualeno é comum aos
animais, fungos, algas e plantas superiores. No entanto, apds sua
formacdo, as rotas biossintéticas entre os organismos citados divergem
bastante. Os vegetais sdo capazes de ciclizar o 2,3-oxiesqualeno, que se
encontra em uma conformagdo cadeira-cadeira-cadeira, gerando
especificamente as agliconas de saponinas tetraciclicas do tipo damarano
(Bruneton. 1999). Saponinas do tipo damarano tem recebido muita atencao
de cientistas do mundo inteiro, especialmente pesquisadores chineses e
japoneses, devido suas estruturas Unicas e varias atividades bioldgicas.
Investigacbes anteriores demonstraram que estes tipos de substancias
possuem numerosos efeitos bioldgicos, tais como, potente adjuvante em
células, anti-tumor, anti-diabete, hepatoprotetor, antiinflamatorio e efeitos
antioxidantes (Ky et al, 2010). Uma série de rearranjos de hidreto e
grupamento metila no carbocation damarenila levam ao carbocation C8

tirucalenila, e todas saponinas que derivam deste carbocation sé&o
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classificadas como saponinas do tipo tirucalano. O anel de 5 membros ao
lado do carbocéation damarenila pode expandir pelo rearranjo da ligacéo
C16-C17, ou pelo rearranjo da ligagdo C13-C-17. O rearranjo da ligacao
C16-C17 leva ao carbocéation tetraciclico bacharenila e pode ser seguido
por reagcbes com a ligacdo dupla C24-C25 para formar o carbocation
pentaciclico lupenila C25. Todas saponinas que derivam destes
carbocations sado classificadas como saponinas do tipo lupano (Vincken et
al, 2007). O carbocation lupenila pode ser rearranjado, mas primeiro ao
carbocation C18 germanicenila, e entdo através de uma série de rearranjos
de hidretos para o carbocétion C13 oleanila. Todas saponinas derivadas
deste carbocéation olenila sdo classificados como saponinas do tipo
oleanano. O rearranjo do grupo metil a, no carbocation germanicenila,
produz o carbocétion C20 taraxasterenila, que pode ser desprotonado para
produzir saponinas do tipo taraxasterano. O rearranjo do grupo metila no
carbocéation germanicenila, seguido de varios rearranjos de hidretos,
finalmente produz carbocation C13, que pode ser desprotonado para
formar saponinas do tipo ursano. O esqueleto ursano é, também,
conhecido como esqueleto a-amirina.

O rearranjo da ligacdo C13-C17 no carbocation C20 damarenila leva ao
carbocation C17, que pode ser ciclizado pelas reacdes com a ligacdo dupla
no lado da cadeia para formar o carbocation C25 pentaciclico hopenila.
Todas as saponinas derivadas deste carbocéation sao classificadas como
saponinas do tipo hopano. Da ciclizagdo inicial da conformacao cadeira-
barco-cadeira do oxiesqueleno, um carbocéation C20 tetraciclico protosteril
é obtido, que sofre uma série de rearranjos de hidreto e grupamento metila,
formando um intermediario carbocation C9 lanosterila. Este carbocétion
pode sofrer rearranjos do grupo metila e um hidreto para formar o
carbocation C5 cucurbitanila. Todas saponinas derivadas deste carbocétion
sdo classificados como saponinas do tipo cucurbitano. O carbocation
lanosterila pode sofrer desprotonagédo do grupo metila C19 levando a
formacdo do anel ciclopropano como é encontrado em cicloartenol

(Vincken et al, 2007). Todas saponinas derivadas de cicloartenol sao
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classificadas como saponinas do tipo cicloartano. A desprotonacdo do
carbocation lanosterila produz lanosterol e todas saponinas derivadas de
lanosterol séo classificadas como saponinas do tipo lanostano. O lanosterol
pode sofrer desmetilacdo e isomerizacdo da ligacdo dupla, levando ao
colesterol. As saponinas derivadas deste esqueleto séao classificadas como
saponinas do tipo esteroide (Figura 4).

Em geral, as saponinas apresentam atividade antimicrobiana, inseticida,
moluscicida e a atividade hemolitica, sendo esta a mais comum. A
capacidade de produzir hemolise faz parte do sistema de protecdo do
vegetal contra ataques de predadores (insetos, virus, fungos e bactérias),
e, esta atividade esta ligada a muitas das atividades antibacteriana,
antifangica e espermicida apresentada por uma variedade de plantas
(Lacaille-Dubois & Wagner, 1996).

Além das atividades antibacteriana e antifUngica, as saponinas
triterpénicas apresentam atividades contra outros micro-organismos como
virus (Chakraborty et al, 2002) e protozoarios como Leishmania infantum
(Germonprez et al., 2005). Além disso, essas substancias tem sido
testados como adjuvantes em vacinas contra o HIV-1, citomegalovirus e

Toxoplasma gondii (Yang et al, 2005).
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1.4.A familia Clusiaceae

Plantas da familia Clusiaceae, como todas as outras familias, s&o fontes
ricas de metabdlicos secundarios com atividades biolégicas. As maiores
classes de metabdlicos secundarios que tém sido isolados dessas plantas
sdo: xantonas (Hay et al, 2004), cumarinas (Lavaud et al, 2012) e
benzofenonas (Matrti et al, 2009).

A familia Clusiaceae ou Guttifferae (nomina conservandum), pertence a
ordem Theales, subclasse Dilleniidae, classe Magnoliopsida e divisdo
Magnoliophyta (Cronquist, 1981); sendo dividida em seis subfamilias:
Kielmeyeroideae, Calophytiloideae, Hypericoideae, Clusioideae,
Moronoboideae e Lorotemonoideae (Quadro 1) (Silva, 2010). As plantas
sdo compostas por arvores, subarbustos e poucas ervas, constituida
aproximadamente por 40 géneros e 1200 espécies, as quais sao,

principalmente, distribuidas nas regides tropicais (Marti et al, 2009).

Quadro 1. Divisao e subdivisdes da Familia Clusiaceae (Fonte: Silva, 2010).

Subfamilia Tribo Género Num(?r(_) de
espécies
Kielmeyereae Kielmeyara 20
Mahuera 8
_ _ Caraipa 20
Kielmeyeroideae
Caraipeae Haploclathra 4
Bonnetia 18
Bonnetiaceae Archytaceae 2
Calophyllum 110
Calophytiloideae Calophylleae Mesua 40
Manea 50
Clusioideae Clusieae Clusia 145
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Tomovita 60

Allanblackia 8
Garcinieae Garcinia 200
Penphalanium 7
Rheedia 45
Moronobea 7
Moronoboideae Pentadesma 4
Platonia 2
Symphonia 20
Lorostemonoideae Lorostemon 3
Cratoxyleae Cratoxylum 6
Hypericaceae Hypericum 400
Hypericoideae Harungana 1
Vismieae Psorospermum 40
Vismia 35

A presenca de latex € uma caracteristica comum das Clusiaceae e suas
plantas sdo caracterizadas por possuirem folhas opostas ou alternas,
sendo elas simples, sem estipulas e com vérias nervuras secundarias
delgadas. Raramente encontram-se flores solitarias. As inflorescéncias séo
vistosas, compostas por flores geralmente assimétricas, contendo de 2 a 5
sépalas distintas e 4 ou 5 pétalas persistentes, andréginas ou
unissexuadas. Os frutos podem ser cépsula, quando secos e baga ou
drupa, quando carnosos (Cronquist, 1981). Na familia sdo encontradas,
com grande frequéncia, células secretoras de substancias fendlicas
dispersas, geralmente produzindo proantocianidinas e armazenando varios

tipos de xantonas. Em trabalho realizado por Moura e colaboradores (2008)
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sobre as caracteristicas morfologicas das folhas, cascas e frutos de Vismia
cayennesis foi observado a presenca de um parénquima esponjoso
compacto com cavidade fendlica no limbo foliar (Figura 5-A); células
quadrangulares e parénguima cortical desenvolvido contendo idioblastos
fendlicos cristaliferos presente nas cascas (Figura 5-B) e nos frutos, ao
longo do mesocarpo amilaceo com numerosos ductos secretores e feixes

vasculares (Figura 5-C). Neste trabalho foi possivel comprovar a existéncia

de substancias fendlicas em diferentes partes da planta.

Figura 5. A - Parénquima esponjoso com cavidade fendlica, B - Floema com prismas e

fendlicos e C — epicarpo e mesocarpo dos frutos (Moura et al, 2008).

1.5.0 género Vismia

O género Vismia é pertencente a familia Clusiaceae, subfamilia
Hypericodeae e tribo Vismieae (Santos et al, 2000), compreendendo 52
espécies e com ampla distribuicdo nas Américas Central e Sul. As
antraquinonas sao metabdlitos tipicos que constituem esse género
(Miraglia et al, 1981), e a ocorréncia de antraquinonas preniladas é limitado
apenas a trés géneros da familia Clusiaceae: Vismia, Hurungana e
Psorospermum (Delle monache, 1985). Ha ainda outros componentes
também encontrados nesse género, tais como varios triterpendides,

diantraquinonas, benzofenonas e lignanas (Nagen e De Oliveira, 1997).
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Medicinalmente, algumas espécies de Vismia sdo apreciadas por seu
latex alaranjado, que é usado por tribos existentes em toda bacia
amazonica para o tratamento de herpes, fungo e feridas, além do uso do
latex para a pintura do corpo (Miliken, 1999). O exsudato também &
empregado na medicina popular como antireumatico, em tumores e contra
Ulceras cronicas (Reys et al, 2004).

Uma espécie bastante estudada deste género € a Vismia latifolia,
popularmente conhecida como pau-de-sangue, Lacre, Lacre-vermelho. A
casca desta planta é utilizada na medicina popular como ténico e febrifugo.
Outro derivado desta planta é sua resina que € utilizada como tinta para
pinturas artisticas em tela. Prévios estudos fitoquimicos de V. latifélia
revelaram a predominancia de derivados xanténicos (Santos et al, 2000).

Outra espécie com bastante citacdo na literatura € a V. guianeensis,
encontrada comumente nas capoeiras, nao tendo sido vista em abundancia
nas matas (Almeida, 1993). E encontrada como arbustro ou arvore
peguena nas Américas do sudoeste do México até o Brasil (Monacelli et al,
1999). No nosso pais ha ampla distribuicdo nas regibes do Norte e
Nordeste (Almeida, 1993), sendo utilizada pela aplicacdo de seu latex
(resina amarelo-avermelhado denominada goma-lacre ou goma-guta) e da
infusdo das folhas, no combate das afec¢des dermatolégicas denominadas
“impinges” causadas por fungos, além de outras aplicacdes, como
purgativo. O decocto e a infusdo das suas folhas mais as cascas sdo
utilizados para reumatismo, como ténico e febrifugo (Almeida, 1993).

Em Vismia guianensis muitos metabdlicos secundarios ja foram
identificados na sua constituicdo: sitosterol, vismiona H (Botta et al, 1986),
guinonas (Gonzales et al, 1980; Delle monache et al, 1985), diantronas
(Politi et al, 2004), antraquinonas (Bilia et al, 2000; Politi et al, 2004) e
xantonas (Botta et al, 1986; Bilia et al, 2000). Seo e colaboradores (2000)
conseguiram isolar da fracdo cloroférmica das raizes de V. guianeensis
cinco benzofenonas denominadas de vismiaguianonas e duas
benzocumarinas chamadas de vismiaguianis. No mesmo trabalho os

autores isolaram, a partir de extratos de raizes, cinco benzofenonas
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(vismiaguiononas A, B,C, D e E) e duas benzocumarinas (vismiaguianinas
A e B). Monache e colaboradores (1980) identificaram na composicao
guimica dos frutos de V. guianeensis dois antranoides prenilados (y-hidroxi-
ferruginina A e y,y-dihidroxi-ferruginina A). Posteriormente, foi observada a
atividade antioxidante de compostos fendlicos presentes nos extratos dos
frutos de V. guianeensis, os antranoides prenilados ferruginina A, y-

hidroxiferruginina e da antraquinona vismiona A (Alvarez et al, 2008).

1.6. A espécie Vismia cayennensis

V. cayennensis, vulgarmente conhecida como “arvore-da-febre, goma-
lacre, pau-de-lacre, lacre-branco e Pichirina”, € uma arvore de pequeno
porte, de 6 a 7 metros de altura; galhos lisos; folhas em forma de laminas
de 8-13 cm de comprimento e 3 a 7 cm de largura, meio eliptica ou oblonga
- eliptica para lanceoladas ou ovais ou oblonceoladas; frutos de 10-15 mm

de comprimento (Corréa, 1984) (Figura 6).

A B

Figura 6 — A - Folhas e B — Frutos de V. cayennensis.
Fonte: www.mobot.org/mobot/research/ven-guayana/clusiaceae/vismia.

Habitam as capoeiras e areas de regeneracdo natural da Regiao
Amazonica (Figura 7), com distribuicdo na América tropical, América do
Norte, oeste da América do Sul e na Africa (Miraglia et al, 1981). Também
séo habitantes das bordas de florestas, savanas, terras baixas de arvores

com folhas semipermanentes, espalhadas pelo Amazonas, Colémbia,
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Guiana, Suriname, Goiana Francesa e Nordeste do Brasil (Mourdo et al,
2001).

Figura 7 — Distribuicdo na regido amazdnica de V. cayennensis.
Fonte: www.discoverlife.org/20/m?kind=Vismia+cayennensis

A espécie V. cayennesis € utilizada, popularmente, como antireumatica,
para tratar infeccBes fungicas que afetam a boca de criancas e baixar
febres (Miliken e Albert, 1999). Segundo Miliken e Colaboradores (1999) os
povos Yanomami do Amazonas, utilizam esta espécie para combater
infecgdes de pele e no tratamento de lesGes devidas a leishmaniose do tipo
cutanea. O latex € friccionado nas bordas da lesédo cutanea, obtendo-se a

cicatrizacao da ferida.

1.6.1. Constituintes quimicos de V. cayennensis

Sobre a quimica de V. cayennensis os estudos ainda sdo limitados,
dentre eles podemos mencionar estudo com as cascas, onde foram
isolados a antraquinona  fisciona  (1,8-dihidroxi-3-metil-6-metoxi-
antraquinona), sitosterol, lupeol, fridelina, &cido betulinico e fridelan - 38 —ol
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(Miraglia et al, 1981), dos frutos ja foram isolados e identificados o acido
crisofanico, isocariofileno, 3 — selineno, trans — a — farneseno, vismiona A,
vismiona B, ferruginina e y — y'- diidroxiferruginina A (Pinheiro et al., 1984).
Também é relatado um estudo bastante relevante sobre as folhas, onde
descreve o isolamento, pela primeira vez, de benzofenonas, denominadas
como vismiafenonas D-G (Figura 8) (Fuller et al, 1999).
As vismiafenonas D — G foram avaliadas quanto sua atividade anti — HIV

e somente a vismiafenona D exibiu atividade inibitoria.

Vismiafenona D Vismiafenona F

Vismiafenona E Vismiafenona G

Figura 8 — benzofenonas isoladas das folhas de V. cayennensis.
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Apesar da espécie em destaque ndo ser mencionada para a prevengao
ou tratamento da malaria em seu uso popular, ela foi escolhida para estudo
quimico e avaliacdo antimaléarica pelo historico que a familia e o género nos
oferecem: eles sdo uma rica fonte de compostos fendlicos com um vasto
espectro de atividades biologicas. Ademas, a espécie V. guineensis,
encontrada no oeste da Africa, é citada na medicina popular para o
tratamento da malaria (Menan et al, 2006), e um antranéide prenilado,
identificado como vismiona H, isolado de suas raizes mostrou-se ser um
potente antimaléarico, com ICsy de 0,088 pg/mL quando avaliado frente as
formas eritrocitarias de P. falciparum. Neste trabalho sugere-se a
importancia de um grupo funcional —OR na posicdo C3 (Francgois et al,
1999). Adicionalmente, algumas substancias isoladas de outras espécies
da familia Clusiaceae, apresentam comprovada atividade antimalarica (Hay
et al, 2004; Marti et al, 2009; Francois et al, 1999).

Foi neste sentido que a espécie V. cayennensis foi escolhida, desta
forma a pretenséo na descoberta de novos compostos antimalaricos é pela
primeira vez sugerida, portanto, os resultados obtidos foram inéditos. Os
estudos sobre identificacdo e isolamento dos compostos presentes em V.
cayennensis ainda sédo escassos, consequentemente, o estudo fitoquimico
atrelado ao estudo biologico € de grande valia para a comunidade cientifica

e para a populacéo.
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Avaliacdo quimica e biologica das folhas, do caule, das raizes de
Ampelozizyphus amazonicus (Rhamnaceae) e frutos de Vismia
cayennensis (Clusiaceae), visando o aprimoramento do conhecimento
quimico das espécies e verificacdo de suas propriedades medicinais

relacionados a maléria e a sua acao estimulante e energética.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade hemolitica direta dos extratos de A. amazonicus
sobre eritrécitos humanos;

e Realizar ensaios preliminares para a avaliacdo do potencial
antimalarico dos extratos obtidos;

e Fracionar o (s) extrato (s) ativo (s) de A. amazonicus e V.
cayennensis;

e Purificar e caracterizar os compostos quimicos presentes nos extratos
bioativos das duas espécies botéanicas;

e Avaliar a toxicidade aguda a as propriedades ansioliticas dos extratos
de A. amazonicus em camundongos;

e Avaliar os efeitos farmacolégicos na atividade motora, no modelo
campo aberto além da avaliacdo das atividades hipnoéticas e sedativas, em
modelo de sono induzido por pentobarbital.

e Avaliar a citotoxicidade de extratos, fracbes e substancias isoladas,
frente as células hepaticas HepGZ2;

e Realizar ensaios in vitro para estudo da atividade antimalarica durante
o ciclo hepatico, utilizando Plasmodium berghei ANKA, e na fase de
desenvolvimento eritrocitario, utilizando Plasmodium falciparum ANKA,;

e Realizar ensaios esquizonticidas eritrocitario e exoeritrocitario in vivo
em camundongos BALB/c infectados com P. berghei;
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e Avaliar a inibicdo in vitro de B-hematina pelos extratos, fracdes e
substancias isoladas.

e Desenvolver o método para avaliar o perfil cromatografico de extratos

de A. amazonicus e V. cayennensis.

e Quantificar o (s) componente (s) majoritario (s) nos extratos apolares

de A. amazonicus.

e Desenvolver metodologias analiticas, por CLAE acoplado ao

espectrometro de massas, nos extratos polares de A. amazonicus.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e identificacdo botanica

Ampelozizyphus amazonicus foi coletada na fazenda experimental da
UFAM, situada no km 38 da estrada Manaus, BR 174 — Presidente
Figueiredo em Abril/2008. Uma exsicata correspondente a espécie
encontra — se depositada no herbario botanico do INPA sob numero
191532.

Vismia cayennensis foi coletada na Reserva Florestal Ducke, km 26,
Manaus, AM 010 - Itacoatiara em Fevereiro/2008, a exsicata
correspondente a espécie encontra—se no herbario do INPA sob o numero
18448.

3.2. Solventes e reagentes

Os solventes e os reagentes foram procedentes das marcas — Tedia ou
Merck grau HPLC e P.A. A agua utilizada nos experimentos foi agua Mili—
Q.

Os fracionamentos cromatograficos em coluna (CC) foram realizados em
colunas de vidro, utilizando gel de silica 60 (70-230 mesh ou 230-400
mesh, Merck), Sephadex LH-20, silica C-18 ou resina de poliestireno
amberlite XAD — 16 (Sigma) como fases estacionarias, conforme a
natureza da amostra. As dimensdes da coluna variaram de acordo com a
quantidade de material empregado. As eluicbes foram feitas com solventes
organicos destilados, puros ou misturas de solventes combinados em
ordem crescente de polaridade.

A avaliacdo dos perfis cromatograficos das fracbes obtidas nos
processos de fracionamento foi realizada por cromatografia em camada

delgada (CCD). Para as cromatografias analiticas foram utilizadas
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cromatofolhas de aluminio 20x20 cm recobertas com gel de silica GF 254
com 0,2 mm de espessura da marca Merck®.

A deteccdo das substancias sobre CCD ocorreu pela visualizagcdo sob
luz visivel e ultravioleta (UV) em comprimentos de onda de 254 e 365 nm,
seguida pela aplicagcdo de agentes de revelacdo, por exemplo, vanilina
sulfarica, NP/PEG ou Komarowvsky.

3.3. Equipamentos

3.3.1. Cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado ao
espectrometro de massas (CLAE-DAD-EM)

As anadlises de CLAE — DAD — EM foram realizadas na Central Analitica
— CBA.

O equipamento utilizado nas analises por CLAE foi o modelo HPLC
Shimadzu LC-20, equipado com bomba de material inerte e com detectores
DAD e ECD e HPLC Shimadzu LC 20, na regido de 190 — 600 nm. Foi
utilizado uma coluna C18 (Luna), 5 u, tamanho 4,6 mm x 15 cm
(Phenomenex), o aparelho também € equipado com injetor automatico e
forno de coluna e acoplado a um espectrometro de massa Bruker
microTOF Q-Il (Brucker Daltonic), ajustado para os seguintes parametros
de operacédo: temperatura do gas de secagem a 200° C, fluxo de 4 mL/
mim, nitrogénio como gas nebulizador a presséo de 0,4 Bar e voltagem do
capilar de 4500 V. As analises foram realizadas no modo negativo e a
aqguisicao do espectro foi realizada no modo full scan de 0 a 120 Da.

Os solventes, metanol ou acetonitrila, utilizados nas diferentes analises
por CLAE, foram de alta qualidade — grau CLAE — TEDIA.

A agua foi obtida por destilacdo em sistema Mili-Q e os solventes foram

filtrados em filtro 0,45 um (marca Milipore) antes da utilizacéo.
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3.3.2. Cromatdgrafo com fase gasosa acoplado a espectrémetro de
massas (CG-EM)

As amostras foram analisadas em um cromatdgrafo a gas Agilent
Technologies 6896 N equipado com injetor split/splitness, acoplado a um
espectrdbmetro de massas por impacto de elétrons, a 70eV, com detector
de quadrupolo seletivo de massas AGILENT 5973 e banco de dados de
espectroteca Wiley 7n (40.000 registros) do Instituto de Tecnologia em
Farmacos de Manguinhos — far-manguinhos (FIOCRUZ) Rio de Janeiro.
Todas as andlises foram efetuadas em coluna HP-5 MS (5% difenil e 95%
demetil polisiloxano) com dimensfes de 30 m X 25 mm X 0,25 um; gas de

arraste : Helio ImL/min; e razao de split 1:20.
3.3.3. Espectrometro de Massas

As andlises foram realizadas no espectrometro de massas pertencente a
Central Analitica- UFAM.

Os espectros de massas foram adquiridos usando um espectrémetro
ion trap LCQ Fleet (Thermo Scientific) equipado com uma fonte de
eletronspray operando no modo positivo ou modo negativo. A temperatura
de vaporizacdo foi de 250°C, o fluxo de “sheath gas” 30 L h™*, gas auxiliar 5
Pa, corrente de descarga 3 pA e fluxo de 50 pL min .

A administracdo das amostras foi feita por infusdo direta através de
bomba de fluxo controlado. As amostras foram preparadas em solucédo de
metanol grau HPLC, tendo suas concentracdes ajustadas para 50 ppm.
Fez-se necessario adicionar gotas de acido acético glacial para auxiliar a
analise tandem. Para os experimentos MS/MS/MS, a taxa de fluxo de gas,
a energia de colisdo, e entrada de células foram ajustadas para otimizar o
sinal de cada amostra e o0 maximo de informag&o sobre a estrutura do ion

de interesse.
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3.3.4. Ressonancia Magnética Nuclear

As analises foram realizadas na Central Analitica da Fiocruz- RJ. Os
espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) foram
registrados em espectrometros Brucker AC — 400 (400 MHz para *H e 100
MHz para *3C), utilizando DMSO — dg, MeOD ou CDCl; como solventes e
TMS (6 = 0,0 ppm) como referéncia interna. A interpretacdo dos dados foi
realizada com o auxilio da técnica DEPT 135 e DEPT 90 e confirmados por

dados espectroscopicos de correlacao bidimensional HMBC e HSQC.

3.3.5. Ponto de fusao

Os pontos de fusdo das substancias foram obtidos em aparelhos
eletrbnicos da marca Toledo FP 62, no qual a faixa de aquecimento é
programada pelo operador e o aparelho confirma no display a temperatura
de fusdo da amostra, juntamente com um aviso sonoro. Foi utilizado taxa

de aquecimento de 5°C/min.

3.4. Preparacédo dos extratos e fracionamento

3.4.1. Obtencao dos extratos de A. amazonicus

As raizes, os caule e as folhas foram lavados, posteriormente secos em
estufa com circulacdo de ar em temperatura de 40°C, por dois dias.
Posteriormente, fez-se a separacédo das cascas das raizes do seu cerne e
o procedimento foi igualmente realizado para o caule (Figura 9).

Todos os materiais botanicos foram triturados em moinho de facas, e os
materiais em pod obtidos foram submetidos a extracdo, por agitacao
mecanica, com diferentes solventes organicos em ordem crescente de
eluicdo (hexano, cloroférmio/diclorometano, etanol e agua), na proporcao

de 1:10 por 8 horas. ApOs este periodo os extratos obtidos foram filtrados e
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os residuos vegetais foram novamente extraidos com o mesmo solvente

por 8 horas. Este processo foi repetido até o esgotamento da extracéo.
ApoOs a filtracdo, os solventes foram removidos sob pressao reduzida

em um evaporador rotativo na temperatura média de 45°C. Os extratos

secos resultantes foram armazenados em vidro ambar.

30-B

Material pulverizado das cascas = 250 g

30-A
Material pulverizado = 420g

Material pulverizado do cerne = 585 g
Fonte: Carmo, 2008.

Fonte: fm2.fieldmuseum.org

30-C
Material pulverizado das cascas = 630 g

Material pulverizado do cerne = 1500 g
Fonte: Corréa, 2007.

Figura 9. Material botanico: A — Folhas; B — Raizes e C — Caule.

3.4.2 Obtencéo do extrato saponinico

Inicialmente 5 g do extrato etandlico das cascas das raizes (EECRAa)
foram solubilizado em um pequeno volume de metanol e, apés a total
dissolugdo do extrato foi adicionado, em excesso, éter para promover a
precipitacdo das saponinas. O precipitado rico em saponinas foi separado

do sobrenadante, por filtracdo a vacuo, e na solucdo remanescente foi
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adicionado, novamente, éter em excesso. Este procedimento foi repetido
até uma obtencdo maxima de precipitado. O total de 20 g de extrato
etandlico foi utilizado nesta metodologia. Obteve-se 15.7 g de extrato

concentrado de saponinas, Brandao (1991).

3.4.2.1 Fracionamento em XAD-16

10 g do extrato saponinico foram solubilizado em 200 mL de agua e
eluido em 400 g de XAD-16. A elui¢do foi conduzida com agua e as fragbes
aquosas resultantes foram liofilizadas, obtendo-se um rendimento de 4.63 g
de extrato saponinico. Este material foi identificado como extrato
saponinico pos-XAD (ESPX).

3.4.3 Obtencéo do extrato aquoso

ApoOs as sucessivas maceracdes das raizes, caule e folhas, em ordem
crescente de polaridade (pg. 29), realizou-se uma Ultima extragdo,
utilizando a dgua como solvente. A solucdo extrativa aquosa foi liofilizada,
codificada como EACRAa (extrato aquoso das cascas das raizes de A.
amazonicus) e mantida no freezer.

As preparacdes aquosas das raizes e do caule de cerveja de indio séo
efetivas para a prevencdo da malaria, suas metodologias sdo passadas de
geracdo a geracao (pg. 09). Conforme esse conhecimento popular foram
preparados os chas das cascas das raizes e caule de A. amazonicus para

estudo quimico e farmacoldgico.
3.4.3.1 Método Rodrigues (1989)
Retiraram-se as cascas do caule, as quais foram pesadas (1g) e,

posteriormente, agitadas com agua por cerca de 5 minutos. A solugéo foi

deixada em repouso por um periodo de 24 horas. O cha foi preparado na
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proporcao de 1% (m/v) em &gua destilada, sendo posteriormente filtrado e

liofilizado. A amostra foi codificada como CMR (Cha Método Rodrigues).

3.4.3.2 Método quilombola (Oliveira et al, 2011)

Com as cascas das raizes secas (1g) foi procedida a extracdo com
agua destilada, em uma proporcdo de 1% (m/v). A solucdo foi agitada
manualmente por um periodo de 10 minutos e a espuma formada foi
desprezada, a solugdo aquosa foi separada do residuo boténico e uma
nova por¢cdo de agua destilada, mantendo-se o mesmo volume, foi
adicionada. Este procedimento foi repetido por sete vezes, sempre
desprezando a espuma formada. A amostra foi codificada como CMR (Cha
Método Quilombola).

3.4.3.3 Método Brandao (1991)

Em 9.8 g das cascas das raizes, foram adicionados 38 mL de agua
destilada, a temperatura ambiente. A solugcdo foi submetida a agitacao
mecanica, constante, por um periodo de 24 h. A solucédo foi filtrada em
algodao, e em seguida foi repetida a mesma operacédo, mas com 5 mL de
agua. A solucdo aquosa resultante foi liofilizada, A amostra foi codificada
como CMB (Cha Método Brandao).

3.4.4 Fracionamento dos extratos cloroférmicos e diclorometano

Os extratos cloroférmicos e diclorometano foram submetidos a uma
coluna filtrante, utilizando como suporte para a fase estacionaria (silica
gel), um funil de separacdo, o qual foi acoplado a um Kitassato para a
coleta das fracdes. A passagem dos solventes pela silica foi acelerada por
uma bomba de succdo conectada ao kitassato. Todas as colunas foram
eluidas com solventes puros ou misturas Hex/AcOEt/ MeOH em gradiente

de polaridade crescente.
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O extrato diclorometano das cascas do caule (EDCCAa) (4,5 g) foi
submetido a cromatografia em coluna filtrante sobre silica gel 60 (230 —
400 mesh) (281 g) resultando em 7 fragdes; o extrato cloroformico do cerne
do caule (ECCECAa) (6,3 g) apos fracionamento em gel de silica (290 g)
gerou 7 fracdes; os extratos cloroférmico das cascas das raizes (ECCRAa)
(1,20 g) e cerne das raizes (ECCERAa) (1,50 g) também foram submetidos
a mesma metodologia com silica gel (140 e 1509, respectivamente)

resultando em 4 fracdes, para cada extrato fracionado.

3.4.4.1 Fracionamento do EDCCAa (Extrato diclorometano das

cascas do caule de A. amazonicus)

O fracionamento do EDCCAa, gerou 7 fracdes, codificadas como
CCFR1, CCFR2, CCFR3, CCFR4, CCFR5, CCFR6 e CCFR7 (Esquema
1). Estas fracdes foram eluidas, respectivamente por Hex/AcOEt 90:10,
Hex/AcOEt 30:70, Hex/ AcOEt 30:70, Hex/ AcOEt 30:70, Hex/ AcOEt
30:70, AcOEt (100) e MeOH (100).

EDCCAa
M =5.60 g

CC gel de silica (281 g)

Eluicdo com hex/AcOEt/MeOH

CCFR1
M =555 mg

CCFR3
M = 65,3 mg

CCFR2
M=1,148¢g

CCFR5
M=112¢g

CCFR4
M =7429 mg

CCFR7
M =1,908 g

CCFR6
M =572 mg

Esquema 1. Esquema de fracionamento do EDCCAa através da coluna filtrante.
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34411 Purificagcao da fragdo CCFR2

A fracdo CCFR2, devido ao excelente perfil de separacédo cromatografica
observado em CCD e um bom rendimento, foi submetida a cromatografia
em coluna de vidro (30 x 5 cm) empacotada com silica gel (70-230 mesh,
m = 62 g), e tendo como fase mével Hex, AcOEt e MeOH, em gradiente de
eluicdo. Este procedimento forneceu 29 fracdes (Esquema 2). Estas
fracbes foram reunidas em 7 grupos, mediante andlises comparativa das
fracbes por CCD em eluente Hex/AcOEt 8:2, e pela utilizacdo dos

reveladores vanilina sulfarica e Komarowvsky.

CCFR2
m=1,10¢g

CC gel de silica (62 g)
Fase mével: Hex/AcOEt /MeOH
Resultando em 29 fracdes

CCFR2/FR 01-05
m=0,5mg

CCFR2/FR 7-10
m =238,0 mg

CCFR2/FR 18-21
m=90,4 mg

CCFR2/FR 24-29
m =34,0mg

CCFR2/FR 06-6b
m =347,3mg

CCFR2/FR 11-16
m=106,3 mg

CCFR2/FR 22-23
m =9,0 mg

Esquema 2. Esquema de fracionamento da fragdo CCFR2.

A fracdo CCFR2/FR 06-6bfoi submetida a uma nova cromatografia em
coluna (30 cm de altura e 2,5 cm de diametro). Fase estacionaria silica gel
(70-230 mesh, 13,97 g), fase mével Hex, AcCOEt e MeOH com gradiente
crescente de polaridade.

As 11 fracbes coletadas (Esquema 3) foram analisadas por CCD de

silica gel, com eluente Hex/AcOEt 9:1 e reveladas com vanilina sulfarica e
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Komarowvsky. ApoOs a reunido, as fragdes foram novamente avaliadas por
CCD, utilizando o eluente Hex/AcOEt 9:1 e como revelador vanilina
sulfirica. A partir desta avaliacdo constatou-se que a fracdo 6ab 5
apresentou uma unica mancha de cor lilas. Esta amostra foi analisada por

diversos métodos espectrométricos para determinacdo da estrutura

quimica.
CCFR2/FR 06-6b
M =347.3 mg
CC gel de silica (13.97 g)
Fase movel: Hex/AcOEt /MeOH
Resultando em 11 fracdes
6ab 01-04 6ab 5 6ab 6-8 6ab 9-11
M =110,2 mg M =32,7mg M =109,2 mg M = 83,6 mg

Esquema 3. Esquema do fracionamento da fracdo CCFR2/06-6b e cromatografia em camada

delgada da fracdo 6ab 5, comparada com o padrao de sitosterol (s).

A fracdo CCFR2/7_10 (Ver purificacdo da fracdo CCFR2, p. 34) foi
submetida a fracionamento em coluna com 30 cm de altura e 2,5 cm de
diametro, obtendo-se 21 fragbes, de 5 mL cada, que foram reagrupadas em
quatro fragbes (Esquema 4), de acordo com o perfil cromatografico

observado em CCD.
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O esquema a seguir mostra o fracionamento de CCFR2/7_10, gerando
um solido amorfo amarelado codificado como CCFR2/7 _10/7 9.
A anadlise por CCD (Fase movel Hex/AcOEt

mancha azul predominante, quando a placa foi submetida a irradiacdo de

8:2), apresentou uma

luz ultravioleta. No entanto, devido a pequena quantidade de massa da
fracdo, ndo foi possivel a obtencdo dos espectros de RMN de °C e

bidimensionais (RMN-2D) para a elucida¢cdo do composto.

CCFR2/7_10
M =238 mg

CC gel de silica (13.97 g)

Fase mével: Hex/CH,Cl,/AcOEt
/MeOH

Resultando em 21 fra¢Bes

CCFR2/7_10/1_3
M=12mg

CCFR2/7_10/5_6
M=27mg

CCFR2/7_10/1_4
M =5mg

CCFR2/7_10/10_15
M=24mg

CCFR2/7_10/7_9
M=2,0mg

CCFR2/7_10/20_21
M =23,6 mg

CCFR2/7_10/16_19
M =15 mg

Esquema 4. Esquema do fracionamento da fracdo CCFR2/7_10 e Cromatografia em camada delgada
da fracdo CCFR2/7_10/7_9, utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila 8:2, e

como revelador ldmpadas de Usgsnm.
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A fracdo CCRFR2/11-16 (Ver purificagdo da fracdo CCFR2, p. 34) foi
submetida a cromatografia em coluna de 30 cm de altura e 2,5 cm de

diametro, utilizando como fase estacionaria silica gel (70-230 mesh) e

como fase moével o mesmo sistema de eluente citado anteriormente.

As fracdes, ap0s remocédo do solvente, foram comparadas por CCD de

silica. A analise dos cromatogramas permitiu a reunido de 9 fragcbes

(Esquema 5).

CCFR2/FR 11-16
M =106.3 mg

CC gel de silica (13.97 g)
Fase mével: Hex/CH,Cl,/AcOEt /MeOH

Resultando em 48 fragoes

CCFR2/FR 11-16/1-13
M =18.3 mg

CCFR2/FR 11-16/16-18
M =20.7 mg

CCFR2/FR 11-16/24-29
M =19.5mg

CCFR2/FR 11-16/40-46
M=121mg

CCFR2/FR 11-16/14-15
M =19.2mg

CCFR2/FR 11-16/19-23
M =45.1 mg

CCFR2/FR 11-16/30-39
M =225 mg

CCFR2/FR 11-16/47-48

M =13.6 mg

Esquema 5. Esquema do fracionamento da fragdo CCFR2/FR 11-16 e Cromatografia em camada delgada da
fracdo CCRFR2/11-16/16-18. Utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila 8:2, e como
revelador vanilina sulfdrica
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Dentre as fragdes coletadas, a fracdo CCRFR2/11-16/16-18 foi isolada
como cristais na forma de agulhas, apresentando relativa pureza com o
aparecimento de uma uUnica mancha violacea na cromatoplaca de silica
normal (sistema de solvente Hex/ AcCOEt 8:2;revelador: vanilina sulfdrica.
Esta amostra foi adicionada as demais para analises espectroscépicas.

Os materiais dos grupos CCFR2/FR 18-21, CCFR2/FR 22-23,
CCFR2/FR 24-29 (Ver purificacdo da fracdo CCFR2, p. 34), mostraram ser
uma mistura complexa por CCD e foram recromatografados em coluna de
silica gel (70-230 mesh, 15,2 g) usando-se, como fase médvel Hexano,
AcOEt e MeOH em polaridade crescentes, foram coletadas,
respectivamente 19, 10 e 23 fracdes. As fracbes foram reunidas conforme
analise em CCD e, ap0s varias tentativas de purificacdo, ndo foi obtida

nenhuma substancia pura.

3.44.1.2 Purificacdo da fracdo CCFR6

Para purificagdo da sub-fracdo CCFR6 foi utilizada silica gel (70-230
mesh). Para a montagem da coluna, com base nas metodologias descritas
anteriormente, foram pesados 40,26 g de silica gel, o qual foi misturado
com hexano. A mistura foi entdo colocada numa coluna de vidro (35 cm de
altura por 5,0 cm de didmetro) e seu empacotamento foi feito de forma
simples, com apenas a for¢a da gravidade. O fracionamento da amostra foi
realizado pelo acréscimo da fase moével no topo da coluna, composta de
misturas de Hex/ AcOEt e MeOH em ordem crescente de polaridade. As
fracOes recolhidas (50 fragbes) apresentavam um volume aproximado de 5
mL e foram associados em 9 fracdes (Esquema 6), apés comparagdo do
seu perfil cromatografico por CCD. Destas fracbes, apenas uma, CCFR6/
24-29, apresentou um perfil cromatografico com resolucdo razoavel para
futuro fracionamento. Na CCD, ap0s inspec¢do pela luz ultravioleta nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm, foi observada uma mancha de

coloracdo amarelada intensa, e com 0 objetivo de isolar esta substancia foi
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preparado uma CCDP (cromatografia em camada delgada preparativa) em

cromatofolhas de silica gel 60 Fzs4 (Merck).

CCFR6
M =572 mg

CC gel de silica (40.26 g)
Fase mével: Hex/CH,Cl,/AcOEt

/MeOH

Resultando em 50 fragoes

CCFR6/10-18 CCFR6/24-29 CCFR6/38-40 CCFR6/44-45
M =0.5mg M =55 mg M =9.3mg M =21.9mg
CCFR6/1-9 CCFR6/19-23 CCFR6/30-37 CCFR6/41-43 CCFR6/46-50
M =0.5mg M =0.5mg M =20.7 mg M=1.0mg M =58.3mg
—_—

P1 P2 P3 P4

Esquema 6. Esquema do fracionamento da fracdo CCFR6 e CCD utilizando como eluente

uma mistura de Hex/ AcOEt 7:3 e como revelador Vanilina Sulftrica.

Uma aliquota de 10 pyL da fracdo, na concentracdo de 2 mg/mL foi

aplicada na placa. O tempo de desenvolvimento dos cromatogramas foi de

aproximadamente 20 minutos, utilizando-se como fase mével o sistema de

solvente composto por Hex/AcOEt ( 7:3, v/v). As cromatoplacas foram

visualizadas sob luz ultravioleta e a substancia observada foi delimitada e

cortada com tesoura. As fatias cortadas foram solubilizadas com metanol
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por um periodo de 24 horas, apés este periodo a fracdo foi filtrada em
papel de filtro e logo apos foi realizada a cromatografia em camada
delgada, onde foi observada a pureza da fracéo, a qual foi codificada como
CCFR6/ 24-29 / P.

3.44.13 Purificagcao da fragdo CCFR7

Para purificacdo da sub-fracdo CCFR7 (Ver purificacdo do EDCCAa, p.
33) foi utilizado o gel lipofilico Sephadex LH-20. Para a montagem da
coluna (35 cm X 5,0 cm), foram pesados 40 g do gel, o qual foi misturado
com metanol. Um total de 1,5 g de amostra foi solubilizado em metanol, em
uma proporcdo de 200 mg para 2 mL, o qual posteriormente foi aplicado no
topo da coluna de gel Sephadex LH-20 e em seguida eluida com metanol.
A vazéo da coluna foi de 45 gotas por minuto e as frac6es foram retiradas a
cada 1 minuto. Foram obtidos um total de 27 fracdes as quais foram
avaliadas por CCD C-18, usando o reagente de Komarowvsky como
revelador. Com base nas semelhancas do perfil cromatogréfico as fracdes

foram reunidas em 7 grupos (Esquema 7).

CCFR7
M=15¢

Sephadex LH-20 (40 g)
Fase movel: MeOH
Resultando em 27 fragbes

CCFR7/1-4
M =20 mg

CCFR7/7-9
M =249.5 mg

CCFR7/18-21
M =90.7 mg

CCFR7/23-27
M =13.7 mg

CCFR7/5-6
M =64 mg

CCFR7/10-17
M =472.1 mg

CCFR7/22
M =9.3mg

Esquema 7. Esquema do fracionamento da fragdo CCFR7. E CCD utilizando como eluente

uma mistura de hexano e acetato de etila 2:8, e como revelador Vanilina Sulftrica.
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Das fracOes obtidas, a fragdo CCFR7/10-17 apresentou maior
rendimento, portanto foi selecionada para purificacdo em CC, no entanto,
nao foi possivel o isolamento de nenhuma substancia pura, devido a

complexidade das fracoes.

3.4.4.2 Fracionamento do ECCECAa (Extrato cloroférmico do cerne

do caule de A. amazonicus)

O fracionamento cromatografico do ECCECAa, através da coluna
filtrante, forneceu 7 fragbes, codificadas como CECFR1, CECFR2,
CECFR3, CECFR4, CECFR5 e CECFR7. Os solventes ou gradientes que
eluiram as fracdes foram, respectivamente, Hex/ AcOEt 90:10, Hex/ AcOEt
30:70, Hex/ AcOEt 30:70, Hex/ AcOEt 30:70, Hex/ AcOEt 30:70, acetato de
etila (100) e metanol (100).

As fracbes CECFR2 e CECFR3 apresentaram um aspecto amorfo de
coloracdo amarelada. Os precipitados foram submetidos a sucessivas
lavagens com metanol e separados conforme o grau de pureza, resultando
em 7 fragOes codificadas como PECC (precipitado do cerne do caule)
(Esquema 8).

As 5 primeiras sub-fracbes foram avaliadas por cromatografia em
camada delgada (CCD) (Figura 10) tendo silica-gel (70-230 mesh) como
adsorvente e Hex, AcOEt (7:3) como eluente e revelagdo com solucao de

Komarowvsky.

CECFR 1 CECFR 2 CECFR3 CECFR4 CECFR5 CECFR6 CECFR7

Figura 10. Cromatografia em camada delgada das subfracdes obtidas por coluna filtrante
do ECCECAa. Utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila, e como
revelador komarowvsky.
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ECCECAa
M=840g

CC gel de silica (290 g)

Eluicdo com solvente organico

CECFR1 CECFR3 CECFR5 CECFR7
M=104g M =85.4 mg M =1.784 mg M=2437¢g
CECFR2 CECFR4 CECFR6
M =785.7 mg M =373.3mg M =900 mg
Formacéo de
precipitado
Formacéo de
precipitado
PECC 5 PECC 6 PECC7
52.3 mg 35.7mg 3.5mg
PECC1 PECC 2 PECC3 PECC 4 Lavagem do precipitado com
24.9 mg 60.4 mg 54.5 mg 9.8 mg metanol

Esquema 8. Esquema de fracionamento do ECCECAa através da coluna filtrante.

Para avaliacdo das demais fracbes a mesma metodologia para analise
cromatografica foi utilizada, com excecdo da proporcdo do eluente, que
neste caso uma melhor separagdo foi obtida com Hex/AcOEt 3:7.
Conforme as semelhangas observadas por CCD foram reunidas as fragdes
CECFR4 e CECFR5.

3.4.4.2.1 Purificagao da fracdo CECFR2

A sub-fracdo CECFR2 foi adsorvida em 1,0 g de silica gel e em seguida

foi submetida ao fracionamento em coluna cromatografica (25 cm x 3,0 cm)
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(30g de silica gel). Foram utilizados os seguintes eluentes hexano como
eluente de empacotamento, misturas de Hex, CH,Cl,, AcOEt e MeOH em
ordem crescente de polaridade, posteriormente a coluna foi lavada com
metanol. Diante deste procedimento foram coletadas 45 fracbes, as quais
foram submetidas a analise em CCD e reunidas conforme semelhanca.

As fracbes de 4 a 7 foram reunidas por apresentaram perfil quimico
semelhante. O bom perfil cromatografico com poucas manchas em CCD e
boa quantidade de amostra (87 mg) incentivou a realizacdo de um novo
fracionamento nas mesmas condi¢cées anteriormente mencionadas. Desta
coluna foi isolado um composto em forma de cristais brancos codificado de
CECFR2/ 4_7 (10 mg).

3.4.4.2.2 Purificagdo da fragdo CECFR4_5

As sub-fracbes CECFR4 e CECFR5 foram avaliadas por CCD (Ver
fracionamento do ECCECAa, pg. 42) onde foi observado o perfil quimico
semelhante das mesmas. Estas amostras foram reunidas e codificadas
como CECFR4_5.

A fracdo CECFR4_5 foi fracionada por cromatografia em coluna (2,157
g), utilizando como fase estacionaria 65 g de silica (70-230 mesh) e como
fase moével misturas de hexano:CH,Cl,:AcOEt:MeOH, resultando em 71
fragcbes. Todas as fragcdes foram avaliadas por CCD, e aquelas que
apresentaram perfil quimico semelhante foram reunidas, resultando em 25
fracOes (Esquema 9).

Da fracdo codificada como CECFR4_5/58 63, ap0s a evaporacdo do
solvente, foi obtido um precipitado branco amorfo, esta substancia foi
avaliada por CCD que apés revelacéo por vanilina sulfurica foi observada a
presenca de uma unica mancha (Figura 11).

Das demais fracdes apenas uma, CECFR4_5/ 45 47 (154 mg),
apresentou um bom perfil cromatografico (separacéo dos seus constituintes
em CCD), justificando a continuidade dos fracionamentos cromatograficos.

Esta fracdo, portanto, foi cromatografada numa coluna, de 30 cm de altura
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e 2,5 cm de didmetro, preparada com 6,81 g de silica gel (230-400 mesh),

com misturas de eluentes Hex:AcOEt de polaridade crescente (100:0 a
60:40, volume total de 0,2L; 50:50 0,5 L; 0:100, 0,2 L; AcOEt: MeOH 50:50,
0,4L e MeOH 0,2L). Apos a eluicdo foram obtidos 16 fracdes de 5 mL cada.

As fragOes coletadas foram observadas previamente sob luz ultravioleta a

254 nm e a 365 nm e posteriormente, as placas cromatogréaficas foram

reveladas com solucao de vanilina sulfarica. As fracées que apresentaram

perfil quimico semelhante foram reunidas, resultando em 9 fracdes.

CECFR4_5
M=2g¢g

CC gel de silica (40.26 g)

Fase mével: Hex/CH,Cl,/AcOEt
/MeOH

Resultando em 71 fra¢Bes

M =3 mg

CECFR4_5/5-12

CECFR4_5/23-26
M =3.4mg

CECFR4_5/35-44
M =4.7mg

CECFR4_5/48-54

CECFR4_5/3-4
M =150 mg

CECFR4_5/12-22
M =25 mg

CECFR4_5/27-35

Esquema 9. Esquema do fracionamento da fracdo CECFR4_5/ 45 _47. E CCD utilizando
como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila 7:3, e como revelador Vanilina

CECFR4_5/45-47

CECFR4_5/55-57

39 40 42 43 45 47

Sulflrica.

M =10 mg M =154 mg M =158 mg
|
CECFR4_5/58-63
M =35 mg
+— [

CECFR4_5/62-66
M =34 mg

CECFR4_5/67-71
M =40 mg
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58 60 63

Figura 11. Cromatografia em camada delgada da fracdo CECFR4_5/58 63, tendo como
eluente Hex/AcOEt 6:4 e como revelador Vanilina Sulfdrica.

Das nove fragcfes oriundas da CECFR4_5/ 45 47, a fracdo codificada
como CECFR4 5/ 45 47/ 8 10 (25 mg) foi sujeita a cromatografia
preparativa em camada delgada (3 placas) (Hex:Ac,6:4), possibilitando o
isolamento de um novo composto ao qual se atribui o cédigo VERM (1,5
mgq) (Figura 12), porém a pouco quantidade impossibilitou a elucidacdo do

composto.

-

.
VERM

Figura 12. Cromatografia em camada delgada da fracdo VERM, tendo como eluente
Hex/AcOEt 6:4 e como revelador Vanilina Sulfurica.

3.4.4.2.3 Purificacédo da fracdo CECFR6

A sub-fracdo CECFR6 (Ver fracionamento do ECCECAa, p. 42) foi
cromatografada em coluna de silica gel 60 (Altura = 30 cm e diametro = 3,0

cm), eluido em Hex, gradiente crescente de Hex/CH,Cl,, CH,Cl,, gradiente
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crescente de CH,Cl,/ AcOEt, AcOEt, gradiente crescente de AcOEt / EtOH
ate 100 % de EtOH, obtendo-se um total de 58 fracbes de
aproximadamente 10 mL cada. As fracbes foram analisadas por CCD e
reunidas em 8 novas fracbes, de acordo com o perfil cromatografico
semelhante apresentado (Esquema 10).

A fracdo reunida 24-25 (119,3 mg) ap0s ser analisada por CCD, foi
submetida a uma cromatografia em camada delgada preparativa utilizando
como eluente hexano/ AcOEt 50%. Ao final da CCDP obteve-se 4 fracdes.
A fracdo 2 apds ser analisada por CCD apresentou-se pura recebendo o
codico de Azul/ ECCECAa devido a intensa fluorescéncia observada
quando a amostra era submetida as irradiacdes UV nos comprimentos de
onda 254 nm e 365 nm.
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CECFR6
M =500 mg

CC gel de silica (30 g)

Eluigéo com solvente organico

CECFR6/ 1-7 CECFR6/ 11-20 CECFR6/ 24-25 CECFR6/ 28-33 CECFR6/ 42-51
M =5mg M =9.9mg M =119.3 mg M =76.7 mg M =222 mg
CECFR®/ 8-10 CECFR®6/ 21-23 CECFR6/ 26-27 CECFRG6/ 34-41 CECFR6/ 52-58
M =8.7 mg M =16.8mg M =53.5mg M =44.5mg M =57.9mg
CCDP (20x20 cm)
silica gel 60 PF-254 de 0,7
mm
Eluente: Hex/AcOEt 5:5
Fré/1 Fré/2 Fré/3 Fré/2
2.3 mg 5.0 mg 2.8 mg 1.2mg
Revelador:
Revelador: UV 254 nm
UV 366 nm
Azul/
Revelador:
UV 366 nm
S

Esquema 10. Esquema do fracionamento da fracdo CECFR/6 e CCDP da fracao Fr6/2,
utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila 5:5, e como revelador

lampadas de Uzs4nm € Uzesnm-
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3.4.4.2.4 Analise dos precipitados PECC

A andlise dos precipitados foi realizada por CCD de fase normal (silica)
e como solvente de eluicdo foi utilizada uma mistura de Hex/AcOEt 1:1
(Figura 13). As fracdes PECC 4 e PECC5 apresentaram um maior grau de
pureza e apoés recristalizagdo foram enviadas para andalise por

espectroscopia de RMN de *H e **C e espectrometria de massas.

PECC1 PECC2 PECC3 PECC4 PECCS

Figura 13. Cromatografia em camada delgada dos precipitados obtidos do extrato
ECCECAa. Utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila 5:5, e como
revelador komarowvsky.

3.4.4.25 Fracionamento PECC 1, PECC 2, PECC3 e PECC 6

Os precipitados PECC1, PECC 2, PECC 3 e PECC 6 foram submetidos
a um fracionamento por cromatografia em coluna (20 cm x 2 cm), fase
estacionaria: gel de silica (70-230 mesh, 8,2 g), fase movel: Hex, CH,Cly,
AcOEt MeOH em gradiente de eluicédo. O fracionamento de PECCL1 levou a
obtencdo de 15 fracdes. Entre estas, a fragdo PECC 1-19 (Figura 14),
apresentou apenas uma mancha nas analises por CCD, utilizando o
sistema de eluente Hex/AcOEt 1:9, indicando trata-se de substancia pura.
Entretanto, o baixo rendimento obtido, apenas 1 mg da amostra,
inviabilizou a realizagdo de outros testes para confirmacdo da pureza e
identidade.

No fracionamento cromatografico de PECC 2, PECC3 e PECC 6, as

fracGes originaram um precipitado branco. A analise por CCD dos mesmos
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revelou apenas uma unica mancha e com o mesmo Rf, indicando tratar-se
do mesmo composto. No entanto, as fragcbes foram avaliadas por
espectrometria de massas para comprovar, de fato, se € a mesma

substancia.
ﬁ

[ recors |

Figura 14. Cromatografia em camada delgada da fragcdo PECC 1-19. Utilizando como
eluente Hex/AcOEt 1:9 e revelador vanilina sulfarica.

3.4.4.3 Fracionamento do ECCRAa (Extrato cloroférmico das

cascas das raizes de A. amazonicus)

O fracionamento do ECCRAa (1,30 g) por coluna filtrante (pg. 32)
forneceu 4 fracdes denominadas de CRF1 (617 mg), CRFR2 (366,5 mg),
CRFR3 (135,5 mg) e CRFR4 (27,1 mg). As trés primeiras fracbes
apresentaram a formacao de precipitados (apds a evaporacao parcial do
solvente), estes foram separados de seus sobrenadantes e as impurezas
remanescentes foram retiradas com AcOEt. Posteriormente, as fragcbes
foram submetidas a técnica de cristalizacdo utilizando o principio de
solubilidade, neste caso com metanol. As amostras foram solubilizadas em
400 pL de metanol, sob temperatura de 55°C. Os frascos foram mantidos
sobre a bancada para a evaporacdo do solvente e a medida que os
solventes evaporavam ocorria formacdo de cristais nas paredes dos
frascos. Os cristais foram recolhidos para frascos previamente pesados,
analisados por CLAE e enviados para andlises espectroscépicas. Os
precipitados foram codificados como 2a (186,5 mg), 2b (323,9 mg) e 2c

(26,1 mg), respectivamente.
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Apdés a avaliagdo em CCD (Figura 15) verificou-se que todos os
precipitados eram semelhantes, porém a fracdo 2c (26,1 mg) apresentou

uma unica mancha lilas, apos revelacdo com vanilina sulfarica.

Figura 15. Cromatografia em camada delgada dos precipitados obtidos do extrato
cloroférmico das cascas das raizes de A. amazonicus. Utilizando como eluente uma mistura
de hexano e acetato de etila 8:2, e como revelador vanilina sulfarica.

A fragdo CRF1 (400 mg) foi submetida & CC em coluna de vidro (35 cm
x 5 cm) com 40,26 g de silica gel (70-230 mesh) e os eluentes,
Hex/CH,Cl,/AcOEt em gradiente de eluicdo. Foram recolhidos 26 fracdes
no total de 5 mL cada. O fracionamento foi acompanhado por CCD e as
fracbes agrupadas de acordo com os resultados observados nas
cromatoplacas. Esse procedimento levou a obtencdo de 5 grupos, dos
quais dois foram selecionados para analises posteriores

. Grupo 1 = As fracdes 1-9 foram reunidas e apresentaram-se
como um sdlido branco (10 mg) denominado CRF1/ 1 9. Observou-se
apenas uma mancha em CCD em sistemas de diferentes eluentes, sendo
enviado para analises espectroscopicas.

. Grupo 2 = O material deste grupo apresentou-se (fracdes 10-13)
como um solido branco denominado CRF1/ 10-15 (30 mg). A compara¢ao
das andlises por CCD indicaram que a substancia tratar-se da mesma

substancia codificada como 2c.
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3.4.4.4 Fracionamento do ECCERAa (Extrato cloroférmico do cerne

daraiz de A. amazonicus)

O fracionamento do ECCERAa (1,40 g) por coluna filtrante (pg. 33)
forneceu 4 fracbes denominadas de CERF1 (131,2 mg), CERF 2 (783,1
mg), CERF 3 (1,04 g) e CERF 4 (2,08 g). Os solventes ou gradientes que
eluiram as fracdes foram, respectivamente, Hex/ AcOEt 90:10, Hex/ AcOEt
30:70, acetato de etila (100) e metanol (100).

A fracdo CERF 2 apresentou um bom rendimento e um excelente perfil
cromatografico, esta foi submetida a coluna cromatogréfica, usando silica
gel 60 e os eluentes Hex/AcOEt/EtOH. No entanto, os fracionamentos
realizados ndo conduziram ao isolamento de qualquer outra substancia

pura ou diferente das anteriormente isoladas.

3.4.45 Fracionamento em SPE

Cerca de dois gramas dos extratos polares: CMB, CMR, CMQ, EECRAa
(extrato etandlico das cascas das raizes de A. amazonicus), EECCAa
(extrato etanolico das cascas do caule), EECERAa (extrato etandlico do
cerne do raiz) e EECECAa (extrato etandlico do cerne do caule) foram
dissolvidos em 2 mL de agua e aplicado em um cartucho contendo 2000
mg octadecilsilano como fase estacionéria (C-18, Strata phenomenex). A
eluicdo das fracOes foi conduzida sob presséo reduzida em um sistema de
vacuo, com a aplicacdo de eluente com diferentes proporcdes de
H,O/MeOH. Inicialmente a amostra foi aplicada sob a a¢g&o da gravidade e
posteriormente a pressdo do sistema foi reduzida. Apos a aplicacdo da
amostra, esta foi eluida com inicialmente com H,O, posteriormente a
polaridade foi, aumentada até a obtencdo de MeOH puro; as amostras
aquosas foram liofilizadas, todas as fragbes obtidas foram submetidas a
andlise por LC-MS e para cada extrato um numero de trés fracbes foi
obtida.
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3.4.4.6 Fracionamento em XAD-16

Foi preparada uma solucdo a 50% de hipoclorito de sodio e deixou-se a
fase estacionaria em contato com esta solu¢éo por um periodo de 24 horas
(over-night). Apds o periodo de limpeza, lavou-se a XAD-16 com &gua
MiliQ abundantemente.

De todos os extratos mencionados anteriormente foram separados dois
mg, 0s quais foram submetidos a uma coluna de 2,5 x 5 cm de resina
Amberlite XAD-16 (Sigma), empregando-se H,O (10 mL), H,O/MeOH
(80:20, 60:40, 40:60, 20:80), MeOH (10 mL). Apesar de ter sido realizado o
fracionamento em ordem crescente de polaridade, para cada amostra
apenas trés fracbes apresentaram quantidade minima (1 mg) para a

realizacdo das analises por CLAE.

4.5. Obtencao dos extratos de Vismia cayennensis

Para o preparo dos extratos de V. cayennensis foram pesados 240 g dos
frutos, os quais foram cortados ao meio e triturados com o auxilio de um
pistilo em um frasco de vidro contendo 100 mL de etanol. Esta metodologia
foi adotada com o objetivo de extrair 0s constituintes presentes na resina
do interior dos frutos de V. cayennesis.

Apés a trituragdo do material, o recipiente foi deixado em repouso por
um periodo de 48 horas a temperatura ambiente. A metodologia descrita foi
repetida por mais 5 vezes com a renovacao do solvente. Apos a filtracao,
os solventes foram removidos sob pressao reduzida utilizando evaporador

rotativo na temperatura média de 40°C (Esquema 11).
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Avaliacao da atividade
antimaléarica

Frutos de Vismia
cayennensis

A 4

Extrato bruto
(etanol) - EEFVc

Fracionamento liquido-liquido

Avaliacéo da atividade
antimalarica

Avaliacao da atividade

l

l antimalarica

Extrato semi-purificado Extrato semi-purificado

Fracao Cloroférmica (ECFVc)

Fracdo Hexanica (EHFVc)

isolada

- Avaliagéo da atividade antimalarica.

- Identificagdo quimica: RMN

Cromatografia em coluna de
Sephadex LH 20

Substancia «—

l

Obtencéo das sub-fracbes

l

Sub-fracéo relacionada

l

Cromatografia em coluna

de gel de silica

l

Sub-fracbes selecionadas

l

Compostos isolados

Esquema 11. Fluxograma do fracionamento e isolamento bioguiado de
compostos de V. cayennensis
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4.5.1. Fracionamento liquido-liquido do extrato etanélico dos frutos

O fracionamento do extrato etandlico (50 g) pela técnica de extracao
liquido-liquido foi feito pela particdo em série, em funil de separacdo, com
solventes hexano e cloroformio. As fragbes hexanica (10,15 g) e
cloroformica (20,12 g) obtidas foram concentradas a 60°C, em
rotaevaporador. Todas as fragcdes obtidas foram submetidas a analises

bioldgicas.

45.2 Fracionamento do extrato cloroférmico de V.

cayennensis (ECFVc)

Para a purificagdo do ECFVc foi utilizado o gel lipofilico Sephadex LH-
20. Para a montagem da coluna foram pesados 400 g do gel, o qual foi
misturado com metanol. A mistura foi entdo colocada numa coluna e o seu
empacotamento foi feito de forma simples, com a for¢ca da gravidade.

Um total de 20 g de extrato foi cromatografado, o material foi dissolvido
em metanol e somente a parte sollvel foi colocado sobre a coluna (15,8 g).
A diluicdo obedecia a uma proporcao de 2 g de amostra dissolvidos em 30
mL de metanol. Em seguida foram aplicados no topo da coluna de gel
Sephadex LH-20 e apds a penetracdo da amostra no gel, foram eluidas em
metanol. A vazdo da coluna foi 53 gotas por minuto e as fragbes foram
retiradas a cada 1 minuto. As fracOes obtidas (45) foram avaliadas por
CCD, tendo NP-PEG e vanilina sulfarica como reveladores. Com base
nessas analises, as fracbes que apresentaram perfil quimico semelhante

foram reunidas perfazendo um total de 10 fragbes (Esquema 12).
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ECFVc
M =20,2180 g

Sephadex LH-20 (400 g)
Fase movel: Metanol 100%
Resultando em 45 fracdes

ECFVc 42_45
M =150 mg

v l l l l
ECFVc 1.3 ECFVc6_8 ECFVc 13_17 ECFVc 21 25 ECFVc33_41
M =832 mg M = 254,4 mg M = 401,2 mg M = 6,229 mg M =224 mg

4 ¥ L
ECFVc4 5 ECFVc9_12 ECFVc 18 20 ECFVc 26_32
M =923 mg M =373,7mg M =137,7 mg M =214,5 mg

Esquema 12. Fracionamento do ECFVc.
4521 Fracionamento do ECFVc 4 5

Para obtencdo de uma separacao preliminar da fracdo ECFVc 4_5, foi
realizada uma coluna cromatografica com 60 g de silica e 900 mg da
fracdo. A fase mobvel foi composta por Hex/AcOEt em diferentes
concentragfes. Foram coletadas 38 fragBes, que apos andlise por CCD
foram reunidas de acordo com a semelhanca do perfil quimico, (Esquema
13). As fracbes que apresentaram maior grau de pureza foram
recromatografadas.

A subfracdo 24_25 (230 mg), devido ao maior rendimento obtido entre
as fracdes coletadas, foi purificada através de CC de silica gel e eluida com
Hex/AcOEt, conforme mencionado anteriormente. Com este procedimento
obteve-se 16 mg de um composto denominado de ECFVc 4_5/ 24_25/P.
Esta fracdo foi isolada sob a forma de um solido esverdeado; quando
submetido a analise em CCD, eluida com Hex/AcOEt 9:1, este material
apresentou uma unica mancha de cor amarela quando revelada com NP-
PEG com posterior observagédo no UVsssnm, € tom esverdeado bem definido

frente ao reagente vanilina sulfarica.
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ECFVc4. 5
M =900 mg

CC gel de silica (60 g)
Fase mével: Hex//AcOEt
Resultando em 38 fracGes

A

y

ECFVc4 5/1_4
M =12 mg

l

l

l

l

ECFVc 4 5/9 15
M =54,4 mg

ECFVc 4_5/21_23
M =40,2 mg

ECFVc 4_5/26_28
M =6,5mg

ECFVc 4 _5/30_34
M =224 mg

y

ECFVc 4 5/5_8
M =33 mg

ECFVc 4_5/24_25/P
M =16 mg

}

Avaliacdo em CCD

;'

-
J.

4 L L
ECFVc 4 _5/16_20 ECFVc 4_5/24_25 ECFVc 4_5/27_29 ECFVc 4 _5/35_38
M =33,7 mg M =230 mg M =14,5mg M =15.0 mg
CC gel de silica
\ 4

Esquema 13. Fracionamento do ECFVc 4_5. A — Cromatograma da fracdo 4_5/24 25/P, revelada
com NP-PEG e observacao sob a luz UV 365nm. B — Cromatograma apds revelacdo com vanilina

4522

sulfarica. Sistema de eluente composto por hexano:AcOEt 9:1.

Fracionamento do ECFVc 6_8

A fracdo ECFVc 6_8 (250 mg) procedeu-se a cromatografia em coluna
de silica - gel (230-400 mesh) (16,5 g) com Hex, CH,Cl,, AcOEt e EtOH. As

fracdes recolhidas foram combinadas em nove grupos, mediante analise

comparativa por CCD. A fragao 10, codificado como ECFVc 6_8/10 (10 mg)

foi sujeita a uma cristalizacdo com os solventes Hex/ AcOEt 1:1, os cristais
obtidos foram purificados por CCDP (2 placas, Hex/AcOEt 8:2). Desta
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purificagdo obteve-se um composto puro (6 mg), sob a forma de cristais
brancos. Por CCD, esta fracdo, apresentou uma uUnica mancha roxa

intensa, frente ao reagente Lieberman Burchard.

45.2.3 Fracionamento do ECFVc 9_12

As fracdes de 9 a 12, devido a similaridade do perfil quimico foram
reunidas. Apos reunido a fracéo foi codificada como ECFVc 9 12 (370 mg),
e posteriormente fracionada por coluna de gel de silica octadecilsiliano (C -
18), eluida com Acetonitrila/ H,O 9:1, resultando em 40 fracdes. As fracbes
oriundas da CC foram avaliadas em CCD, reveladas com NPPEG e as que
apresentaram perfil quimico semelhante foram reunidas (Esquema 14).

A fracdo codificada como ECFVc 9_12/9 19 mostrou relativa pureza
quando submetida a CCD (Figura 16). Foi constatada a presenca de uma
substancia de coloracdo amarela. Quando revelada com NP-PEG com
posterior observacdo no UVsss nm, um perfil cromatografico semelhante
também foi obtido apds revelagdo com vanilina sulftrica.

A fracdo foi purificada por CCDP (C-18, utilizando como fase movel
CH3CN/ H,O 9:1). Desta forma foi obtida a substancia codificada como
ECFVc 9_12/9 19/P.
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ECFVc 9 12
M =370 mg

Silica C-18 (36.75 g)

Fase mével:MeCN/ H,0 9:1
Resultando em 40 fragbes

A\ 4

ECFVc9_12/1 4

l

l

l

ECFVc9_12/9_19

ECFVc9_12/21 28

ECFVc9_12/35_38

M=13,7mg M =217 mg M = 24,3 mg M =23 mg
Y L L
ECFVc9_12/5 7 ECFVc9_12/18 20 ECFVc9_12/29 34 ECFVc9_12/39_40
M=7,6 mg M =13 mg M =43,2 mg M=3,1mg

Esquema 14. Fracionamento do ECFVc 9_12.

5

—

Wk n o1 i) K a N

Figura 16. Cromatografia das fragfes de 9 a 19, oriundas da fracdo ECFVc 9_12.
Revelador: Vanilina Sulfdrica. Sistema de eluente composto por MeCN/ agua 9:1.

4.5.3 Quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

4.5.3.1 Preparacgao dos extratos

Os extratos de A. amazonicus foram preparados conforme descrito no
item 3.4.1 (pg. 29). Os extratos brutos e a substancia (2c) foram
submetidos a vérios testes de solubilidades com diferentes solventes
organicos polares. A maioria dos extratos foi soluvel em MeOH, contudo,

agueles extratos que apresentaram solubilidade parcial neste solvente,
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incluindo a substancia 2c, foram sonicados em banho de ultrassom
(modelo 2510, marca Branson) por 30 minutos, obtendo-se a solubilidade
total das amostras. Os extratos foram pesados e diluidos de forma obter-se

uma concentracéao final de 1 mg/ mL.

45.3.2 Andlise Cromatografica

Uma aliquota de 20 yuL de cada amostra foram injetados na coluna de
HPLC (Shimadzu XR — ODS 50 mm x 2 mm tipo C-18) e a elui¢ao foi
realizada com acetonitrila/agua 65:35 (%, v/v) a uma taxa de fluxo de 1 mL/
min e monitorizada a 210 nm (Zhao et al, 2007). Este procedimento foi

realizado em triplicata.

45.3.3 Condi¢cdes cromatogréficas

A analise de HPLC foi realizada num cromatégrafo de gradiente
Shimadzu LC-8Avp equipado com duas bombas LC-8Avp, controladas por
um modulo de interface, um injector automatico e um detector SPD-
M10Avp de arranjo de diodos (DAP). Os solventes foram filtrados utilizando
um sistema Millipore, e separacdo cromatografica foi realizada sobre uma
coluna C18 (150 mm x 4,6 mm, 05:00; Shimpack). Os solventes de
gualidade para HPLC e &gua Milli-Q foram wusadas no estudo
cromatografico e todo o experimento de cromatografia foi realizada a
temperatura ambiente.

Todos o0s experimentos cromatograficos foram realizados no modo
isocratico. A analise foi completada dentro de 20 min com uma melhor

resolucao dos picos adjacentes e baixo consumo de solvente.

4534. Linearidade

4.5.3.4.1. Preparagdo da curva padrdo da substancia
guimica majoritaria
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A partir da substancia quimica majoritaria, dos extratos de A.
amazonicus, foi preparado uma solugdo na concentragcdo de 1 mg/mL em
metanol, foram feitas sucessivas diluicbes obtendo-se 7 concentracoes:
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81 pg/mL. Para cada concentracdo
foram preparadas trés amostras sendo as analises realizadas em triplicata.

A linearidade do método proposto foi efetuada mediante a obtencédo de
trés curvas auténticas, do calculo do coeficiente de variacdo (CV%) entre

os pontos da curva e do coeficiente de correlacéo linear (r?).

45.3.4.2 Repetibilidade

A verificacdo da repetibilidade apresentada pelo método foi realizada
mediante a analise de uma diluicdo na concentracdo de 250 pg/ mL.
Experimentos de repetibilidade intra-day e inter-day foram realizados e
para cada experimento foi calculado o desvio padrédo relativo (DPR %).
Para o método inter-day o célculo foi realizado mediante a area de 12
injecOes de trés dias (quatro injecdes sucessivas a cada dia) e para o

meétodo intra-day foram a area de cinco injecdes no mesmo dia.

45.3.4.3 Limites de deteccéo e quantificacao

O limite de detec¢éo (LD) de um método analitico corresponde a menor
quantidade de um analito que pode ser detectada, mas néo
necessariamente quantificada como um valor exato. O limite de
quantificacdo (LQ) corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser determinada quantitativamente com uma precisdo e exatidao
adequadas utilizando um determinado procedimento experimental. Os
limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados matematicamente a
partir da curva padrdo da substancia padrdo (isolada de A. amazonicus)

usando as equacdes 1 e 2, respectivamente.

Equacéo 1:

60



LD=3xs
S
Na qual: s = desvio padrdo do branco; S = o coeficiente angular do

grafico de calibracéo (sensibilidade do aparelho).

Equacéo 2:
LQ=10xs
S
Na qual: s = desvio padrdao do branco; S = o coeficiente angular do
grafico de calibracdo (sensibilidade do método).

45.4. Andlises de Cromatografia liquida acoplada ao

espectrometro de massas (CLAE-EM)

Realizou-se uma investigacdo quimica utilizando a cromatografia liquida,
para a separacdo dos constituintes presentes nos extratos MCR, MCB,
MCQ, EECCAa, EECRAa, EECERAa, EECECAa (ver Materiais e Métodos,
pg. 31), juntamente com espectrometro de massas, para a identificagdo dos
compostos conhecidos através da massa molar e dos padrdes de
fragmentacao.

As analises qualitativas foram realizadas em aparelho HPLC Shimadzu
LC-20. A coluna foi de fase reversa C-18 (base silica derivatizada com
octadecilsilano - 4,6 mm/ 25 cm; Luna C-18 (2) 5u - Phenomenex) fluxo 0,5
mL/min com eluente Acetonitrila: acido formico 0,1%/H,0: acido formico
0,1%. A porcentagem de ACN (C) e 4gua (A) variaram da seguinte forma:
gradiente linear de 10 a 90% C (0-65 min); isocratico a 90% C (66-75 min);
gradiente linear de 90 a 10% C (76-80 min) e isocratico a 10% C (81-90
min) (Zhang et al, 2010). O detector PDA foi definido em 200-210 nm. Foi
utilizada a técnica Hifenada associando o CLAE com espectrometria de
massas, e até mesmo o espectrdmetro de massas em sequéncia (MS/MS),

conforme descrito na secdo Equipamentos (pg. 28).
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4.5.5. Desenvolvimento de método por CLAE/DAD para avaliagdo

do perfil quimico de extratos/fracdes de Vismia cayennensis

4.55.1. Preparacdo das amostras

As amostras foram previamente preparadas em uma Unica
concentracdo, 1 mg/mL. O material seco foi precisamente pesado e diluido
em metanol. Posteriormente as amostras foram sonicadas em banho de
ultrassom por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds este tempo, o

material foi centrifugado e o sobrenadante foi transferido para os vials.

455.2. Condicdes cromatograficas

Na andlise foi empregado um sistema de eluicdo gradiente no modo
reverso, no qual a porcentagem de metanol (B) e agua contendo 0,05% de
TFA variou da seguinte forma: gradiente linear de 30 a 50% B (0-5 min); 50
a 90% B (5-35 min) e isocratico a 90% B (35-45 min); gradiente linear de 90
a 30% B (45-55 min) e isocréatico a 30% (55-60 min).

Ao término da corrida foi empregado um gradiente de volta de 30 a 50%
em 2 min e o tempo de espera para o recondicionamento foi de 10 min. A
vazao empregada foi de 1 mL/ min e em cada andlise foram injetadas 20
pL da amostra utilizando a coluna Ci;g da marca Merck Lichrospher (5 pm,
250 x 4.6 mm. O detector PDA foi definido em 200-600 nm (Politi et al,
2004).
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5.

5.1 Rendimentos dos extratos

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos obtidos (Tabela 1) foram avaliados frente as formas

hepaticas de P. berghei e eritrocitarias de P. falciparum. Aqueles que

apresentaram atividade farmacologica foram encaminhados para

fracionamento quimico, com o objetivo de isolar e

composto(s) ativo(s).

identificar o(s)

Tabela 1. Rendimentos dos extratos brutos de A. amazonicus.

Cadigo Nome dos extratos Quantidade (g) Rendimento (%)
Extrato hexanico
EHCRAa 0,39 0,15
das cascas das raizes
Extrato cloroférmico
ECCRAa i 1,43 0,57
das cascas das raizes
Extrato etandlico
EECRAa 24,04 9,6
das cascas das raizes
Extrato hexanico do
EHCERAa i 0,45 0,076
cerne das raizes
Extrato cloroférmico
ECCERAa i 1,40 0,24
do cerne das raizes
Extrato etanodlico do
EECERAa i 37,80 6,46
cerne das raizes
Extrato hexanico da
EHCCAa 0,38 0,06
casca do caule
Extrato
EDCCAa diclorometano das 5,65 0,89
cascas do caule
Extrato etandlico
EECCAa 15,5 2,46
das cascas do caule
Extrato hexanico do
EHCECAa 0,53 0,035
cerne do caule
Extrato cloroférmico
ECCECAa 8,50 0,56

do cerne do caule
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Extrato etandélico do
EECECAa 26,66 1,77
cerne do caule

Extrato hexanico
EHFSAa 4,62 1,1
das folhas secas

Extrato cloroférmico
ECFSAa 7,01 1,66
das folhas secas

Extrato etandlico
EEFSAa 61,3 14,59
das folhas secas

Extrato aquoso das
EACRAa ] 63,5 25,4
cascas das raizes

Chéa método
CMR ) 0,151 15,1
Rodrigues
Chéa método
CMQ _ 0,037 3,7
Quilombola
Chéa método
CMB 0,51 5,2
Brandéao
ES Extrato saponinico 15,7 78,5
Extrato saponinico
ESPX i 4,63 46,3
pos XAD

5.2.Analise estrutural das subtéancias isoladas

5.2.1. Elucidacgéao estrutural de 6ab 5

A substancia 6ab 5 foi isolada conforme descrito no item 4.4.4.1.1 (Ver
Materiais e Métodos pg. 35). O composto foi analisado por CG/EM, RMN
'H, RMN *3C, HMBC, HSQC e COSY e seus dados espectroscépicos foram
comparados com os obtidos da literatura (Mebe et al, 1998).

Na analise de CG/EM foi possivel observar um sinal principal com tempo
de retencdo 41,88 minutos. O espectro de massas de 6ab 5 (espectro 1,
pg. 218) mostrou um sinal em m/z 426 u, relativo ao ion molecular da
substancia. Adicionalmente, foram observadas fragmentacdes tipicas de

triterpenos pentaciclicos em m/z 218, 207, 203 e 189 referente ao rearranjo
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McLafferty no anel C. Destes os mais intensos foram m/z 189 e 207 u, que
sdo caracteristicos de fragmentacbes de compostos com esqueleto tipo
lupano. O esquema de fragmentacdo é apresentado a seguir (Esquema
15) (Mebe et al, 1998).

McLafferti/ McLafferty .
+ \ .

m/z 416
=
HO

m/z 207
- H,0 m/z 218 - CH;
+
N
m/z 189 m/z 203

Esquema 15. Esquema de fragmentacéo da substéncia 6ab 5.
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O espectro de RMN de *H apresentou um grande ntimero de sinais em &
0,77 — 1,04, sendo que nessa regiao foram observado claramente seis
sinais simples de metilas (em & 0,77, 0,80, 0,84, 0,96, 0,98 e 1,04)
(Espectro 2, pg. 219) e um sinal simples relativo a metila ligada a carbono
insaturado (em & 1,69).

Estes dados espectroscopicos sugeriram a natureza de 6ab 5 como um
triterpeno, cuja classe foi definida através dos sinais referentes aos
hidrogénios olefinicos em 6 4,58 (dd, J =2.6 e 1.3 Hz) e 64,69 (d,J=2.4
Hz) (Espectro 3, pg. 219), que sdo caracteristicos dos triterpenos com
esqueleto lupano. J& o sinal de hidrogénio carbinélico em & 3,20 (dd 1H,
5,1 e 11,1 Hz), definiu a substituicdo de C-3 por um grupo hidroxila, que foi
disposto em B devido a magnitude das constantes de acoplamento do
hidrogénio carbindlico H-3 (Espectro 4, pg. 220). Outro sinal em destaque
foi um multipleto em & 2,37 (Espectro 5, pg. 220) referentes ao H-19
(Haque et al, 2006). No espectro de carbono destacam-se 0s seguintes
sinais: um sinal 79,0 ppm atribuido ao carbono C-3; Sinais em 150,9 e
109,3 atribuidos aos carbonos olefinicos C-20 e C-29, respectivamente. Os
sinais atribuidos a sete grupos metinicos do lupeol (Espectro 6, pg. 221).

As correlagbes entre os hidrogénios vinilicos foram confirmadas por
meio do COSY. Este experimento mostra também a correlacdo entre o
duplo-dubleto em & 4,57 (H - 29) e a grupo metila em & 1,69 (H- 30). O
multipleto em & 2,38 (H-19) esta relacionado com o sinal em & 1,34 (H,-21),
que foi correlacionado com o sinal em 6 1,92 (H, -21) (espectro 7, pg.
221).

No espectro de HMBC (Espectro 8, pg. 222) foi possivel observar o
sinal dos hidrogénios do grupo metila C- 30 em & 1,69, o qual foi
correlacionado com o sinal do C — 19 (6 47,9), C — 29 (6 109,3) e C- 20 (6
150,8).

Estes dados estdo listados na tabela 2 conduziram a estrutura do
triterpeno 3B — hidroxi — 18,19 — lup — 20(29- eno) (lupeol) (Figura 17).
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Figura 17. Estrutura de 6 ab 5 - Lupeol.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos no RMN *He ** Cpara 6 ab 5, em comparacdo com dados da literatura (*Reynolds et al, 1986:

®Wonhoff et al, 1970).

Sinal 1 o BCIHSQ
H & (ppm), multiplicidade, Lit. * & 4 CosY Cd HMBC 5c6ab5 Lit.® & ¢
T HD) (ppm)
1 1,56, a,m (H); 0,86, 0,91, 1,68 C2 (°J), €5 (%)), €25 () 38,8 38,7
2 1,56, m (2H) 1,54, q, 1.61, d 3 C1 Q) 27,4 27,4
3 3,20, dd (1H, 5,1 e 11,1 Hz) 3,18, dd 2 79,02 c24 (%), 23 (2J) 78,9 79.0
4 ) - 38,8 38,8
5 0,68d,J=9,15Hz 0,69, d C1 (°J), C6 (*J), C23, C24 55,2 55,3
6 1,29 a,m; 1,56 B,m 1,39, q, 1,54, d C5 (1)) 18,1 18,3
7 1,29, m (2H) 1,41, m C26 (%)) 34,3 34,3
8 - - 40,2 40,8
9 1,29, m (1H) 1,28, d C7(°J), C25(%)) 50,4 50,4
10 - - 37,2 37.2
17 | b2O.m (1'1)'5)1*38* d@H 1905 g, 1,42, d 21,9 20,9
12 1,07, m (1H), 1,62, m (1H) | 1,07, q, 1,68, d 25,2 25,1
13 1,65 m 1,67, t Cc27(°J) 37,9 38,0
14 - - 42,8 42,8
0,99, d (1H, 2,1), 1,88, t
15 (H, 2.4) 1,01,d, 1,71, t 27,4 27,4
16 1,49, m (2.4) 1,38,t, 1,49, d c28 () 35,5 35,6
17 - - 42,9 43,0
18 1,36, m (1H) 1,37, t 48,3 48,3
19 2,38, m (1H) 2,39, m 21 48,00 C29 (°J), C30(°J) 47,9 47,9
20 - - 150,8 150,9
3 2 2
21 | 1,34, m(1H), 1.92, m (1H) | 1,33, m, 1,93, m | 19 C30(). c21('J). C18(J), 29,6 29,7
C29, C20
22 1,18, .m ((11'?4))’ 1.39,am | 120, m, 1,42, m 40,0 40,0
3 2 3
23 0,98, s (3H) 0,98, s 28,00 C23 (), Cé‘g J) €5(Y), 27,9 27,9
24 0,77, s (3H) 0,77, s 15,36 C1 (%)), c5 () 15,4 15,3
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos no RMN *He ** Cpara 6 ab 5, em comparacdo com dados da literatura (*Reynolds et al, 1986:
*Wonhoff et al, 1970).

25 0,84, s (3H) 0,84, s 16,12 C1(°J), C5(°J) 16,0 16,1

26 1,04, s (3H) 1,04, s C7(°J), C8 (*J), C14 (*J) 15,4 15,9

27 0,96, s (3H) 0,97, s 14,50 C15 (%), €8 (%), C14 (*J) 15,4 14,5

28 0,80, s (3H) 0,79, s 18,01 C16 (°J), C17 (), 19 (J) 18,3 18,0

29 4.69.d (1H('1a;‘)' 458,dd | 469 m, 456,m | 30 109,31 c19 (%), c30 (%) 109,3 109,3
3 3

30 1,69, s (3H) 1,69, s 29 19,32 C19(J). €29 (V), 19,2 19,3

C20(2J)
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5.2.2. Elucidagéao estrutural de CCRFR2/11-16/16-18

Os tratamentos cromatograficos com a fracdo CCFR2/FR 11-16 (Ver
Materiais e Métodos pg. 34) forneceram um sélido cristalino, em forma de
agulhas, incolor, solivel em cloroférmio, denominado CCFR2/11-16/16-18.
O espectro de RMN *H (500 MHz) da substancia (Espectro 9, pg. 223),
obtido em CDCI3; mostrou um dupleto largo em & 5,36, com constante de
acoplamento de 4,92 Hz, sugerindo a presenca de hidrogénio olefinico
ligado ao carbono 6. O multipleto em & 3,56 pode ser atribuido ao
hidrogénio ligado a carbono carbindlico. Foram observados ainda sinais
entre & 0,69 e 2,32, caracteristicos de absor¢des de hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos. Estes sinais confirmam a presencga do [(3-sitosterol.

Os sinais de dois dupleto, em & 5,03, com J = 15,2 Hz e J = 8,5 Hz,
referente ao hidrogénio ligado ao carbono olefinico da posi¢do 23; e em &
5,16, com J = 15,2 Hz e J = 8,5 Hz, correspondente ao hidrogénio ligado ao
carbono olefinico da posicao 22, estes sinais confirmam a presenca do
estigmasterol.

O espectro de RMN 13 C obtido em CDCIl; apresentou 36 linhas
espectrais. Os sinais em 6 140,76 e 121,70 foram atribuidos aos carbonos
da ligacéo dupla entre C-5 e C-6 dos esterdides sitosterol e estigmasterol.
Foram observados em & 138,29 e 129,29 (Espectro 10, pg. 224) sinais
caracteristicos dos atomos de carbono da ligacao dupla entre C-22 e C-23,
do estigmasterol. Foi observado ainda um sinal em & 71,82 (Espectro 11,
pg. 224) atribuido ao carbono carbinélico C-3. A comparacdo dos dados
espectroscopicos obtidos com dados descritos na literatura (Goad, 1991),
permitiu confirmar que CCFR2/11-16/FR 11-16 tratava-se da mistura
constituida pelos esterbides sitosterol e estigmasterol, cujas estruturas
estdo mostradas na Figura 18. Os dados de RMN de 'H e *3C estdo

mostrados na Tabela 3 e 4, respectivamente.
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Figura 18. | — sitosterol; Il - estigmasterol.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos no RMN *H para CCFR2/11-16/FR 11-16, em comparagao

com dados da literatura (Ferreira, 2011).

H 6H - Sitosterol 6H (Ferrelra, 2011) 6H - Estigmasterm 6H (Ferrelra, 2011)
H-3 3,52 (M) 3,53 (M) 3,52 (M) 3,53 (M)
5,36 (d, J = 5,36 (d, J =
H-6 5,35 (d) 5,35 (d)
4,92 Hz) 4,92 Hz)
5,16 (dd, J= 5,16 (dd, J = 15;
H-22 - -
15,2; 8,5) 8,5)
5,03 (dd, )= 5,02 (dd, J = 15;
H-23 - -
15,2; 8,5) 8,5)
Me-18 0,68 (s) 0,68 (s) 0,70 (s) 0,70 (s)
Me-19 1,01 (s) 1,01 (s) 1,03 (s) 1,01 (s)
0,92 (d, J =
Me-21 0,92 (d, J = 6,5)
6,8)
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos no RMN **C para CCFR2/11-16/FR 11-16, em comparag&o
com dados da literatura (Ferreira, 2011).

Sc - siostersl Oc (Ferreira, 2011) c- Sc (Ferreira, 2011)
Estigmasterol
5 140,76 140,79 140,76 140,79
10 36,52 36,53 36,52 36,53
13 42,23 42,25 42,23 42,25
CH
3 71,82 71,83 71,82 71,83
6 121,70 121,73 121,70 121,73
8 - 31,90 - 31,90
9 50,16 50,17 50,16 50,20
14 56,78 56,80 56,88 56,90
17 56,08 56,09 55,98 55,99
20 36,15 36,17 40,47 40,49
22 - - 138,29 138,32
23 - - 129,28 129,27
24 45,87 45,88 51,24 51,26
25 28,25 28,93 28,25 29,71
CH»
1 37,27 37,28 37,27 37,28
31,69 31,70 31,69 31,70
4 42,33 42,34 42,33 42,34
31,92 31,93 31,92 31,94
11 21,11 21,11 21,11 21,07
12 39,79 39,81 39,70 39,71
15 24,31 24,35 24,31 24,38
16 29,20 29,20 29,20 29,20
22 33,97 33,98 - -
23 26,12 26,13 25,40 -

28 23,09 23,10 23,09 25,42
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CHs

18 11,87 11,88 11,99 12,00
19 19,40 19,41 19,40 19,41
21 18,79 18,80 18,79 21,23
26 19,82 19,83 19,82 19,83
27 19,04 19,06 19,04 19,00
29 12,06 12,07 12,06 12,26

As sub-fracbes CCFR3, CCFR4 e CCFR5 apresentaram perfil quimico
semelhante, porém mais complexo que a fracdo CCFR2, por este motivo
estas fracbes foram guardadas e o estudo quimico teve continuidade com

as sucessivas fragoes.

5.2.3. Elucidagéo estrutural de CCFR6/ 24-29 / P

A fracdo CCFR6/24-29/P (11 mg) foi isolado da fracdo CCFR6/24 29
(Ver Materiais e Métodos, pg. 39) sob a forma de cristais de cor amarela.

Para a obtencdo do espectro de massas, esta substancia foi injetada
ESI-MS e examinados o0s espectros de massa tanto em modo positivo
como negativo. De uma forma geral no modo positivo, foram observados
poucos ions, ao invés, em modo negativo o nimero de ions revelados foi
muito maior e em suficiente abundancia. Todos os ions de abundancia
mais elevada foram sujeitos a uma analise por MS/MS de forma a se obter
mais informacéao estrutural sobre a substancia em questao.

A analise do espectro de massa de ESI-MS, modo negativo (Espectro
12, pg. 225) revelou um ion a um valor de m/z igual 461 correspondente ao
pico ion pseudomolecular [M-H], depois de obtido o espectro por ESI-
MS/MS correspondente a este ion, analise dos fragmentos revelou a
presenca de m/z 446 referente a perda de uma metila (-CH3) [M-H-15]. O
valor em m/z 328 é referente as perdas de 2x (CHj3), 2x (O=CH,) e 1 X (CO)
[M-H-118] e em m/z 313, apresentou fragmentos referentes a perda de
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uma metila [M-H-15] (Espectro 13, pg. 225), 0os espectros obtidos a partir
da 3° ionizacdo (Espectro 14 e 15, pg. 226) forneceu picos que permitiu
deduzir que os ions com m/z 298 e 285 sao relativos a perda de um grupo
metila (-CH3z) [M-H-15] e um grupo carbonila (- CO) [M-H-28] .

O espectro de RMN de 'H (Espectro 16, pg. 227) mostrou a presenca
de apenas oito sinais sendo todos simples, os sinais de singletos em 6 3,88
(3H), 3,91 (3H), 3,95 (9H), 3,98 (3H), 4,00 (3H) e 4,10 (3H) foram
compativeis com a presenca de oito metoxilas na molécula. A classe da
molécula foi confirmada pela presenca de mais dois singletos (1 H cada)
em & 6,79 e 7,14 (Espectro 17, pg. 227), indicando a presenca de
somente dois hidrogénios em uma estrutura tipica de um nucleo de flavona
(Quijano et al, 1982).

Através da comparagcdo entre os dados espectroscopicos discutidos
anteriormente e os dados registrados na literatura (Tabela 5) chegou-se a
conclusdo que CCFR6/ 24-29 / P tratava-se do composto Agehoustina A (5,
6, 7, 8, 2, 3, 4, 5 — octametédxiflavona) (Figura 19), um metabdlito

secundario raro e isolado pela primeira vez na familia Rhamnaceae.

Figura 19.5, 6, 7, 8, 2', 3', 4', 5' — octametdéxiflavona - Agehoustina A

No Esquema 16, pg. 76, sdo propostas particulas responsaveis pelos
respectivos ions detectados no espectro de massas, esses fragmentos

confirmam a estrutura proposta.
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m/z 285

Esquema 16. Proposta de fragmentacdo e constituicdo dos ions compativeis com os valores

dos picos detectados nos espectros de massas de 5, 6, 7, 8, 2', 3', 4', 5' — octametoxiflavona.

Tabela 5. Deslocamentos quimicos no RMN *H para CCFR6/ 24-29 / P, em comparag&o com
dados da literatura (Quijano et al , 1982).

C O -ccrre/24-20/p O (Quijano et al, 1982)
2"-OCHs 3,98 () 3,08
3"-OCHs 3,95 (s) 3,95
4"-OCHs 3,95 (s) 3,95
5"-OCHs 3,95 (s) 3,95

6 6,79 (s) 6,88

2 7,14 (s) 7,13
5-OCHs 4.10 (s) 4,09
6-OCHs 3,91 (s) 3,01
7-OCHs 3,88 (s) 3,89
8-OCHs 4,00 (s) 3,99
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5.2.4. Elucidacgéo estrutural de CECFR2/4 7

O fracionamento cromatogréfico do extrato cloroférmico do cerne do
caule de A. amazonicus (ECCECAa) (Ver Materiais e Métodos, pg. 41),
resultou no isolamento de um sélido com aspecto de cristais incolores.
Esse sdlido é soluvel em cloroférmio e, apés analise em CCD e revelacao
com vanilina, apresentou-se com uma unica mancha, sendo rotulada de
CECFR2/4_7 (10,0 mg).

O espectro de RMN *H (Espectro 18, pg. 228), obtido com CDCl; a
500 MHz, mostrou a presenca de sinais em 6 0,88 (t) referente & absorcao
de hidrogénios de grupos metilicos (CHs3); 1,25 (m) referente a absor¢éo de
hidrogénios de grupos metilénicos (CHy); 1,63 (qd) referente ao H-3 e 2,34
(t) referente ao hidrogénio H-2 caracteristico de acido graxo saturado.

Analisando os dados do espectro de RMN **C (Espectro 19, pg. 229)
obtido em CDCI3; a 125 MHz foi possivel organizar a Tabela 6, na qual
constam os valores de 1 carbono metilico (CH3), 16 carbonos metilénicos
(CHy) e 1 carbono nao hidrogenado (C).

Tabela 6. Deslocamentos quimicos no RMN *°C para CECFR2/ 4_7.

c On Oc

1 - 179,72
2 234 (t J = 7,45 Hz) 34.02
3 1,63 (qd, J = 7,40 Hz) 31,97
4 1,25 (m) 29,73
5 1,25 (m) 29.73
6 1,25 (m) 29.73
7 1,25 (m) 29.73
8 1,25 (m) 29.73
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9 1,25 (m) 29,70

10 1,25 (m) 29,68
11 1,25 (m) 29,63
12 1,25 (m) 29,47
13 1,25(m) 29,40
14 1,25 (m) 29,28
15 1,25 (m) 29,10
16 1,25 (m) 24,72
17 1,25 (m) 22,73
18 0,88 (t, J = 6,56 Hz) 14,14

Estes dados juntamente com os dado de RMN *H permitiu a
identificacdo do acido esteérico (acido octadecandico) (Figura 20) isolado
do ECCECAa.

18

1
HsC 16 14 12 10 8 6 4 2 OH

Figura 20. Acido estearico

5.2.5. Elucidacéo estrutural de CECFR4_5/58 63

Este metabdlito foi isolado do ECCECAa apoés purificacdo da fracédo
CECFR4_5 (Ver Materiais e Métodos, pg. 43).

O espectro de massas de CECFR4 5/ 58 63 apresentou o ion
molecular em m/z 472, sugerindo uma férmula molecular C3yHs804. O

espectro apresentou ainda os picos em m/z 441, atribuidos a perda de um
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grupamento hidroximetileno, m/z 423, atribuida a uma consecutiva perda
de uma molécula de agua, m/z 395, atribuida a uma consecutiva perda de
um grupo carboxila (Espectro 20, pg. 229).

O espectro de RMN de *H (Espectro 21, pg. 230) de CECFR4_5/ 58 63
mostrou cinco sinais em 6 0,64, 0,72, 0,85, 0,98 e 1,63 ppm (3H, s Me-23,
24, 25, 26 e 30), sinais referentes aos grupos metilicos terciarios. Os sinais
em 0 4,67 e 4,55 ppm (1H, s), tipicos de hidrogénios vinilicos de sistema
triterpénico do tipo lupeno, foram atribuidos ao hidrogénios H-29 e H-29" do
grupo isopropenil, e ao grupo metil vinilico foi atribuido ao singleto em &
1,63 ppm. Ainda no espectro de RMN de 'H foi observado um duplo
dupleto em & 3,55 ppm (dd 1H, 5,0 e 11,3 Hz), o qual definiu a substituicdo
de C-3 por um grupo hidroxila, que foi disposto em 3 devido a magnitude
das constantes de acoplamento do hidrogénio carbinélico H-3. O multipleto
em & 2,25 ppm foi atribuido ao préton metinico em C-19. A presenca de
uma segunda hidroxila na molécula, foi confirmada pela presenca de dois
duplos dupletos em 3,96 ppm (dd 2H, 4,0 e 10,3 Hz) e em 4,25 ppm (dd
2H, 3,9 e 10,2 Hz) (Espectro 22, pg. 230), os quais foram atribuidos aos
hidrogénios H-28a e H-28b e sinais em & 1,23 e 1,96 referente a
desprotecdo nos hidrogénios H-16 e a mesma desprote¢céo foi percebida
nos hidrogénios H-22 pelos sinais 6 1,17 e 1,83. No espectro de RMN de
13C foi oservado um sinal em & 59,7 referente ao carbono metilénico
hidroxilado C-28.

O espectro de RMN de *C (Espectro 23, pg. 231), confirma a presenca
de 5 carbonos metilicos, doze carbonos metilénicos, 5 metinicos e 8
carbonos desidrogenados, prefazendo um total de 30 carbonos.

Andlise comparativa dos dados de RMN de 'H e **C deste metabdlito
com os previamente descritos para o lupeol e registros na literatura
(Brandao, 1991) (Tabela 7), possibilitou sugerir a estrutura 21 para
CECFR4_5/ 58 63, substancia ja descrita na literatura, como sendo o
acido 33, 28 — diidroxi-lup-20(29)-eno-27-0ico.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos no RMN *He ** C para CECFR4_5/ 58 63, em comparagdo com

dados da literatura (Brand&o, 1991).

. 'H & (ppm), . 8c CECFR .
Sinal muItipIicidg)dpe, )J (H2) Lit.3 4 5/58 63  tOc
1 1,57, a,m (H); 0,86, - 38.4 39,2
2 1,57, m (2H) - 271 276
3,55, dd (1H, 5,0 e
3 113 H2) 3,18 76,8 78.4
4 - - 385 39,1
5 0,67d,J=8,7Hz ; 55,2 55,7
6 1,28 a,m; 1,57 B,m - 18,5 18,4
7 1,28, m (2H) - 34,8 35,7
8 ; ; 40,9 41,6
9 1,28, m (1H) - 51,1 52,1
10 ; ; 37.0 37,2
1,19, m (1H), 1,39, m
11 (1H) - 20,7 21,2
1,07, m (1H), 1,63, m
12 (1H) - 256 253
13 1,69 m - 38,5 39,0
14 - - 553 56,2
15 - - 22,8 235
16 1,23, m, 1,96, m - 325 335
17 - - 46,5 46,6
18 1,37, m (1H) - 46,5 471
19 2,25, m (1H) 2,50, m (1H) 48,8 47,2
20 ; ; 150,3 151,0
1,35, m (1H), 1,93, m
21 (1 ; 30,3 30,8
1,17, B.m (1H), 1,83,
22 o (1H) - 37,0 375
23 0,85, s (3H) 0.8 28.0 281
24 0,64, s (3H) 0,60 15,7 15,7
25 0,72, s (3H) 0,95 16,2 16,5
26 0,98, s (3H) 1,15 15,8 16,6
27 - - 1773 1793
3,92/4,38
28 ; (dd, 59,72 60,2
J=12H7)
29  461M ((11':?) 455, M | 4 75/4.60 109,5 109,4
30 1,63, s (3H) 1,64, s (3H) 18,9 195
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Figura 21. Acido 3 B,28 diidroxi-lup-20(29)-eno-27-6ico.

5.2.6 Elucidacéo estrutural de Azul/ECCECAa

A substancia codificada como Azul/ECCECAa foi isolada do fracéo
CECFR6, conforme descrito na secdo Materiais e Métodos (pg. 47), e
apresentou uma massa correspondente a 5 mg. Realizou-se para esta
amostra somente experimentos de RMN 1D (*H e **C) e experimento
eletrospray modo negativo (ES-) devido a pouca quantidade isolada.

No espectro de RMN *H (Espectro 24, pg. 231) observou-se a presenca
de impurezas, mas foi possivel identificar dois dupletos em & 6,20 (J = 10,0
Hz, 1 H) e 6 7,86 (J = 10,0 Hz, 1 H), referentes aos hidrogénios H-3 e H-4
respectivamente, caracteristicos de cumarinas (Costa et al, 2012). Notou-
se também a presenca de dois singletos em & 6,77 e & 7,12
correspondente aos hidrogénios 5 e 8 e um singleto em & 3,91
correspondente a uma metoxila.

Com a anélise do espectro de RMN *3C (Espectro 25, pg. 232), verifica-
se a presenca de 8 carbonos, os quais possuem deslocamentos quimicos
em 57,0 (OMe), 104,14 (H-8), 107,0 (H-5), 110,14 (H-10), 112,73 (H-3),
144,0 (H-4), 148,0 (H-7) e 146,0. Para uma molécula pertencente a classe
cumarina era esperado a identificacdo do sinal de um carbono lacténico e
de um carbono ligado ao oxigénio. Estes carbonos sdo quaternarios e nao
foram possiveis de serem identificados no espectro de **C.

Para auxiliar na elucidagcdo da fragéo foi realizado o experimento de
espectrometria de massas (Espectro 26, pg. 232). O espectro de massa
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registrou alguns picos de menores intensidades em m/z 403 e m/z 459
relativo as impurezas presentes na amostra e o ion molecular em m/z 192,
compativel com a formula molecular C,0Hg04, através dos picos em m/z
176 e m/z 148 foi possivel confirmar a presenca de alguns grupos
funcionais que ndo foram identificados no espectro de RMN de **C.

No experimento de eletrospray modo negativo, verificou-se que a fracao
quando perde um proton estabiliza melhor a carga negativa provavelmente
pela possibilidade de ressonancia na molécula, sugerindo a presenca do
anel aromético, esta possibilidade de conjugacdo favorece a perda da
metila radicalar originando o pico em m/z 176, o ion registrado em m/z 148
€ relativo a migracdo do radical até o oxigénio da lactona, gerando um
radical estavel que apos sucessivas migracdes de carga, ha perda de CO,
sugerindo a presenca da lactona na estrutura da molécula conforme

demostrado na figura a seguir (Esquema 17).
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Esquema 17. Proposta de fragmentagdo e constituicdo dos ions compativeis com os
valores dos picos detectados nos espectros de massas de Azul/ECCECAa.
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Com as observacdes de RMN de 'H e *C em comparacdo com dados

da literatura (Selim et al, 2012) conforme descrito na Tabela 8 e propostas

de fragmentacdo pode-se confirmar que a fracdo codificada como

Azul/ECCECAa é correspondente a cumarina 6-hidroxi-7 metoxicumarina —

Isoescopoletina (Figura 22). Sendo pela primeira vez encontrada na

espécie A. amazonicus.

Figura 22. Estrutura da cumarina codificada como Azul/ECCECAa.

Tabela 8. Dados de RMN *H e RMN **C da cumarina Azul/ECCECAa em comparag&o

com dados da literatura.

L. 6H 6C 6H (Literatura) 60 (Literatura)
Posicao
2 - - - 161,8
6,20 (d, J= 6,72 (d, J=
3 112,73 1175
10,0 Hz) 9,5 Hz)
7,86 (d,J = 7,95 (d,J =
4 144,00 147,3
10,0 Hz) 9,5 Hz)
5 6,77 107,00 5,35 113,4
6 - 148,00 6,25d 143,6
7 - 146,35 - 146,2
OMe 3,91 57,00 3,79 56,1
8 7,12 104,14 6,80 104,2
9 - - - -
10 - 110,14 - 111,3

83



5.2.7Elucidagéo estrutural de PECC4

A substancia PECC 4, isolada do ECCECAa (Ver Materiais e Métodos,
pg. 48), apresentou caracteristicas de um solido cristalino e incolor apos
sucessivas lavagens com metanol. O espectro de massas (Espectro 27,
pg. 233) foi obtido a partir do espectrometro de massas com ionizac&o por
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI), modo positivo. Um sinal
foi relacionado ao ion protonado em m/z 457, correspondendo a férmula
molecular C3oHsg03. Os sinais de maiores intensidade em m/z 439 e 393
foram atribuidos a perda de uma molécula de agua, seguido da perda de
HCOOH, confirmando a presenca de um grupo carboxila na molécula. O
espectro de RMN 'H (Espectro 28, pg. 234) apresenta seis simpletos 3y
0,92, 0,64, 0,76, 0,86, 0,86 e 1,64 referentes a seis grupos metilas
(Espectro 29, pg. 234). Apresenta também um simpleto em &y 3,31 em
referéncia ao hidrogénio da carboxila e um dupleto em &4 4,68 e um
multipleto em &4 4,65 correspondentes a dois hidrogénios olefinicos
(Espectro 30, pg. 235). No espectro de carbono (Espectro 31, pg. 235)
sdo destaques sinais com deslocamento quimico em &¢ 177,13
correspondente ao carbono carbonilico de acido carboxilico (C-28), em &c
76,69 referente ao carbono carbindlico (C-3), em &¢ 109,51 atribuido ao
carbono metilénico (C-29) e em d¢ 150,20, correspondente ao carbono
vinilico (C-20). Os carbonos metilicos apresentaram deslocamentos
quimicos entre 14,29 (C-27) e 28,00 (C-23) ppm (Espectro 32, pg. 236).

Através da analise do mapa de contornos HMBC verifica-se que o sinal
de hidrogénio em &y 0,64 atribuido ao H-24 se correlaciona com 0s sinais
de carbono em &¢ 27,97 (C-2), 76,69 (C-3), 38,40 (C-4) e 55,32 (C-5). Ao
sinal de hidrogénio em &y 0,76, atribuido ao H-25, foi observada
correlagdes com os carbonos em &¢ 40,16 (C-9) e d¢ 36,63 (C-10). Estes
fatos permitem localizar a posi¢coes das metilas H-24 e H-25.

Continuando a analise do mapa de contornos HMBC, pode-se observar
que os sinais de hidrogénios olefinicos em &y 4,48 e 4,65 mostram
correlagdo com os carbonos em &¢ 18,85 (C-30) e 49,84 (C-19).
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Estas informacdes aliadas a comparagdo com os dados da literatura
(Tabela 9) e acrescidos das analises dos fragmentos obtidos no
espectrometro de massas permitiram propor a estrutura acido 3B-hidroxi-

28-carboxi-lup-20(29)-eno-dico (acido betulinico) (Figura 23).

Figura 23. Acido betulinico.
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Tabela 9. Dados de RMN *H e RMN **C da PECC 4, , em comparacdo com dados da literatura (Sharma et al, 2010).

*H & (ppm), 13
Sinal | multiplicidade, J Lit. 5 & CHSQC & HMBC 5c PECC 4 Lit. 5 ¢
(H2) (Ppm)

1 1,52, a,m (2H) - 38,17 - 38,17 39,0
2 1,43, m (2H) - 27,06 - 27,06 27,6
3 2,95, m 3,30 76,69 - 76,69 78,2
4 - - - - 38,40 39,1
5 - - - - 55,32 55,5
6 - - R - 17,87 18,4
7 1,37, m (2H) - 33,83 - 33,83 34,5
8 - - - - 40,16 40,8
9 - - - - 54,80 50,7
10 - - - - 36,63 37,3
11 - - - - 20,36 21,0
12 - - - - 24,99 25,7
13 - - - - 37,51 38,1
14 - - - - 41,91 42,5
15 - - - - 29,10 30,2
16 - - - - 31,62 32,9
17 - - - - 46,51 471
18 - - - - 48,45 48,1
19 - 2,30 - - 49,84 49,2
20 - - - - 150,20 150,1
21 1,80, m (2H) - - - 30,00 30,6
22 - - - - 36,24 37,0
23 0,92, s (3H) 0,93, s 28,00 - 28,00 27,9
24 0,64, s (3H) 0,75, s 15,64 C3 (%), €2 (), C4 (), C5 (*J) 15,64 15,5
25 0,76, s (3H) 0,82, s 15,69 c9(%J), C10 16,69 16,4
26 0,86, s (3H) 0,96, s 15,84 C7(°J), C14 (°J), C9(*J) 15,84 16,7
27 0,86, s (3H) 0,96, s 14,20 C7(°J), C14 (°J), C9(*J) 14,29 15,0
28 - - - - 177,13 182,3
29 4’62'5%,(|1,nH('11H;2)’ 4,70, m, 4,80, m 109,51 C30 (%), €17 (1) 109,51 109,3
30 1,64, s (3H) 1,64, s 18,85 C29 (%), C20(*J) 18,85 19,4

86



5.2.8Elucidagéo estrutural de PECC5

Da fracdo ECCECAa foram isolados 52,3 mg de um precipitado de cor
branca, apds sucessivas lavagens com metanol, codificado como PECC 5
(Ver Materiais e Métodos, pg. 48). O cromatograma obtido por CCD
mostrou uma unica mancha de coloragdo azul, apods revelacdo com
Komarowsky e aquecimento a 100°C, indicativo de uma substancia com
caracteristica triterpénica (Brandao, 1991).

Informacdes obtidas por espectrometria de massas por APCI ionizagao
quimica, modo positivo, forneceu a formula molecular C3oH460s. Na pégina
237 é apresentado o espectro de massas (Espectro 33) e as provaveis
vias de fragmentacao para o PECC 5. O espectro de massas do PECC 5
apresentou um sinal do ion molecular em m/z 487 [M + H], seguido de sinal
em m/z 469 [M + H] atribuido a perda de agua. O sinal intenso em m/z 423
[M + H] foi relacionado a proveniente perda de agua seguido da perda de
HCOOH, o sinal em m/z 425 [M + H] foi atribuido a perda H,O - CO, e 0
sinal em m/z 441 [M + H] sugeriram a perda de HCOOH. Estes dados
permitem concluir que a fragdo PECC 5 é um &cido.

Por meio dos espectros de RMN 'H e RMN '*C foram atribuidos os
deslocamentos quimicos e caracterizados os atomos de hidrogénio e
carbono que compdem a estrutura da substancia. O espectro de RMN *H
(Espectro 34, pg. 238) mostraram cinco sinais simples em & 0,75, 0,86,
0,93, 1,05 e 1,70 ppm, 3H para cada sinal integrado, correspondente aos
hidrogénios dos grupos metilas. Os sinais correspondentes a dois dubletos
em o 4,56 (dd, J=2.8e 1.3 Hz) e 6 4,68 (d, J = 2.1 Hz) foram relacionados
a dois hidrogénios geminais olefinicos (H-29a e H-29b), em campo mais
baixo devido a ligacdo com o carbono da dupla ligacdo, provocando forte
efeito de desblindagem (Espectro 35, pg. 238). Estes sinais somados ao
deslocamento do sinal do grupo metila em 6 1,70 foram caracteristicos de
hidrogénios pertencentes a um grupamento isopropenil, sugerindo um

triterpeno pentaciclico do tipo lupeno (Haque et al, 2006).
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Um sinal em 6 3.10 (dd J = 11.4 e 5.0 Hz) foi associado ao acoplamento
do hidrogénio em C-3 com os hidrogénios H-2 (H-2a e H-2b) (Espectro 36,
pg. 239), os valores calculados de J, indicaram uma configuracdo axial
para o hidrogénio metinico (Brandao, 1991).

O espectro de RMN *3C (Espectro 37, pg. 240) indicou a presenca de
trinta &tomos de carbono na estrutura de PECC 5, evidenciando a natureza
triterpénica da substancia. Desses sinais, dois em campo mais baixo, 6
179,25 e 180,19, foram associados a dois grupos carboxilicos (Brandao,
1991). Outros dois sinais em campo baixo desblindados em & 151,52 e
110,61 foram atribuidos a ligacdo dupla que apresentou um grupo
isopropenila, com deslocamentos quimicos especificos em & 19,45, 151,52
e 110,61 para os carbonos C-30, C- 20 e C- 19 (Haque et al, 2006). O
espectro apresentou um sinal caracteristico em & 79,88 de carbono
oxigenado. Este deslocamento foi compativel com a presenca de hidroxila
livre na posicao equatorial em C-3 do esqueleto lupénico (Branddo, 1991).
Os valores de deslocamento para C-1 (39,99 ppm) e C-5 (57,04 ppm)
indicaram um grupo hidroxila no mesmo plano, mostrando a interacao
desses carbonos e o deslocamento para o campo mais baixo (Carvalho et
al, 1998). Outro aspecto relevante no esqueleto lupénico de PECC 5 foi a
auséncia do grupo metila C-27 em o 14, presente no espectro de carbono
do lupeol. Nesta posicao foi evidenciado um grupo carboxila (Brandéo et al,
1991). Frente a todas as evidéncias e em comparagdo com dados da
literatura (Tabela 10) foi proposta para PECC 5 a estrutura do acido 3p —
hidroxi — 20 (29) — lup - 20(29) - eno - 27, 28 — diodico, acido melaléucico

(figura 24), ja isolado anteriormente de A. amazonicus (Brandéo, 1991).
29

23 24

Figura 24. Acido melaléucico. 88



Tabela 10. Deslocamentos quimicos no RMN **C para PECC 5 em compara¢&o com 0s
dados da literatura (*Brand&o, 1991; “Corréa, 2007).

Carbono 8c PECC 5 Lit. 25 ¢ Lit. ° 5 ¢
1 39,99 38,8 38,0
2 28,92 28,1 28,1
3 79,88 78,6 77,8
4 39,99 38,9 39,8
5 57,04 55,4 55,2
6 19,25 18,4 17,8
7 35,62 34,8 34,0
8 41,13 40,3 40,0
9 53,03 51,9 52,0
10 38,28 37,3 37,51
11 21,88 20,8 19,8
12 28,09 27,5 27,0
13 40,09 39,8 39,8
14 60,88 59,8 58,4
15 27,55 26,3 26,5
16 38,98 37,7 38,0
17 57,30 56,2 56,2
18 52,95 51,2 51,5
19 41,49 47,2 47,4

20 151,52 150,7 149,6
21 30,79 30,7 30,8
22 38,64 37,5 37,5
23 28,85 28,0 28,0
24 16,27 15,6 15,7
25 17,28 16,8 16,2
26 17,57 17,2 16,7
27 179,25 178,5 176,6
28 180,19 179,4 177,2




Tabela 10. Deslocamentos quimicos no RMN *°C para PECC 5 em comparagdo com 0s

dados da literatura (°Brand&o, 1991; ®Corréa, 2007).

29 110,61 109,7 109,8
30 19,45 19,1 18,5

5.2.9. Elucidacéao estrutural de CRF1/1_9

A substancia CRF1/1_9 (10 mg) foi isolada da fragdo CRF1 como um
solido branco soluvel em cloroférmio.

O espectro de RMN de 'H (Espectro 38, pg. 241) apresentou sinais em
d 0,76 a o 1,68 referentes as metilas, adicionalmente foram observados
sinais de hidrogénios vinilicos em 6 4,56 (dd) e & 4,69 (d;J =2,4 Hz)
referentes ao hidrogénio H- 29 da ligacdo dupla terminal. O duplo dupleto
em 6 3,18 (J = 5,4 e 10,8 Hz) é relativo ao hidrogénio carbindlico H-3, estes
acoplamentos indicaram a presencga de - configuracao.

Foram observados dois dupletos em 3,82 e 3,30 ppm, os quais foram
atribuidos aos hidrogénios H-28a e H-28b e sinais em & 1,21 e 1,92
referente a desprote¢éo nos hidrogénios H-16 e a mesma desprotecéo foi
percebida nos hidrogénios H-22 pelos sinais 6 1,01 e 1,83.

O RMN de 3C (Espectro 39, pg. 242) e o subespectro de DEPT 135°
(Espectro 40, pg. 242) apresentou sinais em ¢ 150,8 (carbono néo
hidrogenado) e & 109,6 (carbono metilénico) caracteristicos dos atomos
dos carbonos vinilicos C-20 e C-29, respectivamente, também foram
observados sinais em & 79,0, referente ao carbono carbindlico, e em & 60,6
referente ao carbono metilénico hidroxilado C-28, estes sinais apontam
para uma molécula triterpénica do tipo lupano proxima ao acido betulinico
diferenciando neste dltimo sinal apresentado. Os dados de RMN de *H de
CRF1/1_9 foram comparados com os dados da literatura para a betulina
(Figura 25) isolado da espécie Salacia cordata (Tito et al, 1992) e os dados
de RMN de *3C foram comparados com aqueles apresentados por Mahato
e Kundu (1994) (Tabela 11).
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Figura 25. Betulina.

Tabela 11. Dados de RMN *H e RMN **C da CRF1/1_9, em comparacdo com dados da
literatura (°Tito et al, 1992; ® Mahatu & Kundu, 1994).

1
- H & (ppm), . a b

Sinal multiplicidade, J (Hz) Lit. “5 u 6c CRF1/1_9 Lit. "5 ¢
_ 1,64, m (1H); 0,89,

1 1,56, a,m (H); 0,86, m (1H) 38,6 38,8

2 1,56, m (2H) 1,58, m 27,2 27,2
3,20,dd (1H,5,1e | 3,18,dd (1H;5,1¢e

3 11,1 Hz) 10.8) 9.0 8.9

4 - - 38,8 38,9

5 - 0,67, d (1H; 9,0) 55,3 55,3

6 - - 18,3 18,3

7 1,38, m (2H) 1,39, m (2H) 34,0 34,3

8 - - 41,0 40,9

9 - 1,26, m (1H) 50,4 50,4

10 - - 37,2 37,2
1,42, m (1H); 1,18,

11 - d (1H: 4.2) 20,9 20,9
1,63, m (1H); 1,05,

12 - m (1H) 25,2 25,3

13 - 1,62, m (1H) 37,3 37,3

14 - - 427 42,7
1,68, m (1H); 1,04,

15 - d (1H: 2.7) 27,0 27,0
1,92, m (1H); 1,20,

16 - d (1H:4.2) 29, 2 29,2

17 - - 47,8 47,8

18 - 1,57, m (1H) 48,8 48,8

19 - 2,38, m (1H) 47,6 47,8

20 - - 150,8 150,6
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Tabela 11. Dados de RMN *H e RMN **C da CRF1/1_9, em comparacdo com dados da
literatura (°Tito et al, 1992; ° Mahatu & Kundu, 1994).

21 1,91, m (2H) 1,95, m (2H) 29,8 29,8
1,84, d (1H; 3,3);
22 - 1,02, m (1H) 34,3 34,0
23 0,97, s (3H) 0,97, s 28,0 28,0
24 0,78, s (3H) 0,76, s 16,0 15,4
25 0,83, s (3H) 0,82, s 16,1 16,1
26 1,03, s (3H) 1,02, s 15,6 16,0
27 0,98, s (3H) 0,98, s 14,8 14,8
3,8,dd (1H; 3,5€ 3,78,dd (1H; 39 e
28 10,5); 3,34, dd (1H; | 10,2); 3,31, dd (1H; 60,6 60,2
3,5e10,7) 3,0 e 10,8)
4,68, d (1H, 1,72), 4,68, m (1H), 4,58,
29 4,58, m (1H) m (1H) 109,6 109,6
30 1,68, s (3H) 1,68, s 19,1 19,1

5.3. Substancias isoladas de V. cayennensis

5.3.1. Elucidacgéo estrutural de ECFVc 4_5/24 25/P

Esta substancia foi isolada do extrato ECFVc, precisamente da sub-

fracdo ECFVc 4_5, a partir de fracionamentos em CC (Ver Materiais e

Métodos, pg. 55). A substéncia foi isolada na forma de um sélido

esverdeado.

A figura 26 mostra o espectro de massas em full scan apresentando os

ions precursores da molécula desprotonada ([M-H]) de ECFVc

4 5/24 25/P, juntamente com as fragmentacbes obtidas de segunda
ordem (MS/MS).
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Figura 26. Espectro de massas de primeira ordem, em modo full scan, juntamente com fragmentacdo em
segunda ordem do ion precurso de m/z 459, de ECFVc 4_5/24 25/P avaliado em modo negativo.

A presenca de um pico majoritario com m/z de 459 daltons € compativel
com a férmula molecular CgzoH3s04. Notamos a presenca de sinais
referentes as perdas de trés grupos 2-metil-prop-1-enila (m/z 56 daltons),
em m/z 403, 347 e 317 daltons (Esquema 18).
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CH,
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Esquema 18. Proposta de fragmentagéo e constituicao dos ions compativeis com os valores dos

picos detectados nos espectros de massas de ECFVc 4_5/24 25/P.
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No espectro de RMN *3C é possivel observar a presenca de trinta sinais
de carbono, nos quais foram observados os seguintes grupamentos 7
metilas, 4 metilenos, 4 metinos e 15 carbonos quaternarios, incluindo o
carbono carbonilico em & 192,16. O espectro de RMN de *H (Espectro 41,
pg. 243) revela dois sinais simples em & 12,59 e 6 13,23 referentes aos
grupamentos hidroxila formando ligacdo de hidrogénio com a carbonila
(Espectro 42, pg. 243), dois hidrogénios aromaticos a 6 6,75 (1H, s) e &
2,3 (2H, s) ppm, um grupo metila ligado ao anel aromatico em & 1,81 (3H,
d, J = 4,8 Hz, acoplamento a longa distancia), adicionalmente se observa e
um sinal simples reduzido em & 6,76 referente ao hidrogénio endlico H-2, o
aparecimento de um sinal em & 6,29 relacionado ao CH, da forma cetbnica
(Espectro 43, pg. 244). Os deslocamentos quimicos, em campo mais alto,
das hidroxilas queladas sao caracteristicos de uma estrutura 1,8 —
diidroxiantrona (Pinheiro et al, 1984). O espectro de RMN de *H também
mostra ressonancias caracteristicas de trés fragmentos do grupo 3,3-
dimetilalil; trés tripletos para aos hidrogénios olefinicos em 5 4,89 (1H, t, J=
6,6 Hz), 6 5,0 (1H, t, J=6,6 Hz) e 6 5,26 (1H, t, J=7,2 Hz) (Espectro 44, pg.
244), um dupleto em & 3,50 (2H, d, J=7,07 Hz) e dois duplos dupletos para
os protons de dois metilenos em & 3,35 (Ha, Ha’, dd, J = 6,3 e 14,52 Hz) e
3,38 (Hb, Hb’, dd, J= 6,31 e 14, 52 Hz) (Espectro 45, pg. 245) e cinco
singletos para metilas olefinicas em 6 1,85, 1,78, 1,72, 1,70 e 1,54.

Na analise do espectro de HSQC foi possivel identificar a correlacao dos
protons equivalentes, do grupo metileno da cadeia dimetilalil em 6 3,36 € &
3,38 com os carbonos em ¢ 27,35 e 24,36, respectivamente. Um padrao de
conectividade similar apareceu para outra cadeia lateral em & 3,50 que
correlaciona com o carbono em & 21,84 (Espectro 46, pg. 246).

Por ultimo, o espectro HMBC, que indica informacdes de conectividade a
larga distancia H-C, mostra a correlacdo entre o hidrogénio endlico (H-2)
em 6 6,29 com o C-3 (160,8 ppm), C-4 (117,04 ppm), C-9a (111,9 ppm) e

uma correlacdo a distancia com o C-10 (20,90 ppm) (Espectro 47, pg.
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247), correlagdes do H-8 com C-8 (113,7 ppm), e H-1 com C-1 (160,9
ppm), C- 3 (160,85 ppm) e C-4 (117,04 ppm).

As demais correlacbes obtidas (Tabela 12), juntamente com os dados
de massas, RMN de 'H, Dept 135° e RMN de **C permitiram propor a
estrutura de um antrone 1,3,8 triidroxilado. Em 1984, Pinheiro e
colaboradores publicaram um trabalho sobre o isolamento de alguns
antranoides prenilados, dentre eles estdo o composto Y — hidroxi antrone B,
isolado dos frutos de V. Japurensis, esta molécula é semelhante com a
ECFVc 4 _5/24 25/P diferenciando em um grupo dimetilalil, que no caso da
Y - hidréxi antrone B € substituida por um cadeia 3 hidroxi-metil-but-2-enil.
Anos mais tarde, linuma e colaboradores (1995) isolaram da espécie
Haruanga madagascariensis uma substancia com os deslocamento
quimicos semelhantes a subtancia ECFVc 4 _5/24 25/P, incluindo a
presenca de trés grupos dimetialil, tal substancia foi isolada pela primeira
por esse grupo de pesquisa e identificada como 1,3,8 triidroxi-4,5,7-
triisoprenil-7-metil-antrone (harunganol B) (Figura 27).

E a primeira vez que harunganol B ¢ isolada da espécie V. cayennensis,

assim como € o primeiro registro desta substancia no género Vismia.
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Tabela 12. Deslocamentos quimicos de RMN de *H e **C e as principais correlacdes

observadas no espectro de HMBC de ECFVc 4_5/24 25/P, em CHCIs-dg (linuma et al, 1995).

'H & (ppm), multiplicidade,

Sinal 3 (H2) 13C & (ppm) Lit. & ¢ HMBC
1 13,23 160,9 164,8 C1,C-3,C-4
2 6,75 s (1H); 6,29 s (2H) 109,3 102,1 C-3, C-4, C-9a, C-10
3 - 160,8 163,5
4 - 117,04 119,0
4a - 145,7 143,0
5 - 128,29 129,6
6 - 145,8 145,7
7 - - 127,4
8 12,59 159,9 160,0 C-8
8a - 113,7 113,8
9 - 192,1 193,9
9a - 111,9 110,1
10 2,3 s (2H) 20,90 28,1 C-4, C-4a, C-5
10 a - 135,9 137,4
11 | 3,36 dd (2H; 6,31 e 14,52) 27,35 24,5 C-4,C-12, C-3
11" | 3,38dd (2H; 6,31 e 14,52) 24,36 24,5 C-10a, C-12’, C-3
12 4,91t (1H; 6,6) 121,25 122.3
12’ 5,0 t (1H; 6,6) 121,25 122,3
13 - 133,12 132,0
13’ - 133,12 132,0
14 1,72 s (3H) 25,62 25,5 C-15, C-12
14' 1,78 s (3H) 25,71 25,5 C-12', C-13', C-15',C-21
15 1,85 s (3H) 17,97 17,7 C-14, C-12
15’ 1,85 s (3H) 17,97 17,7 C-12’, C-13’, C-14', C-21
16 3,5d (2H; 7,07) 21,84 25,1 C-8, C-17
17 - 121,18 122.4
18 - 133,82 131,8
19 1,70 s (3H) 25,62 23,8 C-17, C-18
20 1,85 s (3H) 17,94 16,1 C-18, C-17
21 1,81 d (3H; 18,01) 18,01 19,0 C-5, C-11'
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Figura 27. 1,3,8 triidroxi-4,5,7-triisoprenil-7-metil-antrona (harunganol B). Correlacdes

observadas no espectro de HMBC.

5.3.3. Elucidacéo estrutural de ECFVc 6_8

A substancia ECFVc 6_8 foi obtida do extrato cloroférmio dos frutos
como um solido em formato de branco em agulhas, com ponto de fusdo
266 — 271°C (Ver Materiais e Métodos, pg. 56). A analise de ECFVc 6_8
por CCD — gel de silica, utilizando como eluente a mistura de solventes
Hex/Ac 7:3, apresentou teste positivo ao reagente de Lieberman Burchard,
com coloragdo roxa caracteristica de triterpenos pentaciclicos (Mattos,
1998).

O cromatograma de ECFVc 6_8 obtido por cromatografia gasosa
acoplado ao espectrometro de massas (CG/EM), registrou apenas um sinal
de tempo de retencdo de 49,29 min, sugerindo a presenca de um unico
constituintes. O espectro de massas, obtido por impacto de elétrons
apresentou um sinal relacionado ao ion molecular em m/z 426 (M**) com

baixa intensidade, compativel com a férmula molecular CzoHs00. O
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espectro apresentou também, entre outros, os fragmentos de m/z 69 (M+s-

357) (100%) atribuido ao rearranjo de McLafferty com formacdo de um

fragmento caracteristico R—C=0". Os demais fragmentos do espectro

de massa observados foram caracteristicos de triterpenos da série dos

fridelanos (Klass et al, 1992).

A andlise do espectro de hidrogénio (Espectro 48, pg. 248), obtido a

500 MHz em cloroformio deuterado, apresentou 0s seguintes

deslocamentos quimicos:

. Oito sinais simples atribuidos aos deslocamentos em 6 = 0.73,

0.87, 0.88, 0.95, 1.00, 1.01, 1.05 e 1.18 com integracao relacionada a 3H,

para cada sinal integrado. Sendo sete sinais de grupo metila ligados a

carbonos quaternarios e um ao hidrogénio terciario;

. Um sinal duplo sobreposto (CH3;CH) em 0,88 (J = 6,5 Hz), o qual
apresentou acoplamento com um sinal de quarteto em 2,24 (J = 6,5 Hz)
(Espectro 49, pg. 249);

¢ Sinais multiplos em & 1,30 — 2,36 regides caracteristicas de hidrogénios
aliciclicos (Silverstein, 2000), destacando-se dois duplos — dubletos em & 2,39
(J = 13,7, 5,0 e 2,0 Hz) referente ao H — 2 na posicdo equatorial (Almeida,
2007). O valor de J = 13,7 corresponde ao acoplamento geminal entre H-2ax e
H-2eq e os valoresde J=5,0e

. 2,0 Hz correspondentes ao acoplamento vicinal axial — equatorial
e equatorial - equatorial dos hidrogénios de C — 1 e C - 2 (Espectro 50, pg.
250) (Silverstein, 2000).

. O sinal em & 2,29 deveria ser observado dois duplos — dubletos
referente ao H — 2 na posigdo axial, porém a dificil visualizagdo ocorreu devido
a sobreposicao com os sinais em 6 2.24 (Duarte, 2000).

Em 6 1,68 foi verificado sinais de duplo-dubleto referentes ao acoplamento
vicinal axial — axial (J = 13.0 e 5.0 Hz) entre H-2ax e H-1lax (Espectro 51, pg.
251) (Silverstein p. 173, 2000).

O espectro de RMN *3C (Espectro 52, pg. 252) mostrou a presenca de 30

sinais, relacionados a 8 CH3, 11 CH,, 4 CH e 7 carbonos quaternarios, pela
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técnica DEPT (6 = 135° e 90°) (tabela 3, p. 59). Os deslocamentos quimicos
em o 28,16, 30,50, 37,45, 38,30, 39,70, 42,14 e 213.9 sugerem que a
substéancia possui esqueleto friedelano (Klass et al., 1992). A presenca de um
carbono carbonilico foi confirmada através do deslocamento quimico em
213,9.

No espectro 53, pg. 253 estéo identificados os espectros de DEPT 135 e
90 que permitiram distinguir entre os grupos CHs, CH, e CH. Os sinais para
cima de DEPT 135 mostram os grupos CH; e CH, os sinais de DEPT 90
mostraram o grupo de CH, aqueles nao identificados no DEPT 90 foram
relacionados aos carbonos quaternarios.

Com base nos resultados obtidos e por comparagao com aqueles descritos
na literatura (Tabela 13), a substancia codificada como ECFVc 6 _8 foi

identificado como o triterpeno pentaciclico fridelina (Figura 28).

Figura 28. Estrutura da Friedelina.
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Tabela 13. Comparacao dos dados de RMN de 'H e ** C da amostra ECFVc 6_8 com 0s

dados da literatura (*°Duarte, 2000; ®Klass et al 1992).

oc ECFVc ) ) b
Carbono 5 8 DEPT | Lit.? & 84 ECFVc 6_8 Lit.® 84 | Lit.® d 4
1 22,28 CH; 22,31 1,95m 1,96 m 1,96
2,39 m;
2,39 dd (Heq; J = 13.7;
H2a 2,39
2 41,53 CH; 41,56 5.0; 2.0)
2,28 m; 2,28
2,29 m (H ax)
H2b
213,9 C=0 212,98 - - -
58,21 CH 58,30 2,24 (g9, J=6,5) 2,28 m 2,25
5 42,14 C 42,17 - - -
1,76 (dd, Heq; J = 8.4,
1,75;
6 41,27 CH; 41,38 2.7) -
1,28
1,27 (m, Hax)
1,49;
7 18,23 CH; 18,29 1,45 (m) -
1,37
8 53,09 CH 53,18 1,37 (m) - 1,39
9 37,45 C 37,52 - - -
10 59,45 CH 59,58 1,55 - 1,53
1,46;
11 35,61 CH; 35,69 1,38 (1H;m) -
1,26
1,34;
12 30,50 CH; 30,55 1,35 (1H;m) -
1,34
13 39,70 C 39,77 - - -
14 38,30 C 38,37 - - -
1,46;
15 32,41 CH; 32,50 1,27 (m) -
1,27
1,57,
16 35,99 CH; 36,08 - -
1,36
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17 29,99 C 30,05 - - -
18 42,76 CH 42,90 - - 1,56
1,38;
19 35,33 CH> 35,40 1,37 (1H;m) -
1,20
20 28,16 C 28,20 - - -
1,51;
21 32,75 CH> 32,86 1,51 (m) -
1,30
1,50;
22 39,25 CH> 39,30 1,48 (1H;m) -
0,94
0,86d
23 6,84 CH3 6,81 0,88 d (6,5) 0,87
(7.8)
24 14,66 CHs 14,68 0,73 (3H, s) 0,71 s 0,71
25 17,95 CH3 17,97 0,87 (3H, s) 0,85s 0,86
26 20,26 CH3 20,27 1,00 (3H, s) 1,00 s 1,00
27 18,68 CHs 18,66 1,05 (3H, s) 1,05s 1,05
28 32,09 CHs 32,13 1,18 (3H, s) 1,17 s 1,17
29 35,03 CH3 35,03 1,01 (3H, s) 1,00 s 1,00
30 31,78 CHs 31,81 0,95 (3H, s) 0,95s 0,95

5.3.3. Elucidacéo estrutural de ECFVc 9_12/9 19P

A analise do espectro de hidrogénio em solvente de cloroférmio
deuterado de ECFVc 9_12/9 19P permitiu as seguintes observacdes: um
simpleto para um grupo metil aromatico em & 2,43, a presenca de 3 sinais
simples em o6 15,77, 11,93 e 10,03 (Espectro 54, pg. 254), seus
deslocamentos quimicos em campo baixo parecem indicar a presenca de
hidroxilas fendlicas, o sinal de simpleto em & 11,93 é tipico de hidroxila
aromatica quelada a carbonila (MOREIRA et al, 2006), e a presenca de

dois moléculas dimetilalil pelo dupletos em 6 3,50 (1H, dd, J=5,1 e 8,2Hz) e
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6 3,48 (1H, dd, J=4,9 e 8,5 Hz). O conjunto de trés multipletos (Espectro
55, pg. 255), todos integrando um hidrogénio, em 6y = 6,99, 7,04 e 7,14 é
caracteristico de hidrogénios aromaticos com padrées de acoplamento do
tipo orto-meta, orto-orto e orto - meta (Moreira et al, 2006), foi observado
um sinal simples em & 5,35 referente a um préton vinilico em ressonancia
(Kouam et al, 2010).

O forte deslocamento quimico de um dos grupos hidroxil (6 15,77) junto
com a presenca de um grupo metil aromatico sdo caracteristicos para
derivados do 8,9-diidroximetil-antrona (Kouam et al, 2010).

O espectro de RMN *3C indicou a presenca de dois metilenos (5 40,6 e
40,6), seis metinos (6 131,7, 117,8, 114,5, 118,2, 125,2, 125,2), cinco
grupos metilas (6 22,7, 25,0, 25,0, 25,0, 25,0) e doze -carbonos
quaternarios (50,2, 110,9, 191,1, 115,8, 118,8, 122,5, 136,4, 136,4, 136,4,
139,3, 153,9,161,5), sendo que um foi descrito ao carbonil (191,1).

Os dados de RMN 'H e RMN *3C (Espectro 56, pg. 256) listados na
tabela abaixo quando comparados com os da literatura (Delle Monache et
al, 1980) confirmaram a caracterizagédo de 3,11,13-4,4-triisoprenil-9-metil-
antrone (vismina) (Figura 29), substancia que pertence ao grupo das
ferrugininas da classe de antrandides prenilados.

Os dados de RMN *3C foram atribuidos de acordo com os presentes na

literatura para vismina (Nicoletti et al, 1982) (Tabela 14).

CHj

FIGURA 29. Estrutura da substancia ECFVc 4_5 - Vismina
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TABELA 14. Comparacéo dos dados de RMN de ‘H e *C da amostra ECFVc 4_5 com o0s

da literatura.

RMN 'H RMN °C
Dados da Dados do
Dados do Iiteratur% em espectro em
espectro em CsDsN e CDCls (8)
H CDCl; () Acetona-ds C
(d)

1 - - 1 1911
2 535,s 5,80, s 2 131,7
3 9,72, s 9,80, s 3 161,5
4 - - 4 50,2

5 - - 5 136,4
6 7,01, s 7,0, s 6 117.,8
7 - - 7 118,8
8 6,71, s 6,60, s 8 114,5
9 - - 9 122,5
10 7,19, s 7,35, s 10 118,2
11 15,64, s 16,10, s 11 139,3
12 - - 12 110,9
13 11,93 - 13 153,9
14 - - 14 115,8
15 3,2-2,6, m 3,3-2,7, m 15 40,6
15’ 3,2-2,6, m 3,3-2,7, m 15 40,6
16 5,10, t 4,67,1 16 125,2
16 5,10, t 4,67,1 16 125,2
17 - - 17 136,4
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17 - - 17 136,4
18 1,59, s 1,43, s 18 25,0
18" 1,59, s 1,43, s 18" 25,0
19 1,59, s 1,43, s 19 25,0
19° 1,59, s 1,43, s 19 25,0
20 2,44, s 2,31, s 20 22,7
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5.4.Avaliacao dos extratos polares por LC-MS

Varios métodos cromatograficos, como cromatografia camada fina
bidimensional e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), podem ser
utilizados para determinagcéo da composicdo das saponinas de uma matriz
vegetal, porém é necessaria a utilizacdo de meétodos de deteccéo
diferentes do UV-Vis (ultravioleta visivel), ja que a auséncia de cromoforos
em saponinas, sO permite sua detec¢éo entre 200 e 210 nm, o que limita os
solventes disponiveis para a fase mével (Oleszek et al, 2002).

Assim o uso de técnicas hifenadas, associando CLAE com
espectrometria de massas, ou até espectrometros de massas em
sequéncia (MS/MS), comecou a ser mais frequente para andlise de
saponinas (Wu et al, 2010).

A espectrometria de massas € baseada na ionizacdo de um composto,
gue em seguida é separado com base da razdo massa/carga (m/z), e 0
namero de ions que correspondem a cada unidade de m/z é registrado na
forma de um espectro. Na espectrometria de massas em sequéncia
MS/MS, um ion € selecionado na fragmentacdo inicial, e se fragmenta
novamente, gerando ions filhos, obtendo informacfes estruturais da
molécula, permitindo assim o uso de amostras complexas sem uso prévio
de técnicas cromatograficas (Silverstein et al, 2006). Partindo deste
principio, nos extratos polares (previamente tratados) foram obtidas
informacdes sobre a estrutura das saponinas presentes nas amostras.

Na figura 30 encontra-se o cromatograma obtido por CLAE para o
EECRAa e espectros de UV. Observa-se um pico principal no tempo de
retencdo 24,30 min, com espectro de UV caracteristico de flavonoide,
contendo dois maximos de absorcdo devidos ao nucleo da benzopirona:
um entre 240-285 nm (banda Il) e outro entre 300-400 nm (banda I). Em
geral a banda Il é atribuida a absorcao do anel A e a banda | devido ao anel
B (Zuanazzi, 2001). Entre 40,30 e 48,13 min foram observadas absorc¢oes
no UV em comprimentos de ondas baixos, indicando se tratar de

substancias sem grupos cromoforos. Essas substancias néo foram
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detectadas em A 254 nm confirmando a possibilidade de se tratar de

triterpenos ou saponinas (Oleszek, 2002).
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FIGURA 30. Cromatogramas e espectros no UV do EECRAa

A comparacao dos tempos de retencdo com os dados do ESI (-) MS,
permitiu aferir a classe saponinas como a classe majoritaria no extrato
EECRAa, uma vez que as saponinas sao substancias de elevada massa
molecular (600-2000 u.m.a) (Figura 31).

Tr 24,31 min Tr 40,31 min
595.1677 597.1847

1195.3763
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FIGURA 31. Espectro de massas do EECRAa (extrato etandlico das cascas das
raizes de A. amazonicus).

As amostras codificadas como CMR, CMQ, EECCAa, EECERAa e
EECECAa, apresentaram perfil quimico semelhante ao EECRAa, ou seja,
com poucas substancias detectadas no comprimento de onda a 254 nm e a
maioria detectadas nos comprimentos de onda entre 200 e 210 nm (Figura
32).

Os espectros de massas apresentaram valores entre 600 e 1800 u.
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FIGURA 32. Cromatogramas e espectros dos extratos etandlicos e aquosos de A. amazonicus: EECERAa
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O extrato CMB (cha método brandao) apresentou um excelente perfil
cromatografico (Figura 33), permitindo combinar o tempo de retencédo das
substancias com os dados de absorcdo no UV. Através destes espectros foi
possivel identificar a presenca de saponinas e de compostos fendlicos na
amostra.

A técnica forneceu, também, informacdes sobre o ion molecular e
fragmentos caracteristicos que possibilitaram identificar as estruturas de

saponinas.
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FIGURA 33. Cromatograma de HPLC do extrato CMB.

Os espectros das substancias nos Trs 5,83, 6,17 e 7,45 apresentaram
bandas de absorcao condizentes com as de saponinas. A mesma classe
foi identificada nos Trs 21,03, 23,58, 25,48, 28,09, 29,62, 29,99, 31,26 e
31,73 (Figura 34). Os outros picos, de maior amplitude, apresentaram

absorc¢des caracteristicas de substancias fendlicas.
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Figura 34. Espectros de UV, referente aos picos de 1 a 6, de CMB.

A substéncia 3 com T, de 23,58 minutos, exibiu o ion molecular
desprotonado [M-H] em m/z 851 (C4sH72015). A fragmentacdo de
segunda ordem (EM/EM) de m/z 851 gerou o0s ions em m/z 641,
referente a perda de uma ramnose [M-H-146], juntamente com —CH3CO

[M-H-43] °, uma molécula de agua e 4H, constituindo uma perda total de
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210 daltons. Eliminagéo posterior de glicose, [M-H-210 -162] conduziu
ao pico m/z 479 [M-H] (Figura 35).

479.3236

l

641.4565

ke

851,3794
|

Figura 35. Espectro de MS/MS de CMB.

Os padrbes de fragmentacdo foram atribuidos a saponina 3-O-B-D-

glucopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-15a-acetil-ampelozigenina (Figura

36), ja isolada da espécie A. amazonicus (Brandao et al, 1993).

Nos demais espectros de massa foram possiveis identificar valores de
m/z 943, 957, 1001, 1005, 1017, 1019, 1029, 1043, 1059, 1143 e 1161. No

entanto, a investigacdo das estruturas por MS/MS, em comparacdo com

dados da literatura, ndo foram suficientes para afirmar as estruturas das

substancias, o isolamento e a identificacdo por RMN de 'H e *C se fazem

necessarias.

OH

HO

HO

Figura 36. 3-O-B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosil-15a-acetil-

ampelozigenina.
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6. FARMACOLOGIA

6.1. A Malaria

Atualmente, a malédria € uma das infec¢cbes mais devastadoras do
mundo, isso porque cerca de 3,3 bilhdes de pessoas - metade da
populacdo mundial — vivem em areas com risco de transmissao. De acordo
com dados recentes da OMS, em 2010 ocorreram cerca de 216 milhdes de
casos com aproximadamente 655.000 mortes (WHO, 2012). Anualmente,
243 milhdes de novos casos sdo informados e aproximadamente 1 milhdo
de mortes atingindo, principalmente, criancas com idade menor que 5 anos
sao registrados (WHO, 2011).

Malaria é causada por parasitas do género Plasmodium cujo ciclo de
vida envolve hospedeiros vertebrados. Quatro espécies de Plasmodium
causam malaria em humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malarie e P. ovale.
Destes, P. falciparum é o responsavel pela maioria das mortes (WHO,
2012). Parasitas causadores da malaria sao transmitidas por mosquitos
fémeas pertencentes ao género Anopheles. O ciclo do parasita é dividido
dentro de trés diferentes fases — uma no mosquito (o ciclo esporogbnico) e
dois no hospedeiro humano: o ciclo eritrocitario (em células vermelhas
humanas) e o ciclo exoeritrocitario (fora das células vermelhas) (Figura
37).
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FIGURA 37 — Ciclo de vida das espécies de Plasmodium.
Fonte: Franca et al, 2008.

Os gametdcitos macho e fémea do parasita sao ingeridos pelo mosquito
guando ele se alimenta do sangue do homem, e eles formardo gametas
machos e fémeas dentro do estbmago do mosquito. Ambos 0s gametas se
fundem, gerando os zigotos que podem se mover e eles sdo chamados de
oocinetos. O oocineto penetra a parede do estbmago do mosquito e torna-
se um oocisto redondo (Figura 38 a). Dentro do oocisto, o nucleo divide-se
repetidamente com a formacdo de um largo numero de esporozoitos
(Figura 38 b). Quando os esporozoitos sao totalmente formados, os
oocistos rompem-se, liberando os esporozoitos dentro da cavidade do
corpo do mosquito (hemocele). Os esporozoitos migram para as glandulas
salivares de onde eles podem ser inoculados para dentro do hospedeiro
humano. O tempo necessario para o desenvolvimento dos esporozoitos,
variam com a temperatura, humidade e em menor grau com as espécies do

parasita da malaria, mas geralmente é de cerca de 8-15 dias.
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O ciclo humano comega com a inoculacdo dos esporozoitos (0 estagio
infectivo do Plasmodium) que infecta células hepéticas. Ao longo de um
periodo de 7-12 dias, os parasitas multiplicam-se até que as células
hepética rompem-se (ciclo exoeritrocitario). Entdo os parasitas (merozoitos)
(Figura 38 c) séo liberados dentro da corrente sanguinea e invadem as
células vermelhas onde eles se multiplicam novamente. As células
vermelhas infectadas sdo destruidas, os parasitas invadem novas células

sadias e o ciclo é repetido (Knell, 1991).

FIGURA 38. A — Oaocisto. B — Oocisto com largo nimero de esporozoitos e C — Esquizonte
contendo numerosos merozoitos.
Fonte: Culleton, 2005.

Durante o estagio eritrocitario o parasita degrada 70% da hemoglobina
dentro das células vermelhas. A degradacdo da hemoglobina ocorre dentro

de um compartimento acidico do parasita conhecido como vacuolo
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alimentar, desta forma é liberado uma porgéo protéica (globina) e a heme
(complexo ferro-porfirina). Cerca de 30% ou mais da globina é digerida pelo
parasita e usada como fonte de aminoacido para sintese de suas proprias
proteinas (Costa et al, 2007).

Heme livre (Fe®*) é uma molécula lipofilica, ela pode facilmente
intercalar na membrana e causar mudancas na permeabilidade da
membrana, organizacao lipidica e induzir a peroxidacdo lipidica da
membrana do parasita (Ryter et al, 2000). Desta forma este residuo gera
espécies reativas de oxigénio (ROS) e pode induzir ao estresse oxidativo,
levando o parasita a morte (Kumar et al, 2007). No entanto, o parasita
possui eficientes mecanismos de desintoxicacdo com o auxilio da enzima
heme polimerase (Costa et al, 2007), formando um composto inerte,
insoluvel, cristalino e ndo toxico ao parasita, 0 pigmento malarico
hemozoina (Silva et al, 2005) (Figura 39).

FIGURA 39 - Hemozoina
Fonte: Carmo, 2009.

Os sintomas da maléaria aparecem cerca de 9 a 14 dias ap0s a picada do
mosquito, embora este tempo varie com as diferentes espécies de
Plasmodium. Tipicamente, malaria produz febre, dor de cabeca, vomito e
sintomas semelhante a gripe. Malaria pode matar por infeccéo e destruicdo

das células vermelhas (anemia) e pela obstrucdo dos capilares que
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transportam o0 sangue para o cérebro ou outros orgaos vitais (Franca et al,
2008).

6.2.Vetores

A principal via de transmissdo ao homem € através da picada das
fémeas dos insetos dipteros do género Anopheles, pertencentes a familia
Culicidae, subordem Nematocera, ordem Diptera (Foratinni et al, 2002),
compreendendo cerca de 480 espécies. No entanto somente em torno de
50 sao responséaveis na transmissdo da malaria ao homem (Barbosa et al,
2011). Segundo Garnham e colaboradores (1998) no Brasil, as cinco
espécies de anofelinos mais importantes pertencem a dois subgéneros, a
saber: Nyssorhynchus, cujas espécies representativas no Pais séao:
A.darling; A. aquasalis e A. albitarsis domesticus. E ao subgénero
kerteszia, no qual se destacam as espécies A. cruzi e A. bellator

O Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi (Figura 40) é o principal
transmissor na regido amazonica, apresentando maior grau de antropofilia
e eficacia de transmissdo. Na Ameérica Latina € capaz de transmitir P.
falciparum, P.vivax e P. malarie (Silva-Nunes et al, 2012). Distribui-se nas
regides litordneas, principalmente nos criadouros de agua doce localizados
nos terreno altos, distantes da influéncia das marés, bem como nas regides
interioranas. Desde as zonas orientais do México até o Norte da Argentina
(Silva-Nunes et al, 2012) e recentemente foi detectado, pela primeira vez,

no oeste do Panama (Loaiza et al, 2009).

FIGURA 40 — Anopheles darling
Fonte: http://bellacapilla.blogspot.com.br/2012/09/malaria.html.
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No Brasil, antes das campanhas de erradicacédo, ocorria em todo o
territério, com excecédo do Rio Grande do Norte, Paraiba e Rio Grande do
Sul (Tadei & Dutary — Thatcher, 2000). As demais espécies sao
consideradas vetores secundarios, tais como Anopheles (N) aquasalis
(importante no litoral do Pais), Anopheles (N) albitarsis, Anopheles (K)
cruzii (predominante no sul do Brasil) e Anopheles (K) bellator (Forattini,
2002). Outras espécies de Anopheles sdo conhecidas, mas seu grau de
incidéncia e distribuicdo é maior em outros paises, dentre elas podemos
citar: Anopheles stephensi (Figura 41 - a), vetor primario na india e outras
cidades do oeste Asiatico (Kovendan et al, 2014); A. gambiae (Figura 41 -
b) é o maior e mais eficiente vetor da Malaria na Africa, onde trés espécies
sdo encontradas no oeste da Africa e no Sul de Benim: A. gambiae
(Downes, 1968), A. arabiensis e A. melas (Assogba et al, 2014).

A B

FIGURA 41. A — A. stephensi. B — A. Gambiae.
Fonte: Culleton, 2005.

6.3. Epidemiologia

6.3.1Malaria no mundo

Em 2008 foram registrados 243 milhdes de casos da doenca no mundo,
a maioria no Continente Africano (85%), no Sudeste Asiatico (10%), regiao
oriental do Mediterraneo (4%) e Continente Americano (WHO, 2009). Em
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2009, dos 225 milhdes de casos registrados, a populacao foi acometida por
781 mortes (WHO, 2010). Ja em 2010 foram estimados 216 milhdes de
casos de malaria e 655.000 mortes em todo o mundo, com predominio nas
criangas abaixo de cinco anos e mulheres gravidas (WHO, 2011) (Figura
42). Em 2012 foram estimados 207 milhdes de casos de maléria, dos quais
627.000 mortes foram registradas; atualmente, ainda existe uma estimativa
de 3,4 bilhdes de pessoas que continuam vivendo em areas de risco,
principalmente no Sudeste da Asia e na Africa (onde ocorrem 80% dos
casos de Malaria) (WHO, 2013).

Conforme pbde ser observado, houve uma diminuicdo no numero de
casos e mortes por malaria e isto € devido aos esforcos globais para
controlar e eliminar esta doenca. Desde 2000, cerca de 3,3 milhbes de
vidas foram salvas, as mortes foram reduzidas em 45%, globalmente, e
sendo 49% so6 na Africa (WHO, 2013). No entanto ainda € preciso seguir
com a luta para erradicar a doenca, ja que milhdes de pessoas vivem em

area de risco, como mencionado anteriormente.

|
|

A 1
. . [ 4
\;‘ . I freas com transmissbo de maldria &
Areas com risco limitado de transmissio de maldria
Areas sem transmissho de rmalaria

FIGURA 42. Adaptado de WHO (2011).
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6.3.2. Malaria no Brasil

Em um importante trabalho de revisdo, realizado por Cruz e
colaboradores (2013), € mencionado que: dos 13 paises pertencentes a
América do Sul, a saber — Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Coldmbia,
Equador, Guiana, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai, Venezuela e Guiana
Francesa, os maiores casos da doenca séo encontrados principalmente no
Brasil e Coldémbia. Os paises Uruguai e Chile sdo livres de Maléaria e
Argentina e Paraguai possuem um eficiente sistema de controle sobre a
doenca. Um total de 2 paises sdo considerados areas de alto risco, 6
paises de médio risco e 3 paises de baixo risco de transmissao (Figura
43). Assim, paises como a Colémbia, Suriname, Guiana Francesa e
Guiana alcancam numeros de 15%, 15%, 85% e 35% da populagdo que
vivem em areas de risco, respectivamente.

Guyana

Suriname
French Guyana

Argentina

A - Risk of transmission of malaria (AF)

I High risk (API 21%)

I Medium risk (0.1%< AP1 < 1%
Low risk (AP <0.1%)
Malaria-free country

-3 Amazon basin

FIGURA 43. Aréas de risco de transmissao da Malaria na América
do Sul. (Cruz et al, 2013)
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O Brasil é responsavel por 40% do total de casos de malaria registrados
na América do Sul, e 20% da populacdo estd em regidbes com risco de
transmissdo da doenca (WHO, 2011). No pais, P. falciparum é responsavel
por aproximadamente 10% dos casos relatados, sendo a grande maioria
(90%) dos casos devido a infeccdo por P. vivax. Existem relatos, porém
com menor frequéncia, de infeccdes por P. malariae e P. ovale. Os
principais insetos vetores no pais sdo A. darling, A. albitarsis e A.
aguasalis. A transmissdo ocorre predominantemente na Amazoénia legal
(Acre, Amapa, Mato Grosso, Par4, Rondbnia, Tocantins e parte do
Maranh&o) que compreende 61% do territério brasileiro, onde ocorre 99%
das infec¢des (WHO, 2011).

A transmissdo da malaria no Brasil € concentrada no estado do
Amazonas (http://www.paho.org/hg/index.php), cerca de 600.000 casos de
malaria ocorrem anualmente nesta regido; quase 80% séo causados por P.
vivax, e 0os demais por P. falciparum (Ribeiro et al, 2008). No trabalho
realizado por Cabral e colaboradores (2010) é encontrado dados de
vunerabilidade a malaria na sede de Santa Isabel do Rio Negro, um
pequeno municipio na Amazoénia brasileira; o artigo relata 0 aumento da
incidéncia de maléaria na terra indigena Yanomami nos anos de 2003 a
2007, ocasionado pelo ambiente local que € altamente propicio a
proliferacéo e circulacédo de vetores (A. darling). Este fator € acrescido pela
dindmica de povoamento e pela presenca de grupos populacionais de alta

mobilidade em frequente contato com a populacgéao ribeirinha e indigena.
6.4. Tratamento da Maléria
Ha um limitado nimero de drogas que podem ser usados para tratar ou
prevenir a maldria. Os mais usados sdo quinina e seu derivados,

combinagdes antifolatos e derivados da artemisinina.

6.4.1. Quinina e compostos relatados
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Quinina (Figura 44), uma quinolina de Cinchona sp, o qual foi isolado
das cascas de Cinchona calisaya (Wells et al, 2009), foi o primeiro
antimalarico apresentado e sua utilizacdo foi registrada antes do século
XVII. Sua biossintese estabelecida foi em 1960 e mostrado que se origina a
partir do triptofano e geraniol (Burrows et al, 2011).

E um composto destinado para a malaria cerebral (Meshnick, 2002) e
seu mecanismo de acao ainda é incerto. A quinina pode interagir com 0s
fosfolipides da membrana do vacuolo digestivo, resultando na inibicdo de
algumas vias de transporte de ions, como a de calcio, comprometendo a
degradacdo da hemoglobina (heme) levando a morte do parasita (Fitch,
2000).

A partir deste composto outros antimalaricos foram sintetizados, a
primaquina (8-aminoquinolina) e cloroquina (4 - aminoquinolina). Estas
drogas causam a morte do parasita pela inibicdo na formacdo da
hemozoina, 0 mesmo mecanismo de acdo € proposto para a quinina
(Burrows et al, 2011).
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Figura 44. Estrutura molecular da quinina.

A Cloroquina (CQ) foi utilizada como antimalarico por mais de 30 anos e
teve grande importancia pela sua acdo esquizonticida, além da eficacia,
baixo custo e pouca toxicidade aos pacientes no tratamento profilatico da
doenca. Contudo em razéo do seu elevado uso, atualmente encontramos
resisténcia das cepas do P. falciparum (Franca et al, 2008). Por razdes que
ndo sdo claras, resisténcia a cloroquina surgiu mais rapidamente para P.

falciparum do que para P. vivax (Weis et al, 2009). Os relatos iniciais de
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resisténcia a cloroquina foram no Brasil e Sudeste Asiatico, hoje esta
resisténcia esta presente na grande maioria das areas endémicas de
malaria, tornando o farmaco desaconselhado para o tratamento de malaria
por P. falciparum. A CQ foi substituida, em algumas areas pela combinacao
de dois antifolatos: sulfadoxina e pirimetamina (Fandasir®) (Weis et al,
2009). Porém surgiram os primeiros relatos de falha terapéutica na Asia,
Ameérica do Sul e Africa (Wongsrichanalai et al., 2002).

O mecanismo de acéo da cloroquina ainda néo é totalmente esclarecido,
sendo fonte de profundas investigacdes para os pesquisadores. Tem sido
sugerido que as quinolinas atuem dentro do vacuolo digestivo promovendo
uma alteracdo do gradiente de pH entre 0 meio interno e externo deste. A
droga também inibe a cristalizacdo da hemozoina dentro do vacuolo.
Pensa-se que a cloroquina (Figura 45) atua por inibicao funcional de uma
ou mais das enzimas envolvidas neste processo, impedindo assim a
desintoxicacao da ferriporfirina IX (FP) e originando a morte dos parasitas
(Kumar et al, 2007).

Burrows e colaboradores (2011), explicam que a quinina e a cloroquina
atravessam a membrana do eritrécito, porém no vaculo digestivo sofrem
protonacdo em virtude do meio acidico; as formas protonadas ficam
presas, sendo incapazes de atravessar a membrana da célula e portanto
de serem expulsos dela. Tal fato provoca o acumulo destes farmacos nos

eritrocitos e levando os parasitas a morte.
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Figura 45. Estrutura molecular da cloroquina.
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Ja foi demonstrado que parasitas resistentes a cloroquina acumulam
niveis de farmaco bastante inferiores aos acumulados por parasitas
sensiveis, de onde se pode concluir que a resisténcia a este composto
resulta da exclusdo do farmaco do local de agcdo, em oposicdo a uma
mudanca no seu alvo terapéutico (Krogstad et al, 1987).

A primaquina é uma 8-aminoquinoleina com ac¢ao contra os gametoécitos
dos eritrcitos e hipnozoitos hepaticos das formas recidivantes do P. vivax
e P. ovale. E rapidamente absorvida pela via oral, alcancando
concentragdes plasméticas de pico em uma a trés horas, e vida média de 5
horas, sendo rapidamente metabolizada no figado com intensa reciclagem
hepatica. Os efeitos adversos mais graves estdo relacionados aos
elementos formados no sangue e na medula 6ssea (Ferreira et al, 2011)

A mefloquina (Figura 46), outro antimalarico de grande importancia no
tratamento da doenca, € um aril-aminoalcoois derivado da quinina. Foi
produzida durante os anos 70 pelo exército Norte Americano, com 0
objetivo principal de combater a resisténcia aos farmacos existentes na
época. E um potente esquizonticida sangiiineo, de acgido prolongada
bastante utilizado no tratamento de pacientes contra o P. falciparum (Cravo
et al., 2002). Os primeiros casos de P. falciparum resistente a mefloquina
surgiram no principio dos anos 80 e atualmente a resisténcia a este
composto € um obstaculo sério a um eficiente controle da malaria em
diversas areas geograficas (Cravo et al., 2002). Curiosamente, verificou-se
um fendmeno de resisténcia intrinseca em areas onde a mefloquina nunca
havia sido utilizada, sendo este um resultado provavel da pressao seletiva
por outros farmacos (quinina possivelmente). Em 2002, a combinacgéo
terapéutica mefloquina-artesunato (MQ-AS) foi adotado como tratamento
de primeira linha contra P. falciparum no Peru (Gutman et al, 2009), devido
as limitacdes dos tratamentos com cloroquina e sulfadoxina-pirimetamina.
A mefloguina, como outras quinolinas, tem afinidade pelos fosfolipides de
membrana do vacuolo parasitdfago e, alguns estudos tém sugerido que a
droga iniba a endocitose da hemoglobina para dentro do vacuolo,

causando a morte do parasita.
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Figura 46. Estrutura molecular da mefloquina.

A lumefantrina (Figura 47) € um aril-aminoalcool quimicamente
relacionado com a quinina e a mefloquina. Trata-se de é uma droga
altamente lipofilica e sua biodisponibilidade aumenta, substancialmente, se
a droga é administrada ap6s uma refeicdo rica em gordura (Kolade et al,
2006). E um importante antimalarico para o tratamento da doenca, ja que a
OMS, em decorréncia da resisténcia as monoterapias convencionais, 0
inseriu em terapias multimedicamentosas contendo derivados da
artemisinina (ACT — associacOes terapéuticas a base de artemisinina)
(WHO, 2006). Desde 2001, 56 paises ja adotaram como recomendacéo da
OMS o tratamento em associacdo com a artemisinina (ACTS).

O Brasil, como outros paises endémicos de malaria, estd adotando a
associacao entre lumefantrina/artemeter (Coartem®) como alternativa para
o tratamento da doenca (WHO, 2006), Coartem® é uma combinacdo em
dose fixa de 20 mg de artemeter e 120 mg de lumefantrina, sendo efetivo
no tratamento contra infeccbes de P. falciparum em areas de alto risco e
multirresisténcia a farmacos antimalaricos (Fanello et al, 2007).
Lumefantrina exerce atividade esquizonticida eritrocitaria em P. falciparum,
P. vivax e outros Plasmodium spp. Artemeter inibe ou interrompe a
esquizogonia eritrocitaria e gametocitogonia, diminuindo as chances de
transmissao da doenca (Fanello et al, 2007). Estudos revelam (Piola et al,
2010) que combinacdes de lumefantrina/artemeter sdo seguras e eficientes
contra infecgbes com Plasmodium falciparum, incluindo em mulheres

gravidas.
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6.4.2. Combinacao de antifolato

Essas drogas sado varias combinacbes de inibidores dihidrofolato-
redutase e drogas de sulfa. Embora essas drogas tenham atividade
antimalarial quando usadas sozinhas, as resisténcia podem desenvolver
rapidamente. Quando usada em combinacdo, ela produz um efeito de
sinergismo sobre o parasita e pode ser efetivo mesmo na presenca de

resisténcia aos componentes individuais.

Figura 47. Estrutura molecular da lumefantrina.

A combinacdo tipica de drogas usual € Sulfadoxina/Pirimetamina (SP), a
qual é efetiva contra formas de P. falciparum e P. vivax. E indicada para o
tratamento e profilaxia da malaria, sendo que no tratamento é indicada
sempre que a infeccdo ocorra em regibes com resisténcia a cloroquina
(Hawkins et al, 2007). Esta combinac&o poderia ser usado para tratamento
preventivo de P.falciparum em criancas e para mulheres gravidas. A meia-
vida longa de SP produz um efeito profilatico prolongado, o que permite
uma administragdo em dose Unica, sob supervisao (Aponte et al, 2009).

No entanto, surgiram os primeiros casos publicados de resisténcia na
fronteira da Tailandia- Cambodja. Atualmente, ja existem niveis elevados
de resisténcia a este composto em grande parte do sudoeste Asiatico, sul

da China e Amazonas. A resisténcia a SP s6 atingiu o continente Africano
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nos anos 80, e embora existam ainda areas onde o parasita é sensivel ao

farmaco, a sua eficacia estd comprometida (Wongsrichanalai et al., 2002).
6.4.3. Composto de artemisinina

A Unica droga atualmente em vigor € a artemisinina (Figura 48) e seus
derivados (artemether, arteéter e artesunato). Esses compostos sédo
usados para o tratamento de malaria cerebral e tem mostrado mais rapida
resolucdo da febre quando comparado com a quinina. Apresenta baixa
toxicidade e alta eficiéncia contra os parasitas resistentes a cloroquina
(Costa et al, 2007).

A vantagem da artemisinina é sua meia vida curta e, portanto, o
desenvolvimento de resisténcias é pouco provavel. Contudo, os primeiros
sinais de resisténcia a artemisinina tém sido relatadas no oeste de
Cambodja (lvers et al, 2010). Esta resisténcia foi confirmada na fronteira
entre 0 Cambodja e Tailandia em 2008 e ha suspeitas em partes de
Mianmar e Vietna (WHO, 2012). Com o objetivo de controlar e evitar estas
resisténcias, o desenvolvimento de drogas como combinacfes € agora
obrigatéria e claramente benéfica: eficacia clinica € aumentada e a
evolucao da resisténcia € diminuida (Hastings, 2011).

O mecanismo de acdo da artemisinina parece estar relacionado a sua
capacidade quimica de gerar radicais livres, que s&o prejudiciais ao
parasita. Ha evidéncias experimentais sobre a formacdo de um complexo
de transicdo heme-artemisinina, e nesta interagdo é produzido uma série
de radicais de oxigénio e carbono, originados da transferéncia de elétrons
de Fe *? para o grupo peréxido quando a artemisinina interage com o
heme. As interacdes mais efetivas entre os atomos de H da artemisinina e
o anel porfirinico do heme ocorrem nos atomos de H ligados aos atomos
de carbono C9, C8a, Cba, C4 e C7 da artemisinina (Costa et al, 2007).

128



Figura 48. Estrutura molecular da artemisinina.

E na espécie Artemisia annua onde encontramos este principio ativo
antimalarico. A artemisinina foi isolada do extrato etéreo e demonstrou
atividade durante testes farmacologicos (Rodrigues et al, 2006). A busca
por novos compostos antimalaricos incentivam a continuidade dos estudos
quimicos e farmacoldgicos desta espécie. Em um trabalho realizado por
Akkawi e colaboradores (2014) foi demonstrada a acédo antimalarica dos

extratos aquoso das folhas, preparados por infusao.
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1 Ensaio de hemolise

O teste in vitro para verificar a atividade hemolitica dos extratos polares
de A. amazonicus e extratos de V. cayennensis foi realizado no Instituto
Lednidas e Maria Deane (FioCruz/AM) sob supervisdo do Dr. Luis André
Morais Mariuba. O objetivo deste ensaio € determinar a concentragédo
citotoxica dos extratos brutos frente aos eritrocitos.

Para a realizacdo deste teste utilizou-se sangue venoso humano
centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos para o preparo de solucdo de
hemécias. A coleta de amostras de sangue periférico foi feita por puncéo
de voluntarios adultos e saudaveis, de acordo com os requisitos definidos
pelo comité de ética em Experimentacdo em humanos.

Todos os extratos de A. amazonicus e 0s trés extratos de V.
cayennensis obtidos foram testados. E eles foram preparados em DMSO
nas concentragbes de 500 pg/mL e 250 pg/mL. As concentragbes que
provocaram a lise nos eritrocitos foram consideradas toxicas. As
concentracfes atoxicas foram selecionadas para a realizacdo dos ensaios
antimalaricos, in vitro, na fase eritrocitaria.

Os ensaios da atividade hemolitica foram realizados segundo a
metodologia descrita por Yigit e colaboradores (2009), com modificactes,
atraves da difusdo das amostras em agar sangue, em duplicata. O meio foi
preparado em placas de Petri a 5% v/v, onde foram inoculadas 20 yL das
amostras em orificios feitos no meio. Apds este periodo, as placas foram
incubadas a 35°C durante 24 horas. Para controle foram utilizados 20 uL
dos solventes puros (solventes que foram utilizados no preparo de cada
amostra) aplicados nas placas. Para o controle positivo utilizou-se uma
solugdo de saponina, na concentracdo de 1000 pg/mL, sendo aplicado o
mesmo volume, 20 uL, sobre a placa. E para o controle negativo foi
utilizada uma solugéo salina na concentracdo de 0,9%. Todos o0s controles
receberam o mesmo tratamento das amostras. Apos 24 horas, as placas
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foram inspecionadas quanto a presenca de halos de hemodlise, estes

medidos em milimetros.

7.2 Avaliacdo da sensibilidade do Plasmodium falciparum, em
ensaios in vitro na fase eritrocitaria, de
extratos/fracfes/substéancias de V. cayennensis e A.

amazonicus.

Os ensaios apresentados a seguir foram desenvolvidos em Portugal, no
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa, UEI
Malaria e CMDT LA sob orientacdo geral do professor Doutor Virgilio E.
do Rosario, e orientado tecnicamente pela Doutora Dinora Lopes.

Clones 3D7 e Dd2 de P. falciparum, foram mantidos em cultivo continuo.
O meio de cultivo (RPMI 1640) foi trocado diariamente e a cultura mantida
a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, com hematocrito de 5%. A avaliacao
in vitro da atividade antimalarica na fase eritrocitaria do ciclo de vida do P.
falciparum foi realizada com culturas sincronizadas (com sorbitol a 5%) na
fase de anel, submetidas a 7 diferentes concentracées dos extratos e
fracbes em estudo (250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81 e 3,90 pg/mL),
utilizando como controle a mesma cultura sem adicdo de compostos.

Colocaram-se 50 puL de cada uma das concentragfes a testar em
microplacas, e meio de cultura nos controles. A estas solugbes foram
adicionados 50 pL de cultura, com 1% de parasitémia e hematdcrito final de
2%. Cada uma das amostras foi testada em duplicata. Ap6s 48h de
incubacdo com os farmacos, nas condi¢des de cultivo acima descritas, as
placas foram congeladas. Para efetuar a leitura dos resultados do ensaio
de susceptibilidade as placas foram descongeladas e adicionaram-se 100
ML de tampéo de lise contendo Sybr Green na concentragdo de 0,2 yb/mL
por poco; as placas foram levemente agitadas em agitador horizontal de
forma a homogeneizar o conteddo de cada poco. Apés 1 hora de
incubacdo no escuro, a temperatura ambiente, a fluorescéncia foi medida

num fluorimetro com comprimento de excitacdo e emissdo, de 485 e 530
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nm, respectivamente. Em paralelo foi realizada as leituras dos ensaios, de
acordo com Mark Il da OMS, por microscopia Optica, em cada um dos
clones de P. falciparum, as estirpes sensivel (3D7) e resistente (Dd2) a
cloroquina. Foi contado o niumero de parasitas viaveis, isto €, com trés ou
mais nucleos bem definidos, num total de 200 parasitas. A partir do numero
de esquizontes, foram calculadas as porcentagens de inibicdo de cada uma
das concentracOes relativamente ao controle, tendo sido determinado por
analise de regressao nao linear, o ICsg para cada substancia (software -

versao HnonLin V 1.1, www.malaria.farch.net).

7.3 indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) é a relacdo entre as atividades citotoxicas e
antiparasitarias de cada extrato, fragdo ou composto. O IS foi obtido
através da razéo entre o valor de ICso para ensaios de hepatoxicidade e
ICso para P. falciparum (cepa 3D7 e Dd2). Valores obtidos maiores que 10
sao atribuidos para extratos com toxicidade ausente ou moderada, valores

menores ou iguais a 10 indicam toxicidade dos extratos (Bézevin, 2003).

7.4 Ensaios de hepatoxicidade

Os ensaios esquizonticidas com extratos e substancias puras isoladas
de plantas requerem um estudo prévio de seu efeito sobre a viabilidade das
células Hep G2. Foram testadas, em duplicata, concentragfes de 250, 125,
62.5, 15.25, 7.8 e 3,9 ug/ml para determinar a dose letal minima, que inibe
em 30% o crecimento dos hepatdcitos (DML 30%). Células cultivadas
apenas em meio de cultura foram usadas como controle. A partir da
suspensao de células tripsinisadas, foi realizada uma diluicdo de forma a
obter 3x10° células/200ul por poco em microplacas de 96 pocos (Nunc®).
As microplacas foram incubadas em estufa de CO, a 37° C, durante 24

horas, de modo a permitir a adesao das células em suspenséo.
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Ao fim deste periodo, o sobrenadante de cada poco foi substituido por
200ul dos extratos ou substancias puras isoladas e as culturas foram
incubadas por mais 24 horas. Ao final de 48 horas de incubacdo com as
substancias a testar, foram adicionados 20ul/po¢co de solugdo MTT
(Sigma®) a concentracdo de 5mg/ml em RPMI 1640, sem vermelho fenol
(Sigma®). O MTT é um sal de tetrazolio, soluvel em agua, e que confere
uma cor amarelada ao meio. O MTT dissolvido é convertido numa
substéacia purpura, insolivel em agua, mas solavel em isopropanol. Quando
esta solucdo é adicionada ao meio de cultura, esta converséo é efectuada
apenas pelas células viaveis, através das desidrogenases mitocondriais.
Apébs o periodo de 3 horas com o MTT, o sobrenadante foi retirado e o
corante formado foi diluido em 200ul/poc¢o de isopropanol acidico (0,1 N de
HCI). As microplacas, entdo, foram lidas em espectrofotometro com filtro de
630 nm. A viabilidade das células frente as drogas testes foi avaliada por
interpolacdo linear para determinacdo da concentracdo que elimina 30%
dos hepatocitos (DML 30%).

7.5 Avaliacdo da sensibilidade do P. berghei, em ensaios in vitro

na fase hepatica.

Foram preparadas Labtek’s (Figura 49) com 300 pl de uma suspensao
de 10x10* células por poco. Ap6s 24h de crescimento dos hepatocitos, as
glandulas salivares dos mosquitos A.stephensi infectados com P. berghei
ANKA foram dissecadas e a cada pog¢o foram adicionados 100ul de meio
Williams contendo 10x10* esporozoitos. As células foram incubadas
durante 3h a 37°C com 5% CO,. Posteriormente foi retirado o
sobrenadante, e adicionados 300 ul de cada extrato (com as referidas
concentracdes); e incubadas em estufa a 37°C com 5% CO,. Apés 24h
(H24) de infeccdo administrou-se a 22 dose de cada extrato. Ao fim de 48h
de infecgéo, as células foram lavadas com 500 ul de uma solucdo de PBS

+ Azida, e fixadas com metanol. Posteriormente, as placas foram
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incubadas, durante 1h a 37°C com 5% CO,, com 100 ul de solucédo Ab
(i72/S)).

Figura 49. Labtek’s de 300 pL.

ApOs incubacéo, retirou-se 0 meio e adicionou-se a cada poc¢o 100 ul de
solugdo Ab (GAM-Ig/FITC) — Blue de Evans, incubou-se em estufa de CO,
durante aproximadamente 1h; foi efetuada uma lavagem com PBS e
rejeitou-se o sobrenadante. Foi retirada a estrutura dos pocos da labteck, e
efetuou-se uma montagem em 1:1 de glicerol/ PBS + Azida; e procedeu-se
a observagdo ao microscopio de fluorescéncia para avaliagdo/contagem do

desenvolvimento dos esquizontes hepéticos.

7.6 Teste esquizonticida eritrocitario e exoeritrocitario in vivo com

P. berghei

7.6.1 Ensaio in vivo fase hepatica

O efeito antimalarico, in vivo, dos extratos EDCCAa, ECCRAa, ES, CMB,
CMR e EACRAa foram avaliados pela sua capacidade de inibir a invasao e
o desenvolvimento do ciclo hepatico do P. berghei modelo roedor em
relacdo ao controle ndo tratado. Camundongos Mus Musculus estirpe Balb
C, fémeas, foram inoculados por via intraperitoneal, com 26.000
esporozoitos no dia 0. Os animais mantidos em condi¢cdes controladas de
temperatura e luminosidade, cerca de 21 °C, com periodos de 12 h luz/12 h
escuro, com dieta e agua ad libitum (Carraz et al., 2006; Parvanova et al.,
2009). Os procedimentos de experimentacdo animal foram realizados de

acordo com as Diretrizes nacionais para a manipulacdo de animais de
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laboratério (Decreto-Lei n. © 129/92 de 6 de Julho). No 1 ° dia, foram
administrados intraperitonealmente os compostos em estudo (Carraz et al.,
2006). Foram utilizados trés camundongos por grupo, num total de sete
grupos, e realizados dois ensaios independentes. Os grupos dos
compostos em estudo foram tratados com 25 mg/kg/dia de composto e os
restantes grupos, 0s controles: controle positivo - tratados com 15
mg/kg/dia de primaquina; controle negativo - grupo ndo tratado. Os
compostos foram administrados durante 4 dias consecutivos, sendo que a
primaquina foi administrada em dose Unica 1 h antes da inoculagdo dos
esporozoitos (Carraz et al., 2006). A evolucdo da parasitémia foi verificada
por microscopia Optica em esfregacos sanguineos realizados diariamente,
entre o 4° dia e 0 20° dia apds inoculacdo dos esporozoitos. Depois foram

calculadas para cada grupo a média das parasitémias dos murganhos.

7.6.2 Ensaio in vivo fase hepatica ll

Em simultaneo, foi avaliada a capacidade de inibir apenas o
desenvolvimento do ciclo hepético do P. berghei modelo roedor em relagao
ao controle nédo tratado. Camundongos Mus Musculus estirpe Balb C,
fémeas, foram inoculados por via intraperitoneal, com 26.000 esporozoitos,
no dia 0 e mantidos como descrito anteriormente (Carraz et al., 2006). No 1
dia, foram administrados intraperitonealmente os compostos em estudo.

Foram utilizados trés camundongos por grupo, num total de sete
grupos, e realizado um ensaio. Todos 0s grupos, incluindo o controle
positivo — primaquina, foram tratados com 15 mg/kg, em dose Unica, de
composto com excepcao do controle negativo - grupo nao tratado. A
evolucdo da parasitémia foi verificada por microscopia Optica em
esfregacos sanguineos realizados diariamente, entre o 4° e 0 20° dia apds
inoculacdo dos esporozoitos, a partir de gota de sangue da cauda e
corados com Giemsa 20% (Fluka, ref. 48900). Posteriormente foram

calculadas para cada grupo a média das parasitemias dos camundongos.
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7.6.3 Ensaio in vivo na fase eritrocitaria do ciclo de
desenvolvimento do Plasmodium berghei — 4 days supressive
test

Para avaliacdo da atividade antimalarica in vivo, na fase eritrocitaria
(Figura 50), dos compostos extraidos de A. amazonicus foi utilizado P.
berghei ANKA (modelo roedor).

i 1h
; S

Infeccdo dos murganhos com sdministrar composto Administrar composto Administrar composto
10° eritrdcitos parasitados
l "

24 h

Realizar esfregacos
sanguineos de dois em dois
dias entre o 52 e o0 302 dia

—

Figura 50: Esquema representativo do ensaio in vivo da atividade antimalarica da fase

eritrocitaria do ciclo de vida do parasita

Camundongos Mus Musculus estirpe Balb C, fémeas, foram infectados
por via intraperitoneal, com 10° eritrécitos parasitados, no dia 0 e mantidos
em condigdes controladas de temperatura e luminosidade, cerca de 21 °C,
com periodos de 12 h luz/12h escuro, com dieta e agua ad libitum
(Ajaiyeoba, et. al, 1999; Peters, 1975). No dia 0, 2 h apos inoculagédo dos
parasitas, foram administradas intraperitonealmente os compostos em
estudo. Foram utilizados trés camundongos por grupo, num total de sete

grupos, e realizados dois ensaios independentes sendo 0s grupos do
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primeiro ensaio tratados com 25 mg/kg/dia de composto e o0s restantes
grupos foram os controles (controle positivo) — tratados com 10 mg/kg/dia
de cloroquina (Sigma, ref. C6628); controlo negativo — grupo néo tratado).
Os compostos foram administrados durante 4 dias consecutivos tendo a
evolucdo da parasitémia sido verificada por microscopia optica, através de
esfregacos sanguineos realizados 96 h apds Dy a partir de gota de sangue
da cauda e corados com Giemsa 20% (Fluka, ref. 48900). Posteriormente
os esfregacos eram realizados de dois em dois dias (Ajaiyeoba, et. al.,
1999; Peters, 1975). Foram calculadas para cada grupo a média das
parasittmias dos camundongos e verificado o tempo meédio de

sobrevivéncia dos mesmos.

7.7 Atividade potencial antimalédrica através da inibicdo da

formacao de B-hematina

As seguintes solucdes foram preparadas: HCI 1M; NaOH 0,1 M; Hepes
20 mM; 15% de piridina em Hepes 20 mM (pH = 7.5); Solugéo saturada de
acetato de sodio (pH = 5.0), a qual foi obtida com 18 g de acetato de sédio,
24 mL de acido acético e 10 mL de agua; Amostras: Solucdes estoque de
substéancias, extratos e fracoes foram preparados em uma mistura de HCI
0,1 M/ MeOH/ DMSO (5:3:2). As concentracdes das amostras foram de 50
mM, 25 mg/mL e 15 mg/mL para os compostos puros, extratos e fracoes,
respectivamente.

O ensaio de hemozoina foi realizado como descrito por Vargas e
colaboradores (2011). Resumidamente 10 pL dos compostos, fracdes e
extratos em diferentes concentracdes, conforme  mencionado
anteriormente, foram preparados e adicionados a uma microplaca de 96
pocos de fundo em “U” (2 mL) juntamente com 100 pL da solug&o estoque
da hematina (preparada diariamente com 6.8 mg de hemina bovina diluida
em 10 mL de NaOH a 0,1 M) e 10 puL de HCI 1 M em triplicata. As
suspensdes foram entdo homogenizadas a 900 rpm por 10 min e uma

solugcdo de 60 pL de acetato de sodio (12,9 M, pH 5,0), pré aquecido a
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60°C, foram adicionados a cada poco. A concentracdo final nos pogos
foram 2,1 mM para compostos puros, 1,38 mg/mL para fracbes e 0,83
mg/mL para extratos. A microplaca foi incubada a 60°C por 90 min, em
seguida adicionou 750 pL de solugao piridina (15% (v/v)) em 20 mM Hepes
pH 7,5. Nessa solucdo os solidos foram homogenizados e deixados em
repouso por 15 min para que houvesse sua sedimentacédo. Posteriormente,
100 pL do sobrenadante dos pocos da placa foram transferidos para outra
microplaca de 300 pL. A microplaca foi lida a 405 nm (espectrofotémetro
UV Vis BioMate™ 3), os dados obtidos foram representados pela variavel
Aanalise- OS resultados expressos em concentracdo de heme livre foram
calculados a partir da diferenca dos resultados da Aansise pela absorbancia
da solucdo de heme (hematina ou hemina), esta solucdo foi preparada
conforme a metodologia acima com uma pequena alteragdo, a solucdo de
piridina foi substituida por 750 pL de Hepes 20 mM, para este protocolo foi
adotado 0 nome de Aanaiise/branca, € fOi realizada com o objetivo de retirar a
absorbancia remanescente de hematina. A seguir a formula utilizada para a

realizacéo dos célculos:

AAané1|ise = Aanélise - Aanélise/ branca

Também foi descontada a absorbancia das amostras, para isto foram
realizados mais dois controles denominados de Acontrole/branco €
Acontrole/branco/branco- AS metodologias adotadas foram nas mesmas condi¢oes
acima, mas na auséncia de hematina e para 0 Acontrole/branco/branco UM vVolume
de 750 pL de Hepes 20 mM foi adicionado em substituicdo a piridina.

A absorbancia residual da amostra, independente da inibicdo do

complexo B-hematina, foi calculada usando a seguinte formula:

Il. AAcontrole/branco = Acontrole/branco - Acontrole/branco/branco

O resultado final da inibicdo do complexo B-hematina pelas amostras

testadas foi calculado pela equacéo:
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II. Ianéllise = AAané1|ise - AAcontrole/branco

Se a lanaise tem um valor positivo, o ensaio é considerado positivo,
portanto, a amostra é classificada como ativa. Neste sentido um valor
negativo indica um resultado negativo.

A determinacdo quantitativa da inibicado da formacédo de B-hematina foi
realizada com o padréo cloroquina. Uma solucdo estoque foi preparada na
concentragdo de 25 mM e a partir desta solugdo foram realizadas 6
diluicdes sucessivas, de forma que a ultima solucdo apresentou uma
concentracdo de 0.39 mM. O ICsx foi calculado através do grafico de dose-
resposta obtido pelo programa GraphPad Prism.

No experimento in vitro realizado neste trabalho, a B-hematina foi
sintetizada a partir da mistura da hematina (o heme) com o acetato de
sédio, onde o ion acetato formado retirou um hidrogénio do grupamento
carboxila da heme, deixando neste um excedente eletronico essencial para
0 processo de dimerizagcdo e formacédo dos cristais hemozoicos, de acordo
como esta descrito na figura 51. Portanto o extrato, fragcdo ou substancia
pura que impediu a formacdo da hemozoina foi considerado ativo por ter
conservado a molécula heme e desta forma preservando um ambiente

hostil para o parasita.
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Figura 51. Heme livre evidenciando o grupamento carboxila (1) e a formacéo do
grupamento carboxil-propionato (2) que promovera a dimerizacao.

139



Para identificar se a amostra inibiu ou ndo a formagéo da - hematina,
foi utilizado a solucéo piridina (15% (v/v)) em 20 mM Hepes pH 7,5. A
piridina € capaz de formar um complexo com a hematina, denominado de
Py-Fe(ll)PPIX, desta forma se a amostra impedir a formacdo da  —
hematina este complexo sera formado e identificado por uma coloracéo
vermelha, cujo os valores de absorbancia das solugbes sdo obtidos no
comprimento de onda de 405 nm. Adicionalmente se a amostra for inativa
ndo ha a formacdo do complexo porque o processo de dimerizacgéo,
promovido pelo acetato de sodio, levou a formagao da B- hematina, cuja
estrutura (Figura 52) (os circulos em destague mostram 0s grupos
carboxil-propionato ligados ao ferro) ndo favorece uma interacdo com a

piridina.

Figura 52. Esquema de formacéo de cristais de hemozoina a partir de dimeros de 3-hematina.
Fonte:Pereira, L.M.O
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7.8 Estudos dos efeitos farmacoldégicos de extratos de A.

amazonicus

7.8.1 Animais e consideragfes de ética

Foram utilizados camundongos Swiss, machos e fémeas (20-30g),
oriundos do Biotério Central da Universidade Federal do Amazonas. Os
animais foram acondicionados em gaiolas de polietileno e mantidos sob
temperatura média de 22°C, em ciclos claro/escuro de 12/12 horas,
recebendo racdo padrédo e agua a vontade. Todos os protocolos seguiram
estritamente as normas internacionais de cuidados com animais de
laboratério e foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa animal da
UFAM.

7.8.2 Teste do efeito de extratos e fracbes de A. amazonicus em

modelo de comportamento geral de camundongos

Os animais foram separados em grupos (n = 6), e tratados via oral com
12 substratos relativos a A. amazonicus, controle positivo (cafeina, 50
mg/kg) e veiculo (solucdo salina) (10 mL/kg). Foram anotados o
comportamento dos camundongos nos tempos de: 0 minuto, 5 minutos, 10
minutos, 15 minutos, 30 minutos, 60 minutos e 90 minutos, para que
pudéssemos futuramente analisar o tempo do inicio da acdo de cada
extrato, a melhor dose a ser utilizada, a toxidade em relacdo a dose e ao
tipo especifico de extrato e se havia diferencas quanto ao efeito dos
diferentes tipos de extrato, estabelecendo assim a curva de tempo de acdo
de cada extrato e seus possiveis efeitos.

Foram observados o0s seguintes efeitos: frequéncia respiratoria,
analgesia, agitabilidade, motilidade, espasmos abdominais, defecacéo e

micgao.
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7.8.3 Avaliacdo da atividade motora utilizando o modelo do

Campo Aberto

A atividade exploratoria de animais de laboratério pode ser analisada
pela tarefa do campo aberto que permite observar como o animal se
comporta em um ambiente amplo (Ho et al, 2002). A tendéncia natural do
animal em um ambiente novo é a de explora-lo, apesar do conflito com o
medo provocado pelo ambiente (Montgomery et al, 1955). O objetivo deste
teste é avaliar a atividade estimulante ou depressora do extrato, podendo
ainda indicar atividades mais especificas como ansiolitica/ansiogénica. O
teste é realizado em uma caixa de madeira com dimensdes 30x30x15 cm,
em que o fundo é dividido por linhas pretas em 12 quadrados iguais
(Figura 53). Neste experimento € avaliada a movimentagdo espontanea
entre as divisdes da caixa que indica a atividade exploratdria dos animais.
Pode-se avaliar também o medo dos animais que se reflete pela
imobilidade na caixa e a capacidade de exploracdo do ambiente e fuga.
Avalia-se a atividade exploratéria dos animais: sua movimentacao
espontanea (numero de cruzamentos, com as quatro patas, entre as
divisbes do campo), o numero de comportamentos de autolimpeza
(“grooming”) e de levantar (“rearing”), registrados durante um periodo de 4
minutos, apés os tratamentos. Os camundongos foram divididos em grupos
(n=6) e tratados, por via intraperitoneal (I) e por via oral (Il), divididos em
grupos: Grupo 1: Cha pelo método Rodrigues (CMR); Grupo 2: Cha pelo
método Brandao (CMB); Grupo 3: EDCCAa na concentragéo de 50 mg/kg e
veiculo (10 mL/Kg) e 30 minutos apos foram colocados no centro do campo
aberto para inicio do teste. Os animais permaneceram na caixa por 5
minutos, sendo que o primeiro minuto ndo € computado, pois € o tempo

para ambientacdo do animal ao local.
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Figura 53. Esquema do teste do Campo Aberto.

7.8.4Efeito na atividade hipnosedativa no modelo de sono induzido
por pentobarbital

Os animais foram divididos em grupos (n = 6) e receberam, por via oral,
extrato e fracdes isoladas na concentracdo de 50 mg/kg e veiculo (10
mL/Kg). Apdés uma hora da administracdo, 0s animais receberam
pentobarbital sédico (60 mg/Kg, i.p.). O tempo desde a administracdo do
pentobarbital até a perda e a recuperacao do reflexo de endireitamento foi
registrado como duracdo do sono, em segundos. A perda do reflexo de
endireitamento é a incapacidade que o animal apresenta de voltar a
posicdo normal quando colocado em decubito dorsal. O critério para a
recuperacdo do reflexo de endireitamento foi fixado quando o animal saiu
da imposicao por trés vezes consecutivas. (Carlini et al, 1986; Mattei et al,

1998). Simplificando, observamos os camundongos para que pudéssemos
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analisar o tempo de laténcia e o tempo total de sono durante os 120

minutos de experimento (Figura 54).

Laténcia do sono e Durac¢édo do sono
Figura 54. Esquema do teste tempo de sono Induzido por Pentobarbital.
7.8.5 Andlise estatistica
Os niveis de significancia entre os grupos experimentais e o controle
serdo feitos utilizando-se o Teste T de Student e ou ANOVA. Os valores

foram considerados significativos quando p < 0,05 e expressos como média
* erro padréo da média.
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1. Teste Hemolitico

A avaliagdo da atividade hemolitica em placas de Agar sangue foi
realizada com os 23 extratos de A. amazonicus e trés extratos de V.
cayennensis (Ver Preparagdo dos extratos e fracionamento, pg 32 e pg 52).
Neste ensaio o0s extratos de baixa e média polaridade de A. amazonicus e
0s extratos de V. cayennesis apresentaram resultados negativos nas duas
concentracOes testadas. Os extratos polares de A. amazonicus, a saber:
EECERAa, EECCAa, EECECAa, EEFSAa, EACRAa, CMR, CMQ, CMB,
ES e ESPX apresentaram resultados positivos na maior concentragéo
testada (500 pg/mL), nos quais foram observados halos de hemdlise de:
13,14,1.3,0.9,15,16,1.7,1.5,1.9 e 1.9 cm, respectivamente.

Partindo do principio que o0s extratos polares apresentam, como
constituintes majoritarios, as saponinas em sua COmMpPOSICA0 quimica,
conforme ja mencionado, este resultado ja era esperado. As saponinas sao
conhecidas por interagirem com os esteréis das membranas dos eritrécitos,
acarretando um aumento da permeabilidade da membrana com
consequente ruptura da célula; Augustin e colaboradores (2011)
propuseram um mecanismo de acdo das saponinas para a hemdlise dos
eritrocitos a partir da interacdo espontanea entre a parte hidrofébica da
saponina com a membrana da célula, favorecendo assim a formacao de
complexos, os quais se acumulam na membrana gerando curvatura (figura
55), estas deformacdes sdo as responséveis pela permeabilidade da
membrana, permitindo a passagem de ions e macromoléculas.

Através da hemolise ocorre a liberacdo de hemoglobina livre no plasma,
tornando extremamente necessario a verificacdo desta atividade em
extratos de plantas com uso medicinal contra a malaria. Portanto, os
resultados encontrados neste teste conduzem a uma avaliacdo preliminar
da toxicidade dos extratos frente aos eritrocitos, este dado é de extrema

importancia na busca de um novo antimalarico, pois a presenca de
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toxicidade restringe a sua utilizacdo, sendo necessaria a determinacao da

concentracao letal para seu uso.
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Figura 55. Deformacdes da membrana celular, indicando a atividade hemolitica das
saponinas (Augustin et al, 2011).

Nenhum dos extratos causou hemolise na concentracao de 250 pg/mL,

sendo esta a concentracdo inicial

para a avaliacdo da atividade

antimalarica, na fase eritrocitaria, dos extratos de A. amazonicus e V.

cayennesis.

A figura 56 ilustra os resultados obtidos para algumas amostras.
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Figura 56. Placa de Agar sangue com halo de hemolise e demais discos representando resultado
negativo, sem halo de hemolise: A = 1- ES, 2— EHCRAa, 3—- ECCRAa, 4—- EHCERAa, 5- ECCERAa,
6— EHCCAa; B = 1-EEFSAa, 2— EHFSAa, 3— ECFSAa, 4- ECCECAa, 5- ECFVc, 6—- EEFVc.
Fonte:Carmo, Dominique (2013).

8.2. Anéalise dos extratos e substancias isoladas de A. amazonicus
frente ao P. berghei e P. falciparum

8.2.1. Ensaio de hepatotoxicidade

Foram realizados dois ensaios independentes em triplicata e
determinados os valores médios das leituras para cada uma das
concentracbes e as porcentagens de células vivas relativamente ao
respectivo controle positivo, que consistiu numa microcultura sem amostra,
correspondendo a 100% de células vivas.

Como critério de avaliacdo, foram determinado valores da dose minima
letal de 30% (DML30) de inibicdo do crescimento celular. As substancias
que apresentaram DML30 < 50 pgMmL foram considerados altamente
toxicas (Madureira et al, 2002). Desta forma foram identificadas as
concentracfes néo toxicas, as quais foram utilizadas para a realizacado dos
testes de avaliagcdo da atividade esquizonticida tecidular (fase hepatica)
em, concentracdes inferiores a dose DML determinada.

Os extratos de A. amazonicus apresentaram uma toxicidade toleravel,
com DML 30% variando entre 57,86 e 1795 pg/mL (Tabela 15) exceto para
0 extratos EHCCAa e para as substancias ECFVc 4 _5/24 25/P e CCFR6/
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24-29/P, que apresentaram valores médios de 45,71, 49,88 e 1,77ug/mL,

respectivamente, sendo considerados altamente toxicos.

A razéo para os demais extratos e substancias ndo terem sido testados,

foi devido a falta de células hepéticas para realiza¢do do experimento.

Tabela 15. DML (Dose minima letal) — Dose que inibiu 30% do crescimento celular.

Cdbdigo da amostra

DML (ug/mL)

1° Resultado

DML (ug/mL)

2° Resultado

Doses a serem

testadas na fase

hepatica (ug/mL)
EHCRAa 57,86 63,085 62,5/31,25
ECCRAa 64,52 66,782 62,5/31,25
EECRAa 142,98 140,5 125/62,5
EACRAa 235,09 224,679 125/62,5
ECCERAa 71,07 70,27 62,5/31,25
EECERAa 356,82 393,805 250/125
EHCCAa 46,16 45,26 31,25/15,6
EDCCAa 89,92 90,01 62,5/31,25
EECCAa 314,65 310,15 250/125
EHCECAa 208,80 214,418 125/62,5
ECCECAa 175,53 144,401 125/62,5
EECECAa 222,66 245,619 250/125
EHFSAa 82,69 95,192 62,5/31,25
ECFSAa 140,87 155,857 125/62,5
EEFSAa 186,09 203,95 125/62,5
CMR 366,53 360,13 250/125
CMB 206,89 210,5 125/62,5
CMQ 1794,67 1598,02 1000/500
ES 150,96 148,67 125/62,5
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ESPX 80,95 82,33 62,5/31,25

Acido melaléucico 256,48 250,3 250/125

5,6,7,8,2,3,4.5 —

Octametoxiflavona.

1,56 1,99 1,95/3,90

1,3,8-triidroxi-4,5,7-

. , . 48,53 51,23 31,25/15,6
triisoprenil-7-metil-antrone.

8.2.2. Ensaio de determinacédo da atividade antimaléarica

Quatro tipos diferentes de ensaios foram utilizados: ensaios in vitro para
estudo da atividade antimalarica durante o ciclo hepatico, utilizando P.
berghei ANKA; e ensaios in vitro com Plasmodium falciparum para estudo
da atividade antimalarica esquizonticida para parasitas na fase de
desenvolvimento eritrocitario; e, finalmente, ensaios in vivo em modelo de
Plasmodium berghei ANKA infectando camundongos Balb/C para a fase

hepatica e, também, para fase eritrocitaria.

8.2.2.1. Ensaios in vitro na fase hepatica

Para a determinacdo da atividade antimalarica na fase hepatica,
procedeu-se a observacdo ao microscopio de fluorescéncia para
avaliacdo/contagem do crescimento dos esquizontes hepéticos e por
interpolacao linear foram calculados os valores meédios de ICs.

A realizacdo deste ensaio (Ver Materiais e Métodos, pg. 133) é
complexa e necessita de uma reproducdo climatica para o crescimento e
desenvolvimento dos esporozoitos, o que significa que os valores de
umidade e temperatura devem ser exatos para a obtencdo de um
experimento com éxito.

De acordo com Gessler et tal, 1994, se o extrato exibir um ICsg menor

que 10 pg/mL, a atividade antimalarica é muito boa, de 10 a 50 pug/mL, a
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atividade antimalarica é moderada e acima de 50 pg/mL, o extrato é
considerado ter baixa atividade antimaléarica.

Dos extratos testados (Tabela 16), trés demonstraram uma moderada
atividade esquizonticida, com valores de 1Cso: 19,6, 30,1 e 39,9 pg/mL
referente aos ECCECAa, ECCRAa e EACRAa, respectivamente. As
concentracOes ativas estdo abaixo dos respectivos de valores de DML. Os

demais extratos foram considerados inativos.

Tabela 16. Atividade de extratos de A. amazonicus, in vitro, contra as formas hepéaticas

do Plasmodium berghei em linhagem de células hepéaticas Hep G2 Al6.

Codigo da amostra ICs0 (ug/mL)
EHCRAa 69,6
ECCRAa 30,1
EECERAa 82,0
EACRAa 39,9
ECCECAa 19,6
EECECAa 264,6
EHFSAa 72,5
ECFSAa 127,5
EEFSAa 83,9
EHCECAa 54,5

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram os resultados de
outros pesquisadores. Em trabalhos mais antigos encontramos
informacdes sobre a inatividade de extratos brutos e de fracOes
semipurificadas da planta contra as formas sanguineas de P. berghei e P.
gallinaceum (Kretlli et al, 2001), em um trabalho realizado por Andrade-
Neto e colaboradores (2008), cuja a metodologia para 0 ensaio
antimalarico foi a mesma utilizada neste trabalho. Encontramos que o

extrato etanodlico das raizes foi capaz de reduzir, significativamente, o
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namero de esquizontes, sendo considerado ativo (ICsp calculado de 28,2
png/mL). O extrato aquoso das raizes (EACRAa) obtido neste trabalho, de
polaridade proxima ao extrato etandlico, apresentou atividade moderada
com ICsp proximo ao encontrado por Andrade-Neto et al, 2008. Este
resultado, preliminar, revela a existéncia de atividade antimalarica de A.
amazonicus na fase inicial da doenca, que a leva a ser indicada pela
populacao.

Os demais extratos foram avaliados pela primeira vez quanto ao sua
acdo antimalarica. Os resultados obtidos pelos ECCECAa e ECCRAa
foram considerados promissores, e, por este motivo foram submetidos aos
fracionamentos quimicos, com o objetivo inicial de monitorar por bioensaio
e identificar as substancias relacionadas ao uso popular atribuido a planta.
No entanto, ndo foi possivel testar as substancias isoladas, devido as
dificuldades encontradas para a obtencdo de um numero razoavel de
esporozoitos.

Os extratos polares de A. amazonicus, como mencionado na literatura,
sdo ricos em saponinas (Branddo, 2001; Rosas et al, 2007). Estes
metabdlicos apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas e
farmacoldgicas. A sua atividade mais comum é a capacidade em produzir
hemodlise, esta atividade faz parte do sistema de protecao do vegetal contra
ataques de predadores (inseto, virus, fungos e bactérias) (Bruneton, 1999),
e a ela esta associada outras atividades como antibacteriana, antifingica e
espermicida, apresentada por uma variedade de plantas (Lacaille-Dubois &
Wagner, 1996).

Além das atividades antibacteriana e antifangica, as saponinas
apresentam atividades moluscicida, atuando contra 0 esquitosSsomo
(Sindambiwe et al, 1998; Abdel-Gawad et al, 1999), anti-inflamatéria
Navarro et al, 2001), e atua contra micro-organismos como Vvirus e
protozoarios (leishmania infantum) (Germonprez et al, 2005). Uma série de
trabalhos sobre a acdo farmacolégica das saponinas € encontrada na
literatura, mas no que diz respeito a atividade antimalarica frente ao P.

berghei, na fase hepatica, nenhum trabalho foi realizado até o momento.
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Pelo histérico farmacolégico destes metabdlicos e o resultado
encontrado para o EACRAa, acredita-se no potencial antimalarico das
raizes de A. amazonicus, na fase inicial da doenca, devido a presenca das
saponinas. Porém, faz-se necessario o isolamento e a avaliacédo, in vitro,
destas substancias frente as formas exo-eritrocitaria em desenvolvimento.
Adicionalmente torna-se interessante realizar 0s ensaios in vivo, para a
comprovacao cientifica da planta como profilatica.

Nos extratos ECCECAa e ECCRAa foi possivel identificar a presenca de
triterpenos, através da analise das fracdes pré-purificadas em CCD (Figura
57), utilizando os reveladores indicativos desta classe quimica. Os
triterpenos sao reativos ao komarowvsky, apresentando uma coloracéo
azul ou lilds, e a vanilina sulftrica, apresentando uma coloracdo lilas
(Wagner, 1996). Ainda, pelo trabalho fitoquimico realizado, foi possivel
isolar triterpenos pentaciclicos do tipo lupeno, dentre eles: &cido
melaléucico (ECCECAa), betulina (ECCRAa) e acido betulinico
(ECCECAa/ECCRAaA), corroborando com dados da literatura (Rosas et al,

2007; Brandéo, 2001; Corréa, 2007).

c

Figura 57. Cromatografia em camada delgada (CCD) de fracbes pré-purificadas: A = Fracdes do
ECCEAa, revelador - komarowvsky; B = Frac6es do ECCEAa, revelador - komarowvsky; C = Fracdes
do ECCRAa4, revelador — Vanilina sulfarica.

Fonte:Carmo, Dominique (2013).
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Diversas plantas de wuso tradicional que contém esses acidos
triterpénicos possuem atividade como anti-inflamatoria, hepatoprotetora,
analgésica, cardiotbnica e sedativa. Aléem destas atividades, estes acidos
apresentam atividade antitumoral (Alvarenga et al, 2005). O acido
betulinico, por exemplo, é conhecido pelas suas propriedades
antimflamatorias e cancerigenas. Através das investigacdes decorridas
descobriu-se o potencial citotoxico do acido betulinico para as células de
melanomas cancerigenos, ndo s6 em ratos como mesmo em células
humanas O triterpeno ndo soO inibe o crescimento das células malignas,
como provoca mesmo a autodestruicdo, a sua morte “programada’
(apoptose). A sua grande especificidade para as células tumorais tem
também outra vantagem: ndo ataca as células saudaveis circundantes
(Kommera et al, 2010). Tendo em conta que 0s atuais medicamentos
existentes no mercado funcionam como um veneno, matando e impedindo
de se replicar qualquer tipo de células quer sejam malignas ou néo, o acido
betulinico adquire certa vantagem sobre estes medicamentos.

Além da acdo antitumoral, a literatura confirma a acdo antiplasmodial
deste triterpeno, porém na fase sanguinea contra P. falciparum (Ziegler et
al, 2004; Dominguez-Carmona et al, 2009). A atividade observada nos dois
extratos, provavelmente deve-se a presenca dos triterpenos, mas faz-se
necessario a avaliacdo destas substancias contra P. berghei, na fase

hepatica.

8.2.3. Ensaios in vitro na fase eritrocitaria

8.2.3.1. Ensaios in vitro com extratos/substancias de A.

amazonicus
Em virtude da facilidade de realizacdo deste experimento, pois as

condi¢cbes para o desenvolvimento do parasita sdo facilmente alcancadas

com uma estufa de CO,, um maior nimero de amostras foi testado. Além
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disso, a utilizacdo do reagente Syber Green permite que os resultados
sejam obtidos em questéo de segundos.

A partir dos valores determinados, definiram-se extratos/substancias de
elevada, média e baixa atividade. Conforme Chinchilla e colaboradores
(2012), para extratos com ICsp < 5 pg/mL, foram considerados muito ativos,
com 5>IC50>50, considerados ativos, 50>IC5,>100, pouco ativos e ICsp >
100 pg/mL, foram considerados inativos. Foi calculada a concentracao
capaz de inibir o crescimento de 50% dos parasitas (ICso) na fase
sanguinea, em comparag¢ao com o0s controles.

Os extratos EHCECAa, EECRAa, EACRAa, ECCERAa, EECERAa,
ECCECAa, EHFSAa, ECFSAa, EEFSAa demonstraram possuir uma
atividade antiplasmédica moderada, com valores de 1Csy 50>1C50,>100
png/mL. Os extratos EHCRAa, ECCRAa, EDCCAa e EHFSAa apresentaram
uma evidente atividade antiplasmddica contra P. falciparum sensivel e
resistente a cloroquina com valores de ICsp < 10 pug/mL.

O extrato mais ativo foi 0 ECCRAa, obtido das raizes de A. amazonicus
(este extrato também apresentou resposta positiva na fase incial da
doenca, quando avaliado frente ao P. berghei). Este resultado é
apresentado pela primeira vez, dado que a literatura afirma que a espécie
em estudo ndo apresenta atividade antimalérica, na fase sanguinea, frente
ao P. falciparum (Krettli et al, 2001; Andrade-Neto et al, 2008; Oliveira et al,
2011). Acredita-se que a metodologia adotada para a obtencdo dos
extratos, obtidos a partir da extracdo por diferentes solventes em ordem
crescente de polaridade, tenha contribuido para a obtencdo de extratos
mais ativos frente ao P. falciparum.

Uma possibilidade aqui aventada seria associar a acao antimalarica da
planta aos compostos de média polaridade, neste caso, aos triterpenos
pentaciclicos. Diante desses resultados os estudos fitoquimicos foram
realizados com os extratos cloroférmicos, com o objetivo de isolar as
substancias bioativas, passando pela purificacdo das fracbes, conforme

descrito em materiais e métodos.
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O ECCECAa (Ver Materiais e Métodos, pg. 41) foi submetido a uma
coluna filtrante, utilizando como eluente Hexano, AcCOEt e Metanol em
gradiente de polaridade crescente, fornecendo 7 fracdes. Na fracao,
codificada como CECFR2, foi observado a presenca de precipitados, os
quais foram lavados com AcOEt e separados conforme grau de pureza. O
precipitado PECC 4 foi identificado, através dos dados de RMN de 'H e
3¢, como sendo o triterpeno Acido melaléucico. Este triterpeno foi avaliado
frente as formas 3D7 e Dd2, sendo considerado inativo frente aos clones
do P. falciparum 3D7 e Dd2 (Tabela 17).

A partir de sucessivos fracionamentos da sub-fracdo CECFR2, foi
possivel isolar o acido estearico, que mediante ao teste antimalarico in vitro
foi considerado ativo frente ao P. falciparum, com ICso de 5,98 pg/mL para
3D7 e 2,73 pug/mL para Dd2 .

A partir do fracionamento do ECCRAa, obtiveram-se 4 fragGes, sendo
que nas trés primeiras fracbes foram observados a presenca de
precipitados. Os precipitados foram lavados com AcOEt, obtendo-se, desta
forma, o acido betulinico. Para este triterpeno foi detectada uma relevante
atividade antimalarica com valores de ICso de 2,56 pg/mL para 3D7 e 3,73
pg/mL para Dd2.

A fracdo 1, codificada como CRF1, por ter apresentado um bom
rendimento, foi submetida a um fracionamento por cromatografia em
coluna, utilizando silica gel como fase estacionaria e como eluentes
hexano, diclorometano, metanol em gradiente de polaridade crescente,
fornecendo 26 fracdes. As fragdes de 1 a 9 foram avaliadas por CCD, onde
foi observada a presenca de um Unico composto, que apds analise por
RMN de *H e *3C, foi identificado como sendo triterpeno betulina. Este
triterpeno também exibiu uma potente acdo antimalarica com valores de
ICso de 7,56 pug/ml para 3D7 e 3,15 pug/ml para Dd2, porém inferior ao acido
betulinico.

As demais substancias, obtidas a partir dos extratos cloroférmicos, nao
apresentaram quantidades suficientes para serem submetidos a avaliacao

antimalarica.
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Tabela 17. Concentracao inibitoria (ICs) dos extratos de A. amazonicus frente aos clones 3D7 e Dd2

de Plasmodium falciparum e valores de indice de seletividade (IS).

P.falciparum _ indice de indice de
P. falciparum (Ddy) o o
Extratos (3D7) ICso (Cep (ug/ml) Seletividade (IS) Seletividade (1S)
Hg/m
(ug/ml) > HepG2/3D7 HepG2/Dd2
EHCRAa 50,60 + 9.58 32,01 + 2,16 1,14 1,81
ECCRAa 13,79 + 3.29 14.63 + 7,093 4,68 4,41
EECRAa 54,08 + 1,70 68,64 * 4,16 2,62 2,06
EACRAa 66,08 + 11.88 78,26 +1.92 3,50 3,01
ECCERAa 55,03 + 0,49 54,78 + 0,11 1,29 1,31
EECERAa 71,00 + 1,62 75,76 + 2.36 7,57 7,61
EDCCAa 40,50 + 3,79 3452 +132 2,20 2,57
EHCECAa 5897 + 6,04 45 36 + 10,43 0,84 111
ECCECAa 51,10 + 0,01 54,94 + 0,07 3,42 3,18
EHFSAa 43,70 + 4,01 38,04 0,151 5,16 584
ECFSAa 70,30 + 4,83 45,36 + 5,41 3,16 4,84
EEFSAa 73,98 + 1,41 74.71+0,76 452 441
Lupeol 3,42+ 2,15 2,31+0,31 - -
Acido - -
. 256+ 151 3,76 + 0,69
betulinico
Betulina 7.56 + 3,20 3.15 + 0,03 - ;
Acido - -
- 5,98 + 3.43 2.73+0.44
estearico
Acido 1,03 0,74
o 24725 + 5,02 3451 + 16,97
melaléucico
*CQ 0,01+0.1 0,203+0. 1 3620,5 2277,5

*CQ - Cloroquina
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O calculo do indice de seletividade (IS) para cada composto foi feito a
partir da razdo entre a dose toxica letal para 50% das células (DLsp) € sua
atividade anti-P. falciparum. Essa andlise demonstrou que o ECCRAa é
promissor, com valor de 1S>3 (Bezevin et al, 2003), os demais extratos e
compostos apresentaram baixa seletividade (< 3,0).

O é&cido betulinico, é amplamente distribuido no reino vegetal, presente
em frutas e verduras, suas fontes tradicionais s8o em espécies europeias
do género Betula (Hostettmann et al, 2003), € um composto ja conhecido
pela variedade de atividades biol6gicas e farmacoldgicas, dentre elas
podemos citar as antiinflamatoria, anti-HIV, antifungica (Dominguez-
Carmona et al, 2009), antihelmitica, antioxidante, propriedades
imunomodulatérias e antineoplasica em diferentes células cancerigenas
humanas (Sharma et al, 2010). Aléem dessas acdes, o acido betulinico vem
despontando como uma substancia potencialmente eficaz contra o P.
falciparum (Ziegler et al, 2004).

Ha varios trabalhos na literatura descrevendo ensaios de atividade
antiplasmaodica investigando extratos de plantas ricas em triterpeno, muitas
vezes sendo o acido betulinico o componente responsavel pelo o efeito. A
atividade antimalarica do triterpeno foi investigada pela primeira vez por
Bringmann e colaboradores (1997), apresentando uma acédo moderada
sobre P. falciparum (NF 54) com ICso de 10,5 pg/mL. Desde entdo outros
estudos vém relatando o potencial antimalarico do acido betulinico sobre
diferentes cepas do mesmo protozodrio (Duker-Eshun et al, 2004,
Attioua; Weniger; Chabert, 2007; Lenta et al, 2007; Lenta et al, 2008;
Dominguez-Carmona et al, 2011; Zofou et al, 2011). Steele e
colaboradores (1999) demonstraram que o &acido betulinico possui
atividade antiplasmodica moderada tanto contra P. falciparum resistente
(K1) quanto sensivel a cloroquina (ICso = 19,6 pg/mL e 25,9 pg/mL,
respectivamente). A betulina, por sua vez mostrou-se ser completamente
inativa as mesmas cepas, com ICso de 500 pg/mL, evidenciando que a
modificacdo da posicdo C-17 altera drasticamente a atividade.

Betulinaldeido, com um aldeido em C28, mostrou-se ativo com ICso de 6,5
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png/mL (Suksamrarn et al, 2006). Porém, neste trabalho, verificamos que a
betulina é ativa frente as formas sensivel e resistente 3D7 e Dd2,
respectivamente, de P. falciparum. Sobre esta atividade antiprotozodria, ja
foi comprovada a acdo antimalarica deste triterpeno frente a cepa 3D7 de
P. falciparum, bem como o mecanismo de acdo, o qual foi associado as
alteracbes na forma da membrana do eritrocito, conhecido como
estomatocitos (Ziegler et al, 2004).

E sabido que a membrana dos eritrocitos € formada por dois dominios,
um primeiro pela bicamada lipidica, e a outra formada pelo citoesqueleto. A
bicamada é formada por partes ligeiramente iguais de lipideos e proteinas.
Os lipideos encontrados sado o colesterol, igualmente distribuidos em
ambas as faces da bicamada, e fosfolipideos que tem suas constituicbes
diferenciadas em cada lado da bicamada (Lehninger et al, 2007). Em
pesquisas realizadas por seu grupo de pesquisa de Ziegler e colaboradores
(2004) demonstraram que o Plasmodium sobrevive, essencialmente, do
colesterol presente na bicamada lipidica, neste sentido moléculas analogas
a este lipidio poderiam liga-se a membrana do eritrocito, modificando os
beneficios que o colesterol proporciona ao Plasmodium.

Os triterpenos pentaciclicos testados, dentre eles o acido betulinico,
betulina e lupeol foram capazes de se incorporar dentro da camada lipidica
provocando alteracdo na morfologia dos eritrcitos, os triterpenos capazes
de doarem uma ligacdo de hidrogénio provocaram contracdo nas células,
conhecidos como equindécitos; os triterpenos incapazes de doar uma
ligacdo de hidrogénio provocaram expansao nos eritrocitos, conhecidos
como estomatocitos, estas alteracbes inibiram o crescimento do P.
falciparum (Ziegler et al, 2004).

Em contrapartida o acido melaléucico ndo apresentou atividade
antimalérica, uma explicacdo seria um interagdo intramolecular entre as
carboxilas o que impede incorporagdo da molécula na membrana do
eritrocito (Costa et al, 2007).

Além do ECCECAa o acido betulinico também foi isolado do ECCRAa. E

provavel que este triterpeno seja majoritario nas raizes de A. amazonicus,
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para desenvolver esta teoria pensou-se em quantificar o acido betulinico
nos extratos brutos de A. amazonicus (Ver Materiais e Métodos, pg. 49) e
correlacionar com os valores de ICsy encontrados nos ensaios
esquizonticidas in vitro na fase de desenvolvimento eritrocitario.

A importancia da identificagdo dos constituintes mais importantes de um
vegetal € pelo estabelecimento de marcadores quimicos, componente ou
classe de componente presente no material vegetal, idealmente o proprio
principio ativo, e preferencialmente que tenha correlagdo com o efeito
terapéutico. Neste sentido a substancia em destaque foi quantificada pelo
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) nos extratos
selecionados para estudo neste trabalho.

As analises foram realizadas em CLAE-DAD, utilizando eluicdo no modo
isocratico, acetonitrila/agua 65: 35 (%, v/v), com o objetivo de se obter uma
boa separacdo da banda do analito de interesse dos outros compostos
presentes na matriz e um perfil cromatografico satisfatério para todos os
extratos para assim comparar, qualificar e quantificar o acido betulinico em
todas as amostras de A. amazonicus. Esses cromatogramas foram
monitorados no comprimento de onda 210 nm.

Na analise do perfil cromatografico do acido betulinico (Figura 58)
observa-se uma boa identificacdo do analito de interesse, com linha de
base e bandas definidas.

Foram selecionadas as amostras que apresentaram elevada atividade
antimalérica frente ao P. falciparum, os extratos EHCRAa, ECCRAa e
EDCCAa.

Segundo Santos e colaboradores (2005), A. amazonicus € utilizada
como preventivo e para o tratamento da malaria a partir da mistura da
entrecasca das raizes e caule em agua. O conteudo adquire uma coloracao
amarelada e espumante semelhante a cerveja, esta bebida é tomada
diariamente, antes do banho, retirando-se a espuma (Brandao, 1991).
Através desta informacdo, esperava-se que 0S extratos polares
apresentassem atividade antimalarica, porém seus valores de ICs, foram

superiores aos valores encontrados para o0s extratos cloroformicos. A
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auséncia desta atividade pode ser explicada pela auséncia do acido
betulinico. Portanto, para afirmar esta hipotese também foi analisado o

EACRAa para determinar a quantidade do triterpeno no extrato.
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Figura 58. Cromatograma e espectro de UV do acido betulinico detectado em 210 nm.

Na analise dos perfis cromatograficos dos extratos de A. amazonicus
(Figura 59) observa-se que houve uma separacao adequada do analito de
interesse, a linha de base néo foi alterada e as bandas estdo definidas,
esta boa separacdo foi obtida em 20 minutos de corrida usando as
condicdes descritas. Foi possivel identificar o &cido betulinico no EHCRAa,
ECCRAa e EDCCAa.

Através dos resultados discriminados na Tabela 18 € possivel
estabelecer uma relacéo entre as atividades antimalaricas dos extratos e a
guantidade do &cido betulinico nas amostras. O triterpeno foi encontrado
como componente majoritario no ECCRAa, com concentracdo de 300, 85
pug/mL para cada 1 mg/mL de amostra, em relacdo aos demais extratos o
triterpeno € muito mais abundante neste extrato, fato ja observado quando

a amostra foi submetido a purificacdo por técnicas de cromatografia
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classica, onde repetidas vezes o composto foi isolado. Através desta
quantificacdo podde-se confirmar que o acido betulinico € o componente

majoritario nas cascas das raizes.
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Figura 59. Cromatograma dos extratos de A.amazonicus obtido por CLAE-DAD.
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Tabela 18. Concentracédo de acido betulinico nos extratos de A. amazonicus.

Extrato Concentracao (pg/mL) P. falciparum ICs (ug/mL)
3D7 Dd2
EHCRAa 32,12 50,60 + 9,58 32,01+£2,16
ECCRAa 300,85 13,79 £ 3,29 14,63 £ 7,09
EDCCAa 268,76 40,50 £ 3,79 34,52 +1,32
EACRAa 78,76 66,98 +11,88 78,26+1,92

Através destes resultados podemos sugerir que o conteudo do acido

betulinico na amostra esta fortemente

relacionado com a atividade

antimalérica da espécie A. amazonicus, uma vez que nos demais extratos

avaliados a presenca de acido betulinico é inferior e os valores 1Cs

encontrados revelam menores atividades antimalaricas. Adicionamente, no

EACRAa (Figura 60) so6 foi possivel identificar o triterpeno quando foi

preparada uma solucdo mais concentrada de 20 mg/mL, onde foi

encontrado 78,76 pg/ mL de &cido betulinico na solucdo, tal valor

corresponde a 0,003% do triterpeno no cha, o que justifica a baixa

atividade antimalérica do extrato contra o P. faciparum.
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Figura 60. Cromatograma dos extratos EACRAa obtido por CLAE-DAD.
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8.3.Ensaios in vitro com extratos/fracdes de V. cayennensis

Os ensaios foram realizados, inicialmente, com os extratos EHFVc,
ECFVc e EEFVc, destes, o ECFVc apresentou excelente atividade
antimalarica, com valores de 1C5p<10 pg/mL nas duas cepas testadas, 3D7
e Dd2 (Tabela 19). Em face a esta atividade observada, o extrato foi
escolhido para um fracionamento por bioensaio com o intuito de isolar ou
identificar as substancias bioativas.

O ECFVc foi submetido a purificacdes em gel lipofilico Sephadex LH-20,
resultando em 10 fracdes. Todas as fracbes apresentaram atividade, mas
pudemos classificar as fracbes ECFVc 1 _3, ECFVC 4 5 e ECFVc 6_8
como muito ativas frente aos clones 3D7 e Dd2. A vista disso, as fracdes
foram submetidas ao fracionamento em coluna, resultando em trés
substancias:  3,11,13-4,4-triisoprenil-9-metil-antrone  (vismina), 1,3,8
triildroxi-4,5,7-triisoprenil-7-metil-antrone (harunganol B) e Friedelina, porém
devido a quantidade infima obtida das amostras, ndo foi possivel avalia-las
guanto ao seus potenciais antimalaricos.

Na impossibilidade de identificar a substancia ativa, estabeleceu-se o
padrdao de combinacdo de cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) para identificar os
metabdlitos secundarios presentes no extrato e nas fracdes ativas de V.
cayennensis.

A analise de CCD das fracbes revelada sob luz ultravioleta (luz UV),
mostrou a existéncia de compostos fendlicos pela fluorescéncia e pela
acao do revelador NP-PEG (Figura 61).

163



Antranéides Cumarinas Xantonas Flavonoides

A Quinonas

C

Figura 61. Cromatografia em camada delgada de silica de fase normal, das fracdes oriundas

da cromatografia em coluna (CC) do ECFVc.

O perfil cromatografico obtido por CCD indicou a presenca de:
cumarinas, identificadas pela coloracdo roxa (Simdes et al, 1999), xantonas
cuja absorcdo da luz na regido de 400 nm é responsavel pela coloracao
alaranjada; quinonas identificadas pela coloracdo amarelada ou
esverdeada intensa (Simdes et al, 1999). A coloracdo amarelada também é
indicativo de flavondides e antrandides (Wagner, 1996). Sendo reafirmada

esta informacé&o pela andlise por CLAE-DAD.
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Tabela 19. Valores de ICx, de extratos e fracdes dos frutos de V. cayennensis.

ICs0 (Mg/mML) = ICsp (Mg/ML) £

Extratos/Fractes
SD 3Dy SD Dd,
ECFVc 4,65+ 0,21 7,26 +0,14
EHFVC >250 >250
EEFVc >250 >250
ECFVc 1_3 8,00+0,12 18,38 + 0,11
ECFVc 4 5 5,16 + 0,15 7,10 + 0,19
ECFVc 6_8 6,00 £ 0,12 9,43+0,1
ECFVc 9 12 27,34 +0,3 25,60 £ 0,12
ECFVc 13 17 34,55 +0,18 30,32 £ 0,44
ECFVc 18 20 37,86 0,23 14,34 + 0,42
ECFVc 21 25 32,48 + 0,09 21,92 +£0,26
ECFVc 26_32 29,44 + 0,13 13,35+0,31
ECFVc 33 41 31,30 £ 0,21 25,82 + 0,09
ECFVc 42_45 36,87 £ 0,11 19,68 + 0,36

A investigacdo de metabdlitos secundarios nos frutos da planta foi
aprofundada com o auxilio de CLAE-DAD, a qual fornece acuracia
informacdes sobre as classes de produtos quimicos presentes.

O extrato cloroférmico dos frutos de V. cayennensis foi submetido a
cromatografia liqguida de alta eficiéncia em cromatografo equipado com
detector de arranjo de diodo. Cerca de 1 mg do ECFVc foi solubilizado em
metanol e analisado.

A figura 62 apresenta o perfil cromatografico do ECFVc com seus
respectivos espectros na luz ultravioleta dos compostos com tempo de
retencéo 11,01 min, 14,88 min, 16,46 min, 19,31 min, 23,67min e 24,91
minutos. Os espectros apresentaram absorc¢des caracteristicas no UV de
substancias fenolicas, a maior classe de metabdlicos foram reconhecidos

como vismiona, xantonas, antraquinona, benzofenona, derivados de
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antrandides com base nas absor¢Bes no UV peculiares as respectivas

classes metabdlicas.
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Figura 62. Cromatograma do extrato cloroférmico dos frutos de V. cayennensis

O sinal em 11,01 minutos apresentou um espectro no UV que mostra
méaximos de absor¢do em 201, 212, 239 e 405, em concordancia com
aqueles obtidos na literatura para algumas vismionas isoladas de Vismia
guineensis (Politi et al., 2004). Estas absorc¢des peculiares sao devidas ao
esqueleto antraceno com um anel ndo aromatico formados através do
acido poli-B-cetdnico. O sinal em 14,88 minutos apresentou um espectro no
UV que mostra maximos de absorcédo em 216 e 306 nm sendo provavel ser
uma benzofenona prenilada (Monache et al, 1985). O sinal em 19,31
minutos e 23,67 minutos apresentam um espectro no UV semelhantes,
com gquatro maximos de absor¢des (219, 222, 346 e 406 nm) e (241, 263,
352 e 405 nm), respectivamente, também caracteristicos de cromoforos de
vismionas. Estes constituintes sdo conhecidos serem tipicos metabdlicos
do género Vismia (Miraglia et al, 1981; Botta et al, 1983). O sinal em 24,68
minuto identificou compostos de antrandides pelas caracteristicas maximas
observados no espectro de UV (Anax 226, 275 e 366 nm) (Politi et al.,
2004).
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O cromatograma da fracao ECFVc 4_5 apresentou duas substancias
majoritarias, com os maximos de absor¢cdes semelhantes, enquanto que a
fracdo ECFVc 6_8 apresentou apenas uma substancia majoritaria também
com o mesmo perfil no espectro de UV. No espectro de UV (Figura 63)
podemos identificar quatro maximos de absor¢do (no meio com
intensidades decrescentes), caracteristicos de antranodides (Politi et al,
2004). Os metabdlitos presentes em espécies da familia Clusiaceae sao
dotados de acbes biolégicas, destacando-se atividades antibacterianas
(Hay et al, 2004), antifungicas (Winter et al, 1995), citotoxicas e
antimaléricas (Ignatushchenko et al, 1998). Sobre a atividade antimalarica
destes metabdlitos encontramos uma gama de informacfes na literatura,
indicando o potencial antimalarico destas classes quimicas (Hay et al,
2004; Hou et al, 2009; Dai et al, 2014), justificando os resultados

encontrados neste trabalho.
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Figura 63. Cromatograma e espectros de UV de: A—ECFVc 4 5e B - ECFVc 6_8.

8.4. Avaliacdo da inibicdo da formagdo de hemozoina pelos
extratos/fracdes/substancias isoladas de A. amazonicus e V.

cayennensis

Com o objetivo de se avaliar um possivel mecanismo de acdo de
extratos, fracdes e susbtancias isoladas, foi avaliada a capacidade destes
de inibir a formacdo da hemozoina. Foi utilizado um protocolo in vitro que
mimetiza o ambiente in vivo no vacuolo digestivo do parasita, onde o
produto da digestdo da hemoglobina é depositado na forma polimerizada.
Neste protocolo, quanto maior for a formacdo de heme livre, menor a
concentracdo de hemozoina, portanto, mais ativa a amostra avaliada.

Os compostos testes sdo incubados em um tampdo de acetato, que
induz a formagdo de hemozoina. A quantidade de heme livre é entdo
dosada e os resultados sao calculados, os valores positivos indicam que a
amostra é ativa. Conforme demonstrado na Tabela 20, os extratos
cloroférmicos e aquosos de A. amazonicus inibiram a formacdo de

hemozoina.
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Tabela 20. Resultados de l,n4ise para Extratos, Frag6es e Substancias isoladas testadas
no ensaio B-hematina.

Codigo dos extratos de A.

amazonicus analise

Cloroquina 0,383
EHCRAa 0,0450
ECCRAa 0,0103
EECRAa 0,1527
EACRAa 0,1647

EHCERAa -0,0230

ECCERAa 0,0970

EECERAa -0,0470
EHCCAa -0,0380
EDCCAa 0,0963
EECCAa -0,0756

EHCECAa -0,0453

ECCECAa 0,1900

EECECAa -0,0840
EHFSAa 0,1297
ECFSAa 0,1257
EEFSAa 0,1210

CMR 0,2677
CMQ 0,1860
CMB 0,1453

ES 0,1203
ESPX 0,0787

Cdodigo dos extratos/fragbes
de V. cayennenis

ECFVc 0,124
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ECFvVc 1 3 0,212

ECFVc 4 5 0,276
ECFVc 6_8 0,267
ECFVc 9 12 0,213

substancia isolada
5,6,7,8,2',3,4,5 -

octameté6xiflavona

0,0757

ApOs uma breve revisdo da literatura sobre o mecanismo de acao do
parasita nas células eritrocitarias, é pertinente relembrarmos que o
Plasmodium atua se alimentando da hemoglobina e liberando o
grupamento heme (Figura 64). Este grupo € uma estrutura em anel
tetradentado conhecida como ferriprotoporfirina 1X (Fe(ll)PPIX) ou
hematina, sendo toxico ao parasita devido a sua habilidade de

desestabilizar e lisar membranas (lipoperoxidacéo) (Francisco et al, 2010).

Figura 64. Estrutura do heme (hemina).
Fonte: Francisco et al, 2010.

No entanto o parasita desenvolveu estratégias que viabilizaram sua
sobrevivéncia nesse ambiente eritrocitico e 0 mecanismo mais aceito € que

ocorre 0 sequestro da heme em cristais de hemozoina (Figura 65), conhecido
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como pigmento malérico. Andlises espectroscopicas e por cristalografia
indicaram que a hemozoina tem a mesma estrutura da 3-hematina (Silva et al,
2005). A B-hematina € um dimero de heme formado por lacos covalentes
reciprocos entre grupos carboxila, essencialmente por ligacdes de hidrogénio,
e 0s grupos carboxil-propionato com os atomos de ferro entre duas moléculas

heme.
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Figura 65. Estrutura da hemozoina.
Fonte: Francisco et al, 2010.

O ensaio realizado com os extratos CMQ, CMR, ECCECAa, EECRAa,
EACRAa e fragbes ECFVc 1 3, ECFVc 4_5, ECFVc 6_8, ECFVc 9 12
evidenciaram uma forte interagdo com o grupo heme, em valores mais
proximos ao padrdo cloroquina, sugerindo a presenc¢a de substancias com
potencial atividade de inibicdo de polimerizacdo do heme nestes extratos.

Para os extratos EHCRAa, ECCRAa, ECCERAa, EDCCAa, EHFSAa,
ECFSAa, EEFSAa, CMB, ES, ESPX e a substancia 5, 6, 7, 8, 2', 3, 4', 5' —
octametoxiflavona também foram observadas interagbes com o grupo
heme, mas com valores inferiores aos valores obtidos nas amostras
mencionadas anteriormente. Sendo assim, em todos os extratos, fracdes
ou composto, em que foram obtidos valores de lanaise POSItivos, sdo 0s mais
promissores a identificacdo de substancias em potencial da inibicdo da B-
hematina e consequentemente a polimerizacdo do heme.

Quanto a dunica substancia testada pode-se fazer as seguintes

consederacOes: as flavonas pertencem a um grupo de metabdlitos
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secundarios, os flavonéides, com um diversificado nimero de substancias
com atividades farmacoldgicas: antiinflamatorios, antibacterianos,
antioxidantes e cicatrizantes (Vieira et al, 2008), além de comprovada
efichcia contra a malaria. Um estudo realizado em 2004 por Oliveira e
colaboradores provou que o extrato etandlico 80% e as fracdes ricas em
flavondides das raizes de Bidens pilosa sdo ativos contra as formas
eritrocitarias, in vitro, de P. falciparum e formas eritrocitérias, in vivo, de P.
beghei. Quatro anos depois outro estudo revelou uma flavanona prenilada
com atividade antimalarica, a Lonchocarpol A isolada das cascas de
Erythrina fusca (Khaomek et al, 2008). Seus resultados classificaram o
composto com sendo de baixa toxicidade e bastante ativo contra as formas
eritrocitarias, in vitro, de P. falciparum (clone K1).

Sobre as flavonas, estudos biolégicos demonstraram que esta classe
guimica possui atividade antimalarica; duas flavonas preniladas,
denominadas de artocapones A e B, isoladas das cascas de Artocarpus
champeden apresentaram potente atividade contra P. falciparum (clone
3D7) (Widyawaruyanti et al, 2007) e flavonas metoxiladas foram capazes
de potencializar a atividade antimalarica da cloroquina e ginghaosu (QHS)
(Elford et al, 1987).

Estes estudos sdo exemplos da potencialidade antimalarica das
flavonas, no entanto, nenhum estudo foi encontrado sobre o mecanismo de
acao das mesmas. No teste de inibicdo in vitro de  — hematina, realizado
neste trabalho, o resultado obtido de lanaise = 0,1983 sugere que a 5, 6, 7, 8,
2', 3, 4', 5 — octametoxiflavona provalvemente atua como inibidora da
formacdo da hemozoina através de seu acumulo nos vacuolos alimentares
do parasita, impedindo a polimerizagcdo do produto de degradacao da
hemoglobina, o heme em hemozoina, com consequente desenvolvimento
de toxicidade para os parasitas, devido ao aumento do heme livre. Com
este resultado podemos presumir que as flavonas possam ser inibidores da
hemozoina.

A inibicdo da formacdo da [(-hematina pelos extratos e fracdes

mencionados, deve-se a presenca de substancias capazes de interagir
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com o grupo heme [ferriprotoporfirina 1X (Fe(ll)PPIX)]. Adams e
colaboradores (1996) descreveram que os antimalaricos do tipo 4-
quinolinocarbinolamina, como a quinina e a amodiaquina, se complexariam
por meio de seus oxigénios carbindlicos com o ferro e por interagbes do
tipo p-p entre os anéis aromaticos. Diante deste estudo, podemos
compreender a atividade observada nos extratos de A. amazonicus, dado
que, 0S seus constituintes majoritarios, os triterpenos (para os extratos
cloroférmicos e diclorometano) e saponinas (para 0s extratos polares),
comumente apresentam um carbono carbindlico em suas estruturas. Para
as fracdes V. cayennensis, a atividade é justificada pela presenca dos

compostos fendlicos.

8.5. Avaliacao da atividade in vivo

No ensaio in vivo Fase Hepética e no in vivo Fase Eritrocitaria foram
realizados dois ensaios independentes, sendo que no segundo ensaio as
concentracOes testadas dos compostos EDCCAa, ECCRAa e ES foram de
12,5 mg/kg/dia porque os camundongos apresentaram sinais de toxicidade
ao utilizar a concentracao de 25 mg/kg/dia.

Apbés a inoculagdo dos esporozoitos e atravées dos esfregacos
sanguineos realizados verificamos que em todos 0s compostos testados, e
em ambos os ensaios (Fase Hepatica e Fase Hepatica Il) comecam a
surgir parasitas entre 0 4°e o0 6°dia enquanto que no controle nao tratado
acontece no 6° dia.

Ao analisar a Figura 66 verificamos que nos camundongos tratados com
Primaquina (controle positivo) a parasitemia € inexistente enquanto que
nos grupos restantes é observavel e comparavel com a parasitémia média
dos camundongos do controle ndo tratado. No ensaio 1 o controle néao
tratado apresentou uma parasitemia média de 1,345 % e 0s compostos
EDCCAa, ECCRAa, EACRAa, CMB, ES e CMR de 0,79%, 1,725%, 2,7%,
2,16%, 1,885% e 1,285%, respectivamente. No ensaio 2 o controle ndo

tratado apresentou uma parasitemia média de 5,945% e o0s compostos
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EDCCAa, ECCRAa, EACRAa, CMB, ES e CMR de 1,52%, 8,485%, 5,82%,
3,645%, 2,765% e 7,12%, respectivamente. De acordo com os resultados
obtidos os compostos testados ndo apresentam atividade antimalarica,
uma vez que néo inibem o desenvolvimento do ciclo hepéatico (a invasao e
o desenvolvimento de esquizontes hepaticos), com excecdo do EDCCAa
que apresenta uma relevante atividade antimalarica devido a reducéo de

parasitemia em relacdo ao controle nédo tratado.

Ensaio in vivo Fase Hepatica
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Figura 66. Ensaio in vivo Fase Hepética

No ensaio in vivo Fase Hepatica Il foram realizados dois ensaios
independentes, mas o ensaio 2 nao decorreu como seria de esperar e
consequentemente nao se obteve resultados.

Ao analisar a Figura 67 verificamos que nos camundongos tratados com
Primaquina (controle positivo) a parasitemia € inexistente, assim como no
composto EDCCAa, enquanto que nos restantes grupos, também, é
observavel e comparavel com a parasitémia média dos camundongos do
controle ndo tratado. No ensaio 1 o controle n&do tratado apresentou uma
parasitemia meédia de 1,35% e os compostos, ECCRAa, EACRAa, CMB,
ES e CMR de 3,79%, 1,77%, 2,81%, 2,70% e 2,73%, respectivamente. De
acordo com os resultados obtidos os compostos testados ndo apresentam
atividade antimalarica, uma vez que ndo inibem o desenvolvimento de
esquizontes hepaticos, porém o EDCCAa inibiu consideravelmente o

crescimento dos parasitas, sendo considerado um extrato ativo.
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Figura 67: Ensaio in vivo Fase Hepatica Il

No ensaio in vivo Fase Eritrocitaria apds a inoculagdo com P. berghei e
0s quatro dias consecutivos de administracdo dos compostos verificamos,
através dos esfregacos sanguineos, que em todos 0os compostos testados
nao ocorre supressao da parasitemia. Ao analisar a Figura 68 verificamos
que nos camundongos tratados com Cloroquina (controle positivo) a
parasitemia € inexistente enquanto que nos restantes grupos € observavel
e comparavel com a parasitémia média dos camundongos do controle ndo
tratado. No ensaio 1 o controle ndo tratado apresentou uma parasitemia
meédia de 5,78% e os compostos EDCCAa, ECCRAa, EACRAa, EtOH 80%,
ES, CMR de 4,85%, 6,34%, 2,90%, 4,41%, 455% e 4,36%,
respectivamente. No ensaio 2 o0 controle ndo tratado apresentou uma
parasitemia meédia de 2,38% e o0s compostos EDCCAa, ECCRAa,
EACRAa, CMB, ES e CMR de 2,66%, 2,09%, 2,04%, 2,12 %, 2,55% e
1,56%, respectivamente. De acordo com o0s resultados obtidos os
compostos testados ndao apresentam atividade antimalarica, uma vez que
nao inibe o ciclo eritrocitario. Na Figura 69 observamos o tempo de
sobrevivéncia média dos camundongos infectados e tratados,
comparativamente ao grupo controle, tendo sido observado que nenhum

dos compostos testados aumentou 0 seu tempo de sobrevivéncia.
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Ensaio in vivo Fase Hepatica ll
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Figura 68: Ensaio in vivo Fase Eritrocitaria.

Ensaio in vivo Fase eritrocitaria - tempo médio
sobrevivéncia
25
820 H Ensaio 1
% 15
s M Ensaio 2
g10
g s
0
3 o > 3 3 NY ) &
& FF Y &
& EX & & &
© <& & <& &
&
Q&
&
(0
&
()0
Compostos testados

Figura 69: Tempo médio de sobrevivéncia dos camundongos.

Através dos ensaios realizados, esperava-se esclarecer se a espécie em
estudo, de fato atua contra as formas iniciais de desenvolvimento dos
esporozoitas in vivo, no entanto, lamentavelmente, os resultados obtidos néo
foram os esperados. Apenas um extrato foi capaz de inibir a invaséo e o
desenvolvimento do ciclo hepatico do P. berghei, e este extrato ndo é
caracterizado por substancias polares em sua composi¢cdo, uma vez que
trata-se do extrato dicloromentano das cascas do caule de A. amazonicus
(EDCCAa). Em contrapartida os chéas, preparados de acordo com o0s
meétodos tradicionais, ndo apresentaram nenhuma atividade antimalarica
tanto no ciclo hepatico quanto no ciclo eritrocitario. Segundo a literatura, 0os
extratos aquosos e etandlicos das raizes de A. amazonicus, ndo apresentam

atividade in vitro contra P. falciparum, in vivo contra P. berghei e in vivo
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contra P. gallinaceum, e para estes dois ultimos experimentos foi observado
que os animais desenvolveram um maior numero de parasitas, € morreram
mais cedo que o grupo de animais nao tratados. Diante destes resultados,
foi proposto que os extratos polares sejam ativos contra 0S esporozoitos, e
esta atividade anti-esporozoitica seja a verdadeira explicacdo para a acao
profilatica de A. amazonicus (Kretlli et al, 2001).

E importante considerarmos que o ciclo da malaria inicia quando o
mosquito inocula os esporozoitos na derme do hospedeiro intermediario no
momento do repasto sanguineo. Esses parasitos atravessam o endotélio
vascular e alcancam o figado em menos de 30 minutos e entram nos
hepatocitos e se desenvolvem. Uma vez dentro dos hepatdcitos, os
esporozoitos sdo, provavelmente, mais protegidos da acdo da droga (Kretlli
et al, 2001). Neste trabalho, a metodologia utilizada para avaliar a acéo
antimalarica dos extratos foi em administrar os compostos nos camundongos
apos a invasdo dos esporozoitos, uma vez que os agentes profilaticos atuam
na passagem do estdgio exoeritrocitario para o eritrocitario, matando o
parasita quando esse deixa o figado (Taranto et al, 2006). A metodologia
adotada possivelmente explica a auséncia de atividade dos extratos polares
de A. amazonicus na fase hepdtica, introduzindo uma nova esperanca sobre
o poder profilatico contra a malaria de A. amazonicus, corroborando com o
trabalho realizado em 2008 por Andrade — Neto e colaboradores, quando foi
comprovada a acao profilatica do extrato etandlico 80% de A. amazonicus na
fase hepatica da doenca, tratando, inicialmente os animais e posteriormente
expondo o0s animais a picada dos mosquitos (Anopheles Stefensi)
infectados.

A espécie também é indicada para o tratamento da Malaria, porém os
resultados obtidos através do ensaio in vivo, na fase eritrocitria, designam
para auséncia de acdo contra P. berghei. Estes dados podem ser
parcialmente explicados ao fato de muitas plantas usadas tradicionalmente
no tratamento da malaria, poderem ter outras acdes terapéuticas, que nao a
atividade sobre o parasita (Krettli et al, 2001). Desta forma, assumiremos

gue o efeito medicinal de A. amazonicus seria um efeito fortificante,
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estimulante e depurativo, 0 que ajudaria a combater a malaria tanto no
processo de cura como impedindo recaidas (Oliveira et al, 2011). Tais

efeitos foram avaliados e seus resultados séo discutidos a seguir.

8.6.Efeito de extratos e substancias puras isoladas de A. amazonicus

em modelo de comportamento geral de camundongos.

Os referidos ensaios necessitavam de uma grande quantidade de
amostra, em torno de 50 mg, esta fator limitou a realizacdo do experimento
em apenas 10 amostras de A. amazonicus, a saber: EECERAa, EECRAa,
ES, ESPX, EDCCAa, ECCECAa, PECC 4, CMR, CMB e ECCRAa.

Este modelo tem a finalidade de avaliar os efeitos gerais dos extratos e
substancias isoladas de Ampelozizyphus amazonicus Ducke, levando em
consideracdo tempo de acdo, duracdo de seus efeitos, toxidade e
confiabilidade. Desta forma, este experimento serviu para nos dar um
direcionamento quanto aos outros experimentos que foram realizados
posteriormente. A partir dele pudemos definir qual eram os melhores
extratos a serem utilizados e seu tempo de acéao.

Foram observadas as seguintes reacdes para cada amostra: no extrato
EECERAa- 50 % dos camundongos apresentaram uma analgesia leve
entre 30-60 minutos; em EECRAa todos os animais apresentaram uma
analgesia leve entre 30-60 minutos, com reducéao da motilidade no mesmo
periodo; para 0 ES os animais apresentaram aumento da frequéncia
respiratdria desde os 5 minutos de experimento e permaneceram assim até
o final do mesmo (90 minutos). Além disto, houve uma analgesia leve que
se iniciou aos 30 minutos de experimento e aos 60 minutos estava ausente
ou quase imperceptivel; no extrato EDCCAa além do aumento da
frequéncia respiratoria, que se iniciou em meédia aos 15 minutos, houve
também no mesmo periodo (a partir dos 15 minutos de experimento)
aumento da motilidade, espasmos abdominais frequentes e leve analgesia

gue permaneceram em média até os 60 minutos de experimento.
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Outra manifestacdo de dois dos quatro camundongos foi a reducdo da
defecacdo e da miccdo, além de notavel ataxia, que surgiram aos 30
minutos de experimento e permaneceram até o final do mesmo (90
minutos).

Para a substancia PECC 4 o dUnico sinal apresentado pelos
camundongos era a analgesia, que se iniciou a partir dos 15 minutos de
experimento e permaneceu até o final do experimento (90 minutos).

Os resultados observados com CMR indicaram aumento da frequéncia
respiratéria que se iniciou aos 30 minutos de experimento e persistiu até o
final do mesmo. Aos 60 minutos, houve agitabilidade dos animais. Somente
aos 90 minutos de teste que se pode notar aumento da atividade
exploratdria.

Na amostra ESPX a Unica alteracdo encontrada foi o aumento da
frequéncia respiratoria que se iniciou aos 30 minutos de experimento e
durou até o final do mesmo aos 90 minutos.

No CMB houve aumento da frequéncia respiratéria com aumento da
atividade exploratoria. Este comportamento persistiu até os 90 minutos.

ECCRAa apresentou uma diminu¢cdo da motilidade nos primeiros 60
minutos com leve analgesia, apos os 60 minutos até os 90 minutos houve
uma melhora na motilidade, enquanto que, para o ECCECAa nos 10
primeiros minutos foi observado, somente, aumento da frequéncia
respiratOria, nos proximos 80 minutos, além da fequéncia respiratoria,
houve também aumento da taxia e ptose, uma analgesia leve com
diminuicao da defecag&o e micgéo.

As propriedades energéticas de A.amazonicus ja foram mencionadas
por Santos e colaboradores (2005), e desta maneira foi descrita:
“Espumosa como cerveja, amarga que nem chimarrrdo, adocicada quando
chega a boca. Seus efeitos imediatos, fim da fadiga, tristeza vai embora,
disposicdo para o trabalho, forcas redobram. A cabeca fica no lugar,
raciocinio € perfeito. Nao € alucinébgena nem toxica. Eis ai que parece a
pocdo magica da felicidade”. Inclusive foi citado que alguns pesquisadores

apos beberem do cha de saracura-mira caminharam por trés horas e meia
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na mata sem reclamarem de cansago e ainda com bom humor. E de
sabedoria e de uso tradicional entre os indios e caboclos da regido do Rio
Negro e também em outras areas da Amazoénia, que o cha das raizes e do
caule de A. amazonicus restabelece o cansaco e a fadiga.

Diante destas informagbes e confrontando com o0s resultados
preliminares obtidos pelo modelo de comportamento geral de
camundongos, pode-se concluir que os extratos EDCCAa, CMR, ESPX e
CMB apresentaram respostas de acdo estimulante e energética pela
observacdo de aumento da frequéncia respiratéria, agitabilidade dos
animais, aumento da atividade exploratéria, aumento da motilidade,
espasmos abdominais com reducéo da defecacdo e da miccao.

Os resultados positivos para 0 CMR e CMB, sao bastante promissores
na comprovacao da eficacia de A.amazonicus como estimulante, pois a
metodologia de preparacdo dos dois extratos foi de acordo com 0 uso
popular (Ver Materiais e Método, pg 31), ademas o poder energético dos
chas pode esta relacionado com sua agdo antimalarica, visto a espécie ndo
curar propriamente a doenga, mas proporcionar o restabelecimento da

energia (Santos et al, 2005).

8.6.1. Efeito na atividade hipnosedativa no modelo de sono
induzido por pentobarbital

Os animais foram divididos em seis grupos (n = 6), além do grupo
controle salina (n = 6). Os extratos utilizados foram: Grupo 1 = CMR; Grupo
2 = CMB; Grupo 3 = ECCRAa; Grupo 4 = EDCCAa; Grupo 5 = ES; Grupo 6
= ESPX.

Nos grupos 1, 2, 3, 4 e 5 ndo se pode observar sedacdo completa dos
animais. O decubito dorsal ndo foi a posicdo na qual os mesmos
permaneceram. Houve uma leve sedacao de todos os animais, mas estes

se mantiveram acordados.
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Newman-Keuls). Onde:

Nos grupos 3, 4 e 5 houve aumento nitido da frequéncia respiratoria
durante todo o experimento, com diminui¢cdo, mas néo extingdo, em média,
aos 89 minutos de experimento.

Embora os animais ndo estivessem em sedacdo completa (uma vez que
0S mesmos ao serem colocados sobre a bancada ndo permaneciam em
decubito dorsal e ainda tinham capacidade de se locomoverem pela
bancada, mesmo com movimentos lentificados e esteriotipados) podia-se
notar certo grau de sedacgéo leve. Quando eram colocados na gaiola, 0os
animais ficavam iméveis, porém ao toque leve movimentavam-se por toda
a gaiola.

N&o houve sedacédo completa por longos periodos nos grupos 2, 3, 4 e

Nos grupos salina e 6, houve sedacdo completa e duradoura em 80%
dos animais.

Conforme é mostrado na Figura 70, notou-se, com a realizacdo deste
experimento, que o periodo de laténcia ndo diferiu entre os extratos, no
entanto, todos os extratos diferiram do veiculo.
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Figura 70. Efeito de diferentes fracfes de Ampelozizyphus amazonicus Ducke, na concentracdo
de 50 mg/kg, no tempo de laténcia do sono no modelo de sono induzido por pentobarbital em
camundongos. *** p<0,001 vs Veiculo. (ANOVA, seguido do Teste de Multi-comparacdo de
CMB = Cha método Brandao; CMR = Cha Método Rodrigues; ESPX =

Extrato Saponinico pos XAD; ES = Extrato Saponinico; ECCRAa; EDCCAa.
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Quanto ao tempo de sono, a Figura 71 mostra que todos os extratos
diferem do veiculo, no entanto, os extratos ndo diferem entre si, com
excecdo do extrato saponinico (ESPX). Assim, os grupos entre si diferem
do grupo ESPX.
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Figura 71. Efeito de diferentes fracbes de Ampelozizyphus amazonicus Ducke, na
concentracdo de 50 mg/kg, no tempo total de sono induzido por pentobarbital em
camundongos. *** p<0,001 vs Veiculo e EST. (ANOVA, seguido do Teste de Multi-
comparagao de Newman-Keuls). Onde: CMB = Casca pelo método Brandado; CMR =
Casca pelo método Rodrigues; ESPX = Extrato Saponinico pds-XAD; ES = Extrato
Saponinico; ECCRAa; EDCCAa.

A tabela 21 demonstra estatisticamente a relacdo entre extrato usado e

tempo de laténcia e o tempo de sono.

Tabela 21. Relacéo estatistica entre o tempo de laténcia e o tempo de sono.

Amostras Tempo de sono Tempo de laténcia
Veiculo 70,5 +/- 0,87 20,67 +/- 4,57

CMB 10,80 +/- 9,8 *** 5,0 +/- 4,0

CMR 1,0 +/- 0,0 *** 4,25 +/- 1,46

ESPX 64,0 +/- 3,49 3,0 +/- 0,26

ES 1,0 +/- 0,0 *** 1,0 +/- 0,0
ECCRAa 1,0 +/- 0,0 *** 1,0 +/-0,0
EDCCAa 1,0 +/- 0,0*** 25+/-15
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O teste do tempo de sono induzido por pentobarbital permite verificar a
atividade sedativa/hipnética de uma substancia, considerando que uma droga
ja apresente efeitos sedativo/hipnéticos. Neste teste € verificado o efeito
sinérgico, ou seja, quando duas drogas que possuem o mesmo efeito sdo
utilizadas juntas espera-se potencializacao do efeito, no caso deste modelo, o
tempo de sono. Portanto, o principio deste teste € verificar se uma droga
possui a capacidade de potencializar o efeito sedativo e hipnotico do
pentobarbital sédico (Riley, Spinks, 1958), e a droga, portanto que diminuir a
atividade sedativa/hipnética do pentobarbital sédica apresenta atividade anti-
depressora do sistema nervoso central (SNC), o que no caso da A.
amazonicus comprovaria seus efeitos energéticos, estimulantes, bem estar e
de bom humor.

Dos extratos avaliados de A. amazonicus o0s resultados mostraram que
houve uma diminuicdo da laténcia do sono e diminuicdo do tempo de sono,
exceto para o ESPX, que comparativamente ao veiculo, praticamente nao
apresentou nenhuma alteracdo na duracdo do sono com a dose utilizada. A
literatura afirma que a diminuicdo da laténcia e o aumento na duragédo do
sono sdo tipicos de drogas depressoras do SNC (Willianson et al, 1996), com
base na analise dos resultados observou-se que o ESPX apresentou
atividade depressora, mas néo causa sedacdo ou hipnose. Portanto neste
extrato a metodologia adotada (Ver Materiais e Método, p. 31) retirou as

substancias ativas para este modelo.

8.6.2 Efeito dos extratos e fragcbes isoladas de Ampelozizyphus
amazonicus na atividade motora utilizando o modelo do Campo
Aberto

Os animais foram divididos em trés grupos (n=4), além dos grupos salina
e controle (administracdo de pentobarbital). A dose de escolha foi a de
50mg/kg.

Este teste avalia a atividade exploratéria dos animais: sua

movimentacgdo espontanea (niUmero de cruzamentos, com as quatro patas,
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entre as divisbes dos campos) na periferia (atividade exploratéria) e no
centro (atividade ansiolitica ou sedativa), o nUmero de comportamentos de
auto-limpeza, de levantar, assim como o0 tempo em que o0 animal
permaneceu parado (imobilidade = seda¢ao ou medo) (Montgomery, 1955).

Dados na literatura demonstraram que 0 aumento na atividade
locomotora espontédnea da uma indicacdo do nivel de excitabilidade do
sistema nervoso central (Mansur et al, 1971), comprovando o efeito
estimulante da droga. No presente estudo, o0s extratos testados
apresentaram um maior tempo sem movimentacdo na caixa em
comparacao com o controle (Figura 72) e (Figura 73), tal comportamento
pode estar relacionada com a sedacéo resultante da depresséo do sistema
nervoso central.

No entanto, levando em consideracdo aos experimentos anteriores, que
demonstraram que alguns extratos de Ampelozizyphus amazonicus Ducke
apresentam atividade estimulatéria sobre o comportamento dos
camundongos, tal teste foi definido como inconclusivo, uma vez que esta
em oposicdo ao que foi relatado nos experimentos anteriores. Uma
alternativa desta resposta pode estar relacionada a via de administracao
utilizada neste modelo, que foi a via intraperitonial e, portanto, desviando a
via metabdlica de primeira passagem, que possivelmente a amostra deva
sofrer quando administrada pela via oral. Desta forma, é importante a
realizacdo do mesmo experimento, onde as amostras devam ser

administradas por via oral.
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Figura 72. Efeito de fracdes isoladas de Ampelozizyphus amazonicus Ducke no

comportamento animal de camundongos no modelo do Campo Aberto: movimentagcdo na
caixa. ***p< 0,001 vs Veiculo e Controle.
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Figura 73. Efeito de fracdes isoladas de Ampelozizyphus amazonicus Ducke no
comportamento animal de camundongos no modelo do Campo Aberto: nameros de
cruzamentos na caixa. ***p< 0,001 vs Veiculo e Controle.

Em alguns estudos o ato de levantar de roedores tem sido focalizado
como um aspecto de comportamento exploratério (Johansson et al, 1989),
porém em outros estudos verificamos que a diminuigcdo do ato de levantar
pode estar relacionada ao efeito ansiolitico da droga (Hugues, 1972). De
acordo com os resultados obtidos (Figura 74) os extratos analisados

apresentaram propriedades ansioliticas, o controle de ansiedade e estado
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de alerta relaxando os muasculos comprovam o0 uso popular de A.
amazonicus como revitalizante. Através dos ditos populares sabe-se que o
cha da referida espécie provoca “um estado de bem estar, a cabeca fica no

lugar e o raciocinio é perfeito” (Santos et al, 2005).
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Figura 74. Efeito de fracbes isoladas de Ampelozizyphus amazonicus Ducke no
comportamento animal de camundongos no modelo do Campo Aberto: nimeros de vezes
gue o animal levanta o corpo na caixa. **p< 0,01 vs Veiculo.

Na literatura é referido que o aumento da autolimpeza é observado em
roedores apreensivos, e em um grande namero de estudos, pesquisadores
observaram que drogas ansioliticas reduzem a autolimpeza no campo
aberto (Dunn et al, 1981; Moody et al, 1993). Conforme pode ser
observado na Figura 75, os resultados dos chas CMB e CMR diferiram do
veiculo, principalmente para o cha CMR, o que reafirma a atividade
ansiolitica destes extratos, porém para o extrato EDCCAa verificamos um

menor efeito ansiolitico.
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Figura 75. Efeito de fracGes isoladas de Ampelozizyphus amazonicus Ducke no
comportamento animal de camundongos no modelo do Campo Aberto: niameros de vezes
que o animal limpa/coca o focinho na caixa. *p< 0,05 vs Veiculo.

O mesmo ensaio foi realizado, porEm as amostras foram administradas
por via oral, nas concentracdes de 10mg/kg e 50 mg/kg. Em relacdo ao
namero de cruzamentos, com as quatro patas, dentro do campo aberto,
bem como o comportamento de levantar-se e de auto-limpeza, foi
observado que os animais tratados com ECCRAa apresentaram intensa
atividade (34,67+ 6,74) em relacdo ao grupo controle, tanto em relacéo ao
namero de cruzamentos quanto ao tempo em que 0S animais exerciam
alguma atividade caracteristica exploratéria. Esta fracdo e o EDCCAa (129
+ 2,64), foram capazes de aumentar o estimulo exploratério nos animais
tratados de maneira mais significativa que as demais fracdes, embora
todas tenham apresentado respostas exploratérias mais ativas quando
comparadas ao grupo controle (Figura 76).
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Figura 76. Tempo, em segundos, do comportamento exploratério ou parado dos
camundongos (n=6) submetidos ao teste do campo aberto 60 minutos apds tratamento,
via oral, do veiculo (controle) das diluicbes das amostras e das amostras testes, nas
concentracdes de 10ml/kg e 50 mg/kg, respectivamente. Teste Estatistico de Comparacao
Multipla de Tukey, onde ** p<0,01 e *** p<0,001 vs 0s respectivos controles.

No teste de campo aberto, a analise de variancia sobre os camundongos
tratados com ECCRAa mostrou aumento significativo quanto ao tempo de
motilidade e redugc&o no que se refere ao tempo de imobilidade, dados muito
mais relevante do que os apresentados pelo demais grupos experimentais,
guando tratados por via intraperitoneal. Neste teste mostrou um aumento
guanto ao tempo de exploragdo dos camundongos, sugerindo um
compartilhamento de mecanismos neurais comum, decorrentes da ativacao
de mecanismos responsaveis pelos processos neurobiolégicos basicos que
aumentam a atividade exploratéria e a movimentagdo espontanea. Desta
forma, a locomocdo total e a atividade vertical (rearing) que, quando
aumentadas, encontram-se relacionadas aos efeitos de drogas estimulantes
(Prut et al, 2003). Foi observado um aumento significante do namero de
cruzamentos totais dos quadrantes quando comparado com o grupo tratado
com solugcdo salina (controle), esta exploracdo estad relacionada com a
excitabilidade do SNC, reafirmando a atividade estimulante da amostra. Estes
dados corroboram com o0 uso popular da espécie quanto ao seu poder

energético (Santos et al, 2005), este estudo permitiu evidenciar pela primeira
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vez o efeito estimulante e energético de A. amazonicus. Quanto ao efeito
antimalérico da espécie, no que diz respeito ao tratamento da doenca, A.
amazonicus deve auxiliar na recuperacao do paciente com maléria devido a
sua acao imunoestimulante (Oliveira et al, 2011), de fato as saponinas podem
ativar o sistema imunologico humano (Kaiser et al, 2009) e conforme
observado nas analises por LC-MS, as amostras polares sdo ricas em
saponinas. Em um trabalho realizado por Pecanha e colaboradores (2013) foi
comprovada as propriedades imunomodulatérias da espécie, que apresentou
capacidade de estimular a producdo de linfécitos B quando os ratos foram
infectados com P. chabaudi.

A via de administracdo foi essencial para a observacdo do efeito

estimulante de A. amazonicus.
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9. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho apontam positivamente para

a utilizacdo do uso de plantas medicinais na medicina tradicional e na

busca de novos medicamentos contra a malaria. A abordagem utilizada

proporcionou informacfes relevantes sobre a atividade biologica das

espécies estudadas, além do contributo ao conhecimento quimico de A.

amazonicus e V. cayennensis.

Os estudos quimicos e bioldgicos realizados com as espécies A.

amazonicus e V. cayennensis permitem as seguintes conclusdes:

a)

b)

d)

Da espécie A. amazonicus foi possivel isolar nove substancias,
denominados de lupeol, betulina, acido betulinico, acido melaléucico,
acido 3 (3,28 diidroxi-lup-20(29)-eno-27-6ico, mistura dos esteroides -
sitosterol/estigmasterol, 5, 6, 7, 8, 2', 3', 4', 5' — octametéxiflavona e
6-hidroxi-7 metoxicumarina (Isoescopoletina), vale a pena ressaltar
gue estas duas substancias sao descritas pela primeira vez para o
género e contribuem para a quimica da familia.

Do ECFVc foi possivel obter trés substancias, denominadas de
friedelina, vismina e 1,3,8 triidroxi-4,5,7-triisoprenil-7-metil-antrona
(harunganol B), esta ultima € descrita pela primeira vez no género
Vismia.

Nos estudos biolégicos verificou-se que o ECCRAa exibiu atividade
antimalarica pronunciada no modelo in vitro tanto na fase hepatica,
com ICsp de 30,1ug/mL, quanto a fase sanguinea com ICs, de 13,79
para 3D7 e 14,63 pg/mL para Dd2. O triterpeno acido betulinico,
isolado deste extrato, apresentou uma elevada atividade
antimalérica, podendo ser o responsavel pela acdo antiplasmodial
encontrada no extrato.

O acido betulinico foi quantificado nos extratos de A.amazonicus,
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia, e foi encontrado
em maior quantidade nos ECCRAa e EDCCAa, onde os resultados
biolégicos frente ao P. falciparum foram os mais promissores. Para o
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f)

ECCRAa, o 4cido betulinico esta presente em uma concentracdo de
300,85 pug/mL e no EDCCAa, 268,76 pg/mL, para este ultimo extrato
a atividade antimaléarica foi menor, com ICso de 40,50 pg/mL para
3D7 e 34,52 pg/mL para Dd2 , devido a menor quantidade de acido
betulinico presente.

Estes resultados suportam a hipotese de que a atividade antimalarica
€ atribuida, pelo menos em parte, a presenca do acido betulinico.
Embora ndo podemos descartar a possibilidade de outros compostos
também participarem desta acdo, mesmo 0s que se apresentam em
pequenas quantidades que ndo nos permitiram o isolamento,
identificac&o e disponibilidade para o teste biolégico.

Os resultados obtidos nos experimentos de avaliagdo da atividade
antimalarica in vivo, na fase hepatica e na fase eritrocitaria, frente a
P. berghei, contrariam as nossas expectativas, ja que, 0s extratos
foram inativos, com excecdo do EDCCAa que apresentou uma
relevante atividade antimalarica devido a reducdo de parasitemia.
Porém os chas, preparados conforme o conhecimento popular ndo
apresentaram atividade. Algumas explicacfes concernentes a estes
resutados podem ser abordadas: a via de administracdo adotada
neste trabalho foi a via intraperitonial, e, portanto, pode ter sido
desviada a via metabdlica de primeira passagem, que possivelmente
a amostra deva sofrer quando administrada pela via oral; as
amostras foram administradas no 1° dia, apds a inoculacdo dos
esporozoitos. Provavelmente a espécie em estudo possua atividade
anti-esporozoitica e ela seja a verdadeira explicagdo para a acao
profilatica de A. amazonicus, portanto as amostras a serem testadas,
devem ser primeiramente administradas nos animais, posteriormente
deve ser feita a inoculagcédo do esporozoitos.

Os resultados obtidos pelos estudos farmacolégicos de A.
amazonicus, em modelo de comportamento geral de camundongos e
modelo campo aberto, permitiram comprovar os efeitos estimulante,

energético e fortificante da espécie, porém a via de administracao
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oral foi imprescindivel para observacdo destas atividades. Este
resultado farmacolégico pode estd associado a presenca de
saponinas nas amostras, pois conforme os resultados obtidos por
LC-MS, esta classe de metabdlitos € majoritaria nos extratos polares.

g) A acao imonoestimulante da planta deve auxiliar na recuperacdo do

paciente com malaria.

Por fim, este trabalho proporcionou informacgdes importantes sobre o
efeito antimalarico das espécies estudadas, abrindo perspectivas para a
continuacdo da pesquisa, fato de importante relevancia uma vez que a
resisténcia do Plasmodium falciparum torna o arsenal profilatico e

terapéutico contra a malaria bastante restrito.
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10. ANEXOS
10.1. PREPARO DOS REAGENTES

10.1.1. Vanilina Sulfurica (Mattos, 1997).

O revelador é constituido por duas solucoes:

Solucéo A - 1g de vanilina, solubilizada em 100 mL de etanol

Solugédo B - 5g H,SO,4 concentrado, dissolvidos em 100 mL de etanol
(96%) sob resfriamento.

A cromatoplaca foi pulverizada com a solucdo A, seguida da solucdo B e
aquecida por 10 min a 100 °C (reagente geral; saponinas: coloracdo résea

ou azul (nacleo triterpenoidal oleandlico)).

10.1.2 Komarowvsky (Brandé&o, 1991).

O revelador é constituido por duas solucdes:

Solucgéo A - 4cido sulfarico a 50%.

Solucgéo B - solucao de 4—-hidroxibenzaldeido a 2%, em metanol.

Antes do uso, misturam-se 2 mL de solucdo A com 3 mL de solucédo B.

A cromatoplaca foi pulverizada com a mistura das solucdes A e B e
aquecida por 10 min a 60 °C (saponinas e as agliconas desenvolvem

coloracdo do amarelo ao azul).

10.1.3. NP/PEG (Wagner, 1996)

O revelador é constituido por duas solugdes:

Solucéo A - solugdo metandlica de difenil-boriloxi-etilamina a 2%.

Solucéo B - solucéo etanolica de polietilenoglicol-4000 a 5%.

A cromatoplaca foi pulverizada com a solugéo A, seguida da solucao B;
depois de alguns minutos, sob luz ultravioleta a A=254 nm observa-se a
intensificacdo da fluorescéncia, que revela a presenca de flavondides e

outros compostos fendlicos.
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10.1.4. Reagente de Lieberman Burchard (Wagner, 1996)

Foram misturados, sob refrigeracdo, 5 mL de anidrido acético, 5 mL de
acido sulfarico concentrado e 50 mL de etanol.

A cromatoplaca foi pulverizada com a solugdo acima e, em seguida,
aguecida por 10 min a 100°C (especifico para triterpenos e esteroides.
Triterpenos pentaciclicos desenvolvem coloracdo de rosea forte e

esteroides, coloragao esverdeada).
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Espectro 1. Cronograma de ions totais e espectro de massa de 6ab 5.
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Espectro 2. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) de 6 ab 5, ampliacdo das

metilas.
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Espectro 3. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) de 6 ab 5, ampliacéo dos hidrogénios

olefinicos.

219

0.4



Normalized Intensity

Normalized Intensity

T
3.25 3.20 3.15
Chemical Shift (ppm)

Espectro 4. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls;) de 6 ab 5, ampliacdo do
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Espectro 5. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de 6 ab 5, ampliacdo do multipleto.
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Espectro 6. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCI3) de 6 ab 5.

Espectro 7. Mapa de contorno de HMBC (400 MHz, CDCIls) de 6ab 5.
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Espectro 9. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl3) de CCFR2/11-16/FR 11-16.
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Espectro 10. Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCI;) referente aos carbonos da dupla ligacéo.

Espectro 11. Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl;) referente ao carbono carbinélico da
posicéao 3.
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Espectro 12. Espectro de massas da substéncia CCFR6/ 24-29 / P obtido com ionizagcdo de
eletrospray (ESI) e deteccéo de ions negativos.
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Espectro 13. Espectro de massas MS/MS do pico m/z 461 da substancia CCFR6/ 24-29 / P
obtido com ionizacédo de eletrospray (ESI) e deteccao de ions negativos.
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Espectro 14. Espectro de massas MS/MS/MS do pico m/z 313 da substancia CCFR6/ 24-29 / P
obtido com ionizacédo de eletrospray (ESI) e detec¢cdo de ions negativos.
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Espectro 15. Espectro de massas MS°® do pico m/z 242 da substancia CCFR6/ 24-29 / P obtido

com ionizacdo de eletrospray (ESI) e deteccéo de ions negativos.
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Espectro 17. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) de CCFR6/ 24-29 / P.

227



Espectro 18. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de CECFR2/ 4_7.
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Espectro 19. Espectro de RMN **C (125 MHz, CDCl;) de CECFR2/ 4_7.

471.42
395.42
162,17 222.29 251.18 287.32 313.19 341.25 391.49 |397.44 42347 44145 45146
365.41
395.40
309.37 379.49
353.44
137.33 337.47 391.27
13529 | 149.12 187.32 24119  265.38 27551 32740 “ 1 ‘ [

Espectro 20.

395.46

Espectro de massas de CECFR4_5/58 63.

229



L ) M T AT TR TS TN YD T O mmem  mom o [ ] Wi N0 W oo - o
MR M CNTNOCTTANMACWA ST ™00 ® e 0 ProT oo M oW me Mo T R
oW e e WEBL BT TTTTM AT PO N D SooS Sed & L] L oI X - X W
e I B B R e e e R e R E e e R R R R ] HHHH o000 o so oo oo o ooo = e

T T T T T
1.2 .8 .7 0.6 0.5 ppm

TEEE T Y Y & ¥ WY WY W

Espectro 21. Espectro de RMN de 'H de CECFR4_5/ 58 63, em destaque o0s sinais referentes

. )
as metilas.
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Espectro 22. Espectro de RMN de *H de CECFR4_5/ 58 63, em destaque os sinais referentes aos
duplos dupletos de hidroxilas e hidrogénios metilénicos hidroxilados.
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Espectro 23. Espectro de RMN de °C de CECFR4
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Espectro 24. Espectro de RMN *H (500 MHz, MeOD) de Azul/ECCECAa.
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Espectro 25. Espectro de RMN **C (125 MHz, MeOD) de Azul/ECCECAa.
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Espectro 26. Espectro de massas da substancia Azul/ECCECAa obtido com ionizacéo de
eletrospray (ESI) e deteccao de ions negativos.
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Espectro 27. Espectro de massas da substancia PECC 4 obtido com ioniza¢cdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI) e deteccéo de ions positivos.
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Espectro 28. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) de PECC 4.

Espectro 29. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) de PECC 4.
Em destaague a ampliacdo dareaido das metilas.
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Espectro 30. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) de PECC 4. Em destaque a
ampliagao da regiao entre &, 3,31 — 4,68.

Espectro 31. Espectro de RMN **C (125 MHz, DMSO) de PECC 4. 535



Espectro 32. Ampliacdo do espectro de RMN *°C (125 MHz, DMSO) de PECC 4.
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Espectro 33. Espectro de massas da substancia PECC 5 obtido com ioniza¢do quimica a
pressédo atmosférica (APCI) e deteccdo de ions positivos.
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Espectro 34. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; / MeOD ) do PECC 5, com ampliacéo
das metilas.

21Hz -

2.8Hz -

13Hz -

Espectro 35. Espectro de RMN H* (500 MHz, CDCl; / MeOD ) do PECC 5, com

ampliacdo dos hidrogénios olefinicos.
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Espectro 36. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; / MeOD ) do PECC 5, com ampliag&o no
proton H-3.
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Espectro 37. Espectro de RMN ** C (125 MHz, CDCl; / MeOD ) do PECC 5.
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Espectro 38. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; / MeOD ) de CRF1/1_9, com ampliag

de 2,3a5,4 ppm.
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Espectro 39. Espectro de RMN **C (125 MHz, CDCl; / MeOD ) de CRF1/1_9.
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Espectro 40. Espectro de DEPT 135 (125 MHz, CDCl; / MeOD ) de CRF1/1_9.
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Espectro 41. Espectro de RMN de **C de ECFVc 4

dos grupos

ao

, ampliag

'H de ECFVc 4_5/24 25/P

Espectro 42. Espectro de RMN de

hidroxilas.
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Espectro 43. Espectro de RMN de *H de ECFVc 4_5/24 25/P, ampliacéo do préton endlico
H-2.

Espectro 44. Espectro de RMN de *H de ECFVc 4_5/24 25/P, ampliacdo dos tripletos

referente aos prétons olefinicos.
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Espectro 45. Espectro de RMN de 'H de ECFVc 4_5/24 25/P, ampliac&o do dupleto e

duplo-dupleto referente a prétons metilénicos.
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Espectro 46. Espectro de RMN HSQC de ECFVc 4_5/24 25/P.
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Espectro 47. Espectro de RMN HMBC de ECFVc 4 _5/24 25/P, correlagdes do H-2.
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Espectro 48. Espectro de RMN de 'H de ECFVc 6_8 (CDCl3; 500 MHz ) — destaque da regido das metilas.
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Espectro 49 — Espectro de RMN de H' em expans&o parcial com sinais de quarteto da substancia
ECFVC 6_8.
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Espectro 50 — Espectro de RMN de H' em expansé&o parcial com destaque os acoplamentos vicinal e
geminal.
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Espectro 51. Expansao parcial do espectro de RMN de *H de ECFVc 6_8 — multiplicidade do H — ax.

251



Espectro 52. Espectro de RMN de ** C (125 MHz, CDCl;) de ECFVc 6_8.
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Espectro 53. Espectro de DEPT 135 e DEPT 90 (125 MHz, CDCl;) de ECFVc 6_8.
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Espectro 54. Espectro de RMN de *H (CDCls; 400 MHz ) Expandido em 10,03 — 15,77 ppm.
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Espectro 55. Espectro de RMN de *H Expandido (6,97 — 7,16 ppm) de ECFVc 4 5 em
CDCls.
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Espectro 56. Espectro de RMN de **C de ECFVc 4_5 (CDCI3; 400 MHz ).
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