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JUSTIFICATIVA

O interesse na busca por agentes esquistossomicidas de origem
natural € objeto de intenso estudo do nosso grupo de pesquisa ha muitos anos.
No estado de Alagoas, observa-se a existéncia e manutengcdo da
esquistossomose em niveis elevados. Aproximadamente 63% da superficie do
Estado de Alagoas correspondem a area endémica para a esquistossomose
(LIMA, 1999). O estudo realizado por SANTOS (2005), envolvendo 69 espécies
de plantas, que incluia extratos de Serjania lethalis St. Hil serviu como fator
decisivo para a escolha desta planta. O extrato etandlico do caule foi escolhido
para estudo fitoquimico, tendo em vista sua significativa atividade , moluscicida
(CLgo = 65,01 pgmL™ e CLso= 7,38 ugmL™", apds 96 hs) e miracicida com 100%
de mortalidade do miracideos quando expostos por 1h a uma solugdo aquosa
numa concentracdo de 100 pugmL™" do extrato etandlico (SANTOS, 2005). O
trabalho aqui descrito envolve um método de separagao alternativo, com o uso
de membranas sintéticas que proporcionaram a didlise das fragdes em acetato
de etila e hidrometandlica, obtidas apods particdo liquido-liquido do extrato
etandlico bruto (caule). Estas também apresentaram atividade antibiética
relatada por LIMA et al., 2002.
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RESUMO

A biodiversidade brasileira considerada uma das maiores do mundo ainda é
pouco conhecida e muito pouco explorada quanto ao uso como fonte de
medicamentos. Na busca de novas moléculas bioativas o extrato etandlico do
caule da Serjania lethalis St. Hil foi estudado na busca do principio ativo
responsavel pela atividade moluscicida, miracicida e esquistossomicida.

A espécie S. lethalis foi coletada em Brasilia e uma exsicata encontra-se
depositada no herbario da Universidade Federal de Brasilia sob o numero JEP
3698 UB. Apds seco e reduzido a po o caule de S. lethalis foi extraido com
etanol em um aparelho do tipo Soxhlet. O extrato etandlico bruto do caule foi
extraido, a frio, com acetona. A fracdo acetdnica (soluvel) foi purificada por
meio de particdo em carvao ativo e permeacao em gel sephadex LH 20 e
adicional cromatografia em placa de camada preparativa para a obtengao da
saponina codificada como SLS.

Um método de separagédo alternativo, envolvendo o uso de membranas
sintéticas que proporcionam dialise foi utilizado para as fragdes hidrometandlica
e em acetato de etila provenientes da particdo liquido-liquido do extrato
etandlico bruto (caule), devido a atividade antibacteriana observada. Apds a
diadlise a purificagcdo foi realizada, com utilizagdo de técnicas cromatograficas
como cromatografia em coluna de silica desativada e posterior purificagdo em
coluna de Sephadex para chegar a substancia SLD. A fragcdo em butanol
obtida da particdo liquido-liquido foi ativa frente ao molusco Biomphalaria
glabrata com CLgy 10,62 ugmL™ em 24 horas. A fragdo solGvel em acetona
apresentou excelente halo de inibicdo frente a Pseudomona aeruginosa. Ao
final as estruturas quimicas das substancias puras 3-O- [3- O- galactopiranosil
(1 = 4) a- ramnopiranosil (1 —> 2) a- ramnopiranosil (SLS) e O-B-D-
fructofuranosil-(2 —4)-D-glucose (SLD) foram propostas com base em dados
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) unidimensional (RMN H', RMN C',
DEPT 135°) e bidimensional (COSY, HSQC e HMBC). O teste in vitro
demonstrou que a substancia codificada como SLS foi ativa frente ao S.

mansoni.
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ABSCTRAT

The brazilian is biodiversity considered one of higher of the world, is a bit know
and explored as the source of drugs medicines. In search of new bioactive
molecules the etanolic extract of stem of Serjania lethalis St. Hil was studied in
for the molluscicide, miracicide and shistossomicida activity. The specie S.
lethalis was collected in Brasilia and a voucher is deposited in the Herbarium of
Federal University of Brasilia under the number JEP 3698 UB. After dried end
reduced to powder the stem of S. lethalis was extracted in Soxhlet apparatus
with ethanol 95%. The crude ethanol extract of stem was extracted, at low
temperature, with acetone. The soluble fraction in acetona was purified through
filtration in active charcol and permeation in sephadex gel LH 20 and additional
preparative chromatographic plate for the obtention of saponin codified as SLS.
An alternative method of separation involving the use of synthetic membranes
that provide dialysis was used for hidrometanolic and ethyl acetate fractions
obtained from the partition of the liquid-liquid crude ethanol extract (stem). Due
to the antibacterial activity observed after dialysis follow up purification was
made, using chromatography techniques on column with deacttived silica and
subsequent purification in Sephadex LH 20 column to obtain the SLD
substance. The butanolic fraction obtained from liquid-liquid partition was active
against Biomphalaria glabrata with CLgg 10,62 ugmL™ in 24 hours. The fraction
soluble in acetone showed excellent inhibition halo against Pseudomonas
aeruginosa. The chemical structures of pure substances SLS, 3-O-[3-O-
galactopyranosyl (1 4)-a ramnopiranosil (1 2) a-ramnopiranosil and SLD, O- D-
fructofuranosil-(2 4)-D - glucose were proposed based on data from
unidimensional Nuclear Magnetic Resonance (NMR) (NMR 'H, NMR "*C, DEPT
135) and two-dimensional (COSY, HSQC and HMBC). The in vitro test showed

that the substance codified as SLS was active against S. mansoni.
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OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo:

Isolar e identificar substéncias ativas contra o molusco Biomphalaria
glabrata e contra o Schistosoma mansoni presente no extrato etandlico da

Serjania lethalis St. Hil.
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Introducéo

1.INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE PLANTAS MEDICINAIS

O Brasil € um dos 14 paises com maior biodiversidade mundial contendo
mais de 10% de todos os organismos descritos na Terra. Das plantas floriferas
conhecidas, aproximadamente 55.000 espécies, cerca de 22% destas ocorrem
no Brasil, principalmente nas regides da floresta amazénica, mata atlantica e
cerrado (Figura 1) (http://www.sbq.org.br/PN-NET/ 06/12/2007).

BIORREGIOES
CAATINGA

CERRADO
[ PANTANAL
I AmazONIA
[ . ATLANTICA

CAMPOS

Z. COSTEIRA

Figura 1- Biodiversidade brasileira (http://www.sbqg.org.br/PN-NET/
06/12/2007)

A biodiversidade brasileira, abriga cerca de 13,6% de todas as
espécies vegetais vivas do planeta segundo estimativas mais recentes
(http://www.sbg.org.br/PN-NET/ 06/12/2007). Nela encontram-se varias

espécies de plantas ainda desconhecidas e que precisam ser classificadas

quanto a sua taxonomia bioldgica, com objetivo de mostrar as inter-relagdes
filogenéticas dos agrupamentos biolégicos. As florestas da regido amazdnica
concentram grande variedade de formas de vida do planeta, sendo que apenas
30% sao conhecidas da ciéncia, particularmente quanto as suas propriedades
biomedicinais (BIODIVERSIDADE MUSEU GOELDI, 2007).

Com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da
maior floresta equatorial e tropical umida do planeta, o Brasil ndo pode abdicar

de sua vocacgdo para os produtos naturais. A Quimica de Produtos Naturais
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Introducéo

(QPN) é, dentro da Quimica brasileira, a area mais antiga e a que, talvez ainda
hoje, congregue o maior numero de pesquisadores. Os primeiros médicos
portugueses que vieram para o Brasil, diante da escassez, na colbnia, de
remédios empregados na Europa, muito cedo, foram obrigados a perceber a
importancia dos remédios indigenas. Os viajantes sempre se abasteciam
destes remédios antes de excursionarem por regides pouco conhecidas.
(PINTO et al., 2002).

No Brasil, o uso de plantas medicinais é especialmente difundido em
areas rurais para o tratamento de muitas doencgas. Os estudos sao focalizados
em antiinflamatdrios, antimicrobianos e na atividade antitumoral/citotoxica de
algumas espécies de plantas (HOLETZ et al., 2002; SUYENAGA et al., 2002).
Um numero extensivo de plantas de varias familias encontradas no Cerrado
brasileiro tem sido estudadas para avaliar sua eficacia e efeitos terapéuticos,
alem do isolamento de seus principios ativos (NAPOLITANO et al., 2005).

O ano de 1874 pode ser considerado o ano do inicio dos estudos da
QPN (Quimica de Produtos Naturais) numa instituicdo publica brasileira. Entre
os muitos trabalhos de PECKOLTO (autor unico da primeira farmacopéia
brasileira) pode-se destacar o isolamento da substancia de Plumeria lancifolia,
que ele denominou de agoniadina. Este foi o primeiro iridoide a ser isolado da
natureza em forma pura. S6 88 anos depois do seu isolamento teve sua
estrutura quimica determinada. Hoje este iridéide, muito comum na familia
Apocynaceae, é conhecido como plumerideo (Figura 2) (PINTO et al,. 2002).

O ghe

Figura 2- Estrutura quimica do iridéide conhecido como plumerideo

(agoniadina)

Foi a partir de estudos de planejamento racional que foram obtidas
algumas substancias que se consagraram como principios ativos eficazes, e

que até hoje, ainda sdo muito empregados no tratamento de certas doengas, a
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exemplo de morfina, quinina, canfora, e cocaina, (Figura 3) (MONTANARI et

al., 2001).
& HaC CHy
© N‘MCHg v

Morfina

Quinina
Figura 3 - Estruturas quimicas de alguns principios ativos isolados de

plantas

MARTINS, 1995 cita que apdés a série de transformacdes
tecnoldgicas que faz da planta medicinal uma droga vegetal, esta contém certo
numero de substéncias que, na maior parte dos casos, agem sobre o
organismo humano. E a fitoquimica (quimica dos vegetais), que se encarrega
de estudar estas substancias ativas, a sua estrutura, a sua distribuicdo na
planta, as suas modificagcbes e os processos de transformacdao que se
produzem no decurso da vida da planta, durante a preparacdo do remédio
vegetal e no periodo de armazenagem.

A substancia ativa ndo é unicamente um composto quimico, mas
apresenta também um equilibrio fisiolégico, € melhor assimilada pelo
organismo e ndo deve provocar efeitos nocivos. E nisso que reside a grande

vantagem da medicina natural ROCHA, 1998.
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1.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE ALGUMAS TECNICAS DE
SEPARACAO

Dentre as varias técnicas cromatograficas preparativas disponiveis
algumas tornaram-se classicas, como a cromatografia em coluna e a
cromatografia em camada delgada. A fase estacionaria mais usada nestes
casos é a silica empregando a adsor¢do como mecanismo de separagao.
Porém, a grande dificuldade no uso da silica é que, dos inumeros constituintes
das plantas, muitos sdo fortemente polares, tornando a separacdo pouco
eficiente devido a forte interacdo destes compostos com a silica. Por isso,
nestes casos, sdo indicadas fases estacionarias de fase reversa obtidas
através da funcionalizacdo da silica. As mais comuns existentes no mercado
sao a silica C-8 e a C-18, entretanto, a utilizacdo das mesmas para separagdes
em escala preparativa é pouco viavel devido ao alto custo. Uma fase
estacionaria bastante empregada na cromatografia € o carvao ativo, por que
proporciona um fracionamento caracteristico para separag¢des em fase reversa.
O carvao ativo € uma fase estacionaria sélida apolar e tende a adsorver os
compostos de mesmo carater, liberando primeiramente os constituintes mais
polares.

Os suportes normalmente reservados para utilizacgdo como fase
reversa sdo compostos de éxidos polares utilizados como suporte com grupos
organicos apolares introduzidos na sua superficie. Existem varias formas de
obter as camadas organicas apolares sobre a superficie dos 6xidos. O método
mais comum € a introdugdo de monocamadas organicas, via reagdo com
reagentes apropriados, produzindo as chamadas fases quimicamente ligadas
(TONHI et al., 2002).

Recentemente foi divulgada uma técnica simples de funcionalizagao
de silica, com polimero do tipo siloxano. Reagindo um polimero, como o
Polimetiloctadecilsiloxano (PMODS-18 carbonos), com um suporte como a
silica, obtem-se uma fase estacionaria com propriedades semelhantes as de
silica C-18 comercial (Figura 18, pg 48). A mesma reacao pode ser realizada
com o polimero polimetiloctilsiloxano (PMODS - 8 carbonos) (LEAL, 2006).

Um meétodo de fracionamento escolhido quando os componentes da

planta sdo bastante polares, e podem levar a adsorcgao irreversivel, nos 6xidos
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como alumina e silica normalmente empregadas é a cromatografia de
exclusdo, cuja separagao € baseada no tamanho molecular. A resina mais
utilizada € o Sephadex LH-20. Uma vantagem em relagdo a silica é que esta
resina possui uma caracteristica dupla. Na sua estrutura existem grupos
polares e apolares que, dependendo da polaridade do solvente de eluicao, se
comporta de maneira a provocar uma expansao ou contragao tridimensional da
esfera polimérica, alterando o tamanho dos poros de cada uma delas. Em
solventes polares os canais se expandem de modo a se estreitarem. Em
solventes apolares ocorre contragao tridimensional e, assim, o alargamento dos
canais.

A figura 4 ilustra: (A) a representagcdo microscopica do gel
empacotado e (B) a estrutura quimica do gel. As ligagbes entrecruzadas
promovem uma maior resisténcia ao gel. As ligagdes entrecruzadas promovem
uma maior resisténcia do gel e possibilitam o uso de solventes com polaridades
diversas. A hidroxi- propilagao confere ao gel a caracteristica apolar enquanto
que as unidades sacarideas ndo protegidas conferem a caracteristica polar
(GUTERRES, 2005.)

Figura 4- Representacdo microscopica do gel. (A) Estrutura microscoépica
das esferas do gel polimérico empacotado, V, € o volume
intersticial, V; € o volume do poro e a porgédo preta € a matriz do
gel. (B) Estrutura polimérica do gel de dextran hidroxipropilado
com cadeias entrecruzadas. Fonte: GUTERRES, 2005.

1.2.1 PROCESSOS DE SEPARACAO COM MEMBRANAS

Separacdo com utilizagdo de membranas ainda € pouco abordada na
area da Quimica de Produtos Naturais. Um estudo relatado por CORREA, 2005
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demonstra o uso de membranas de ultra e nanofiltracido no fracionamento do
extrato de Roma, um fruto da espécie Punica granatum. Neste estudo foi
isololado da roma taninos com agéo cicatrizante.

Os processos de separacdo por membranas sado alternativas aos
métodos classicos de separagdo. “De uma maneira geral, uma membrana €&
uma barreira que separa duas fases e que restringe, total ou parcialmente, o
transporte de uma ou varias espécies quimicas presentes nas fases (HABERT
et al., 1997). Consequentemente, a composi¢gao do material que passa através
da membrana (permeado) é diferente daquele que ndo consegue atravessa-la
(retido). Este processo é representado na Figura 5. Na grande maioria dos
processos de separagao com membranas uma diferenca de pressao entre a
corrente de alimentacdo e de permeado € que cria a forca motriz para que
ocorra a separacao (CARLSON, 2006).

> Permeado

Mistura _ Membrana

Retido

Figura 5 - Processo geral de separagdo com membranas.

A filtracdo com membranas tornou-se popular no inicio dos anos 60
quando as membranas assimétricas foram desenvolvidas. Antes disto, os
processos com membranas eram dificilmente utilizados na industria, devido ao
baixo fluxo e a baixa seletividade com membranas grossas, além da dificuldade
em preparar membranas e em fornecer equipamentos de baixo custo. Mas
desde o surgimento da primeira membrana assimétrica a tecnologia de
membranas evoluiu enormemente. Isto pode ser visto na vasta pesquisa
desenvolvida na busca do tipo certo de membrana, no desenvolvimento de
novos processos € nas melhores circunstadncias encontradas para cada
processo de separacdo (BERG e SMOLDERS, 1988, CORREA 2005,
EVARISTO et al.,, 2005). Embora as tecnologias de separagdo tenham a
tendéncia de terem aplicacdes bastante especificas, os sistemas de separagao

com membranas (SSM) proporcionam custos menores, uma menor
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manutencado e uma maior flexibilidade do que as antigas tecnologias. Sistemas
com membranas necessitam de menos energia e sdo mais econdmicos de
operar. Os custos com manutengcado e operacdo podem ser reduzidos, pois 0s
SSM ( Sistema de Separacdo por Membranas) possuem geralmente menos
partes moéveis e requerem um minimo de atencdo do operador. Vale lembrar
que tempo para que ocorra a separacao ira depender na membrana utilizada e
da complexidade da mistura a separar. (BOWMAN e WEBER, 1986).

Os SSM também podem aumentar a qualidade do produto final. Na
concentracido de alimentos, os sistemas de separagao com membranas podem
produzir um alimento com um melhor sabor porque eliminam a necessidade
dos atuais processos de evaporagdo nos quais o calor pode degradar os
compostos que constituem o sabor do alimento.

Finalmente, as membranas podem executar separacbes muito
dificeis que ndo eram possiveis com as tecnologias antigas. Na biotecnologia,
por exemplo, varios processos classicos de separacdo nao podiam ser
utilizados, pois as moléculas envolvidas sdo sensiveis ao calor. A habilidade
destas membranas em separar simultaneamente, ou seletivamente, solutos
organicos ou inorganicos, de sistemas aquosos, sem a ocorréncia de mudanga
de fase, proporciona uma substancial economia de energia e flexibilidade no
projeto de processos de separacao (HO e SIRKAR, 1992).

Os processos de separacdo com membranas sao variados e se
estendem desde a separagao de particulas relativamente grandes e visiveis a
olho nu até a separagao de moléculas ou ions de pesos moleculares menores
do que 100 g.mol™. Para o primeiro caso existe uma grande variedade de filtros
cuja tecnologia ja esta bem desenvolvida e faz parte do cenario da industria
quimica ha varios anos. Porém, a tecnologia utilizada para a remogao de
particulas com apenas alguns microns ou para separagao em nivel molecular é
relativamente nova (CARLSON, 2006).

Os padroes de fluxo sdo bastante diferentes dependendo do
tamanho das particulas a serem separadas. Para operacbes de filtracao
normal, o fluxo é perpendicular a superficie do filtro, chamado de dead-end
filtration, e todo o fluxo capaz de permear atravessa o meio filtrante. Quanto
mais fluido passa pelo filtro, mais material retido se acumula sobre a superficie

do mesmo, formando uma torta de filtragdo, causando assim uma progressiva
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queda no fluxo até que atinja niveis muitos baixos. Neste ponto o processo
precisa ser interrompido, os sélidos removidos e entdo o processo € reiniciado.
(CARLSON, 2006).

Para separagdao molecular ou de particulas pequenas, o fluxo
tangencial ou crossflow filtration & utilizado, onde o fluxo de alimentagao flui
paralelamente a superficie da membrana enquanto o permeado é transportado
transversalmente a mesma. Neste caso, nem todo o fluido que pode permear
através da membrana o faz, as espécies que ndao permeiam s&o na sua maioria
concentradas ao longo do fluxo de retido, porém estas ndo se acumulam
continuamente sobre a superficie da membrana, pois sdo constantemente
arrastadas pela velocidade do fluxo de retido, permitindo a operagdo em
processo continuo, sem interrupgdo para limpeza, como mostra a Figura 6
(CARLSON, 2006)

Torta de

filtracao
(=] (=]
= =
= =
o o Fluxo
= =
= =
oi] ah]
& ot Torta de
[y} iy . ~
o Fluxo iz filtragéo
o o

Tempo Tempo
Alimentacao

Alimentacéao

v

Retido

Figura 6 - Filtrac&o perpendicular e tangencial.

Além dos padrbes de fluxos, as propriedades de transporte, como,
permeabilidade a gases e liquidos, bem como a sua capacidade seletiva, séo

utilizadas como paradmetros caracteristicos dos processos. A capacidade
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seletiva da membrana, dependendo do tipo de processo em questao, pode ser
definida de diferentes formas. Para processos cuja forca motriz € o gradiente
de pressao a capacidade seletiva da membrana, em relacdo a uma dada
espécie, é medida através do Coeficiente de Rejeigdo, definido por uma
relagdo entre a concentracdo da espécie na alimentacdo e sua concentragao
no permeado. Outra forma de medir a capacidade seletiva da membrana é
através do indice real de retencéo (IR), sendo calculado como um menos a
divisdo entre a concentracdo da corrente de retido e a concentracdo da
corrente de permeado (HABERT et al., 1997).

Dois importantes fenbémenos influenciam diretamente nas
caracteristicas do fluxo de permeado e no indice de retengdo, criando
resisténcias adicionais a transferéncia de massa (CARLSON, 2006):

» Polarizagdo de concentracao: este fenbmeno ocorre devido ao aumento da
concentracido das espécies retidas proximo a superficie da membrana, ficando
maior do que a concentragdo do soluto no seio da solugédo, provocando um
movimento de difusado deste soluto no sentido de retornar ao seio da solugao.
Este fenbmeno é reversivel, a permeabilidade do solvente puro é recuperada
apos uma etapa de limpeza da membrana.

* Fouling: este fenbmeno se caracteriza pela queda continua total ou
parcialmente irreversivel do fluxo de permeado com o tempo, indicando que
outros fenbmenos, além da polarizacdo de concentracdo, devem estar
presentes durante o processo, causando alteracbes na membrana. Este
fendbmeno transiente normalmente € acompanhado por um decréscimo na
rejeicdo do soluto. Os principais fendmenos que constituem o fouling sao:
adsorcado das moléculas do soluto na superficie da membrana e/ou no interior
dos poros, entupimento dos poros por moléculas ou particulas em suspensao e

o depdsito de material em suspensao sobre a superficie da membrana.

1.2.2 - CLASSIFICACAO DOS PROCESSOS DE SEPARACAO COM
MEMBRANAS

A classificacao dos processos de separacdo com membranas é feita
de acordo com o tamanho das particulas ou moléculas a serem separadas. Isto

pode ser observado e comparado na Tabela 1 e na Figura 7.
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Tabela 1: Processos de separacdo por membranas

Processo Forca Material Retido Material Aplicacdes
Motriz Permeado
Microfiltracdo  Gradiente de Material em Agua e sais *Esterilizagao
presséo (0,5 suspensao, dissolvidos *Clarificagao de
a 2 atm) bactérias. Massa vinhos e cervejas
Molar > 500.000 *Concentragao de
gmol™ células
*Oxigenacao de
sangue
Ultrafiltracdo  Gradiente de Coldides, Agua, sais *Fracionamento e

Nanofiltragao

Osmose
inversa

Dialise

Eletrodialise

Permeacao de
gases

Pervaporagao

pressao (1-7
atm)

Gradiente de
pressao (5-20
atm)

Gradiente de
pressao (15-
80 atm)

Gradiente de
concentragao

Gradiente de
potencial
elétrico

Gradiente de
pressao/
Gradiente de
concentragao

Pressao de
vapor

macromoléculas.
Massa molar 5.000
gmol”

Moléculas de
massa molecular
média entre 500 e

2.000 gmol

Todo material

soluvel ou em

suspensao

Moléculas de
massa molecular
maior que 5.000

gmol”
Macromoléculas e
compostos ndo-
ibnicos

Gas menos

permeavel

Liquido menos
permeavel

solUveis de baixa
massa molecular,
acgucares.

Agua, sais
soluveis de baixa
massa molecular.

Agua

ions e organicos
de baixo peso
molecular

fons

Gas mais
permeavel

Liquido mais
permeavel

concentracao de
proteinas
*Recuperacao de
pigmentos
*Recuperacao de
Oleos

*Purificacdo de
enzimas
*Biorreatores a
membrana
*Dessalinizacao de
aguas
*Concentragao de
suco de frutas
*Desmineralizagao
de aguas

*Hemodialise — Rim
artificial
*Recuperacao de
NaOH
*Concentragao de
Solugdes salinas
*Purificacao de
aguas

*Recuperacao de
hidrogénio
*Separacao
CO,/CH,4
*Fracionamento do
Ar

*Desidratacao de
alcoois

Fonte: adaptado de HABERT et al., 1997.
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Micron (um)
10 107 107 10™ 1 10 102 10°

Microfiltracao Filtracdo

Ultrafiltracao

Nanofiltracao

Osmose inversa

Dialise Cromat. Gel

Eletrodialise

Troca l6nica Eletroforese

Destilacdo

Pervaboracao

Cristalizacao

Sen. de Gases

2UEEET Ultracentrifuaa Centrifuaa
Separacao ’ )
de gases ) Macromoléculas _ Coléides . _ Particula R
Remocéao
de sais
P Difusao e Peneiramento hidrodindmico >
1 10 10? 10° 10* 10° 10° 107

Angstron (A) [ 1 Processos de separagdo por membranas
[ Outros processos de separagdo

Figura 7 - Tabela comparativa entre processos classicos de separacdo e
processos com membranas em fungdo das espécies a serem
separadas. Fonte: adaptado de HABERT et al.,1997.

1.2.3 GENERALIDADES SOBRE A FABRICACAO DE MEMBRANAS

As membranas apresentam diferentes morfologias na sua fabricagao,
dependendo do tipo de aplicagdo a qual se destinam. As membranas podem
ser classificadas em porosas ou densas. Esta ultima nao possui poros

aparentes na sua superficie filtrante, sendo que ambas podem ser isotrépicas
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ou anisotropicas, ou seja, podem ou nao apresentar as mesmas caracteristicas
morfolégicas ao longo de sua espessura. As membranas anisotropicas
possuem uma camada muito fina (cerca de 1 ym de espessura), chamada de
pele, sendo onde ocorre a queda de pressao e a separagao das espécies
quimicas. Esta pele é suportada por uma estrutura porosa que fornece
resisténcia mecanica sem, entretanto influenciar na separacédo ou no fluxo do
permeado, e representa de 90-99% da espessura da membrana. Desta forma
uma membrana pode ser fabricada espessa o bastante para suportar as forgcas
de compressao e com uma camada filtrante muito fina que proporcione fluxos
aceitaveis (HUMPHREY E KELLER, 1997).

As membranas podem ser preparadas a partir de materiais
ceramicos, metalicos ou poliméricos, sendo estes ultimos os mais utilizados e
disponiveis comercialmente. Existe uma grande variedade de polimeros que
podem ser utilizados na fabricacdo de membranas, porém, comercialmente
apenas alguns destes sao utilizados mais frequientemente para este obijetivo,

como apresentado na tabela 2.

Tabela 2 - Exemplos de materiais utilizados na fabricagdo de membranas

de osmose inversa, ultrafiltracéo e separacéo de gases

Polimeros Ceramicos Metais
*Derivados de celulose (incluindo *Alumina *Paladio e liga de
acetatos, outros ésteres e nitratos) Zirconia paladio

*Celulose regenerada
*Poliamidas aromaticas
Polibenzimidalozol e azolono
Poliacrilonitrila
Poliacrilonitrila e derivados
*Polisulfona
Poli(oxi-dimetilfenileno)
Poli(fluoreto de vinilideno)
Poli (metacrilato de metila)

*Polidimetilsiloxano

*Materiais mais freqlientemente utilizados. Fonte: HUMPHREY E KELLER (1997).
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1.2.4. EQUILIBRIO DE DIALISE

O equilibrio da dialise € um método que possibilita a separacédo de
componentes de alto peso molecular daqueles de baixo peso molecular
utilizando para isto o diferencial de permeacao entre membranas seletivas, de
espessura entre 10 e 200 ym. A permeacao das moléculas através da
membrana depende da concentragdo do analito, do seu coeficiente de particao
Oleo/agua e da area de superficie da membrana (TSAI, 2003).

O processo de equilibrio de dialise é controlado por difusdo e requer
a passagem do soluto do lado doador para o lado receptor da membrana como
resultado de um gradiente de concentragdo (QUEIROZ, et al., 2001).

A separacdo € obtida devido a capacidade da membrana de
transportar de maneira mais rapida alguns componentes, em relagao a outros,
da fase doadora para a receptora. Esta técnica € considerada o método de
referéncia, especialmente para a avaliagdo de drogas que saturam as proteinas
plasmaticas, ainda em concentragbes terapéuticas (KURZ, et al., 1977). Ja
para drogas lipofilicas que se ligam fortemente as proteinas plasmaticas, este
método tem utilizagéo limitada (SCHUMACHER et al., 2000).

As membranas utilizadas em equilibrio de didlise podem ser planas
ou na forma de bolsa (Figura 8) e se classificam quanto a sua estrutura
(porosas ou nao-porosas) e quanto a simetria (simétricas ou assimétricas). Os
materiais constituintes das membranas sao polimeros hidrofilicos,
especialmente celulose regenerada e acetato de celulose. Estes materiais
apresentam alta resisténcia a modificadores orgéanicos e podem ser utilizados
na faixa de pH de 2 a 8. Os mecanismos envolvidos no processo de
permeacao de farmacos pela membrana baseiam-se em forgas dirigidas como
diferenca de concentragao, de potencial elétrico e de pressdo. Dentre estes
mecanismos, 0s que apresentam maiores aplicagdes bioanaliticas estao

relacionadas a concentracao e a pressao (QUEIROZ, et al., 2001).
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Figura 8 - llustracdo da técnica de equilibrio de dialise utilizando

membrana na forma de bolsa. (adaptado de: SILVA, 2006)

EVARISTO et al., 2005 relata a atividade nematicida da porcao
interna do material dialisado do extrato bruto de Canavalia ensiformes, (feijao

de porco), frente a Meloidogyne incognita.
1.3 ESQUISTOSSOMOSE

Esquistossomose € uma doenca cronica e debilitante que afeta a
populagdo que tem contato com o molusco e que habita em areas de grande
umidade e trata-se de uma doenca endémica no Brasil. Esta doenca afeta
milhdes de pessoas em diversos paises e € um problema de saude publica
mundial (OMS, 1994). De todas as espécies de interesse médico S. mansoni,
S. japonicum, S. hematobium, S. intercalatum e S. mekongi, apenas o S.
mansoni foi encontrado no Brasil e esta completamente adaptado ao meio
(NOVAES et al., 1999; NEVES, 2000).Tem como agente etioldgico, o helminto
Schistosoma mansoni (familia Schistosomatidae), que tem como vetor o
molusco de ambientes umidos, a espécie Biomphalaria glabrata (familia
Planorbidae). O B. glabrata € o mais importante vetor do S. mansoni no Brasil,
apesar da ocorréncia de outras duas espécies também hospedeiras do S.
mansoni como: B. straminea, B. tenagophila (BARBOSA, 1995; TRUITI et al.,
2005). No conhecido ciclo de transmissdo da esquistossomose (Figura 9)
(verme-ovo-miracidio-cercaria-verme) pode-se pensar em atacar e romper o

ciclo em varios pontos.
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Um desses pontos é o caramujo Biomphalaria glabrata, o hospedeiro
intermediario, no qual se processa a transformagao do miracidio para cercaria,
a qual penetra a pele do hospedeiro definitivo, levando ao que popularmente se

conhece como barriga d’agua (LUNA et al., 2005).

= mansons
Hospedeiro vertebrado E@, m

\ Cercaria
S

B. glabrata

Miracideo

Figura 9 — Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni

Na atualidade, existem poucos moluscicidas sintéticos de uso
liberado para o controle dos caramujos, sendo a niclosamida (Bayluscide®),
produzida pela Bayer e recomendada pela OMS, o moluscicida mais conhecido
e utilizado mundialmente para o tratamento de focos dos moluscos
transmissores da doenca. O alto custo desses produtos, a biodegradacgao lenta,
a toxicidade ao meio ambiente e o surgimento da resisténcia dos caramujos,
tém estimulado fortemente a busca por moluscicidas de origem vegetal. O uso
de plantas como moluscicidas pode representar uma alternativa barata, além
de apresentar um menor impacto ambiental (KLOOS & MCCULLOUGH, 1981;
DOS SANTOS & SANT'ANA, 1999).

NO,
OH o

Cl
Niclosamida

Em 1933, Archibald propbés o controle do molusco usando-se frutos de
Balanites aegyptiaca. LEMMA (1965) constatou que uma planta originaria da

Etiépia, a Phytolacca dodecandra conhecida popularmente como endod,
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continha um grupo de saponinas altamente potentes como moluscidas e que
estavam presentes nos extratos aquosos dos frutos. Esta planta ainda € uma
das mais promissoras no combate ao molusco. As substancias responsaveis
pela acdo moluscicida do endod sdo a lematoxina (CLg = 1,5 ng.mL™) e a
oleanoglicotoxina (CLio = 6 pupg.mL") (Figura 10) (MARSTON &
HOSTETTMANN, 1985).

HO

HO
OH
R=B
HO e Ol
HO o o
OH nlt Hr--
o
0
OH

H

Lematoxina R=A H

Oleanoglicotoxina R=B He
HO

Figura 10 - Saponinas com a¢ao moluscicida

O uso terapéutico de produtos naturais vem crescendo em todo
mundo, bem como nas pesquisas sobre sua acdo no controle de vetores de
doengas. De acordo com SANTOS et al., 2003 1.426 espécies de plantas

foram avaliadas em busca de atividade moluscicida até 2003.
1.4 BREVE CONSIDERAQAO SOBRE ANTIMICROBIANOS

A histéria do desenvolvimento e uso de substancias antimicrobianas na
pratica médica antecedeu o conhecimento das espécies antimicrobianas, uma
vez que Hipocrates (460-337 a. C) recomendava a lavagem de ferimentos com
vinho para impedir o processo infeccioso. Durante a idade media os relatos
pontuam o uso do Cloreto de Mercurio para tratamento de infecgbes (YUNES
et al., 2001).
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Nas ultimas sete décadas, as substéncias antibidticas ou
antimicrobianas representam talvez o maior avango dentro da terapéutica
medicamentosa. A descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1929, a
partir do fungo Penicilium seguido de muitos outros estudos que introduziram a
descoberta de novas substancias ativas contra diversas espécies de bactérias,
fungos e parasitas foi o marco inicial no desenvolvimento dos antibidticos
(LIMA, 2001).

A busca de novos antibidticos vem constituindo uma constante
preocupacao, uma vez que a poténcia efetiva dos antibidticos existentes vem
sendo pouco a pouco diminuida e algumas vezes anulada pela emergéncia de
cepas resistentes (AHMAD e BEG, 2001).

No Brasil, entre o periodo de 1980 a 1990, foi documentado o
surgimento de 27 cepas de microorganismos resistentes (NASCIMENTO et al.,
2000). Em consequéncia disso, nas ultimas décadas, observa-se um maior
interesse na busca por novos agentes antibacterianos, e os produtos naturais
vém se colocando como uma fonte alternativa abundante dessas substancias
(NASCIMENTO et al., 2000).

O uso de substancias quimicas derivadas de plantas € tdo antigo quanto
a humanidade, mas somente com o crescente desenvolvimento da alquimia a
partir do século XVI, as drogas medicinais passaram a serem obtidas por
métodos laboratoriais. Inicialmente foram testados os fendis, creséis, formol e
outras substancias quimicas, as quais se comportam de forma eficiente na
destruicdo dos microrganismos, porém de forma nao seletiva, restringindo
assim seu uso na terapéutica antiinfecciosa devido a toxicidade que provocam
a célula hospedeira. A pesquisa planejada conduziu a primeiras substancias
que utilizadas em doses adequadas, eram capazes de destruir os
microrganismos sem destruir a vida humana (TAVAREZ, 1984; TRABULSI et
al., 1999).

1.5 ASPECTOS GERAIS SOBRE A FAMILIA SAPINDACEAE

A familia Sapindaceae é um importante componente da classe
Magnoliopsida - angiospermas dicotiledéneas e pertencem a ordem

Sapindales, cujos géneros e espécies compdbem tanto a configuragéo
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vegetacional como a composigéao floristica (AGAREZ et al, 1994). Compreende

esta familia 140 géneros distribuidos nos tropicos e subtrépicos de todo o

Figura 11 - Distribuicdo geografica de espécies pertencentes a familia
Sapindaceae.(www.sementesdocerrado.bio.br/Especies/Sapi
ndaceae/Serjania/lethalis_5219/lethalis_5219.html| 06/12/07).

No Brasil, a familia tem como a maior e mais representativa area de
dispersdo a regido amazbnica, de onde se distribui por todas as outras
Unidades da Federacdo. A maioria das plantas aqui incluidas sao constituidas
por trepadeiras com gavinha com caule de crescimento em espessura
andémalo, ou também arbustos e mesmo arvores com folhas alternas,
compostas, sem estipulas ou as vezes inteiras (JOLY, 1987) As flores s&o
pequenas, vistosas, em geral branco-esverdeadas, ciclicas, hermafroditas ou
de sexo separado. O fruto € seco, de pericarpo de consisténcia cartilaginosa,
com fruticulos semaroides sempre com sementes no apice (MELO, 2002;
NETO et al., 2000).

Esta familia € dividida em duas subfamilias, a sapindoideae
(Eusapindaceae) com apenas um oOvulo por léculo e a dodanaeoideae
(Dyssapindaceae) que apresenta usualmente dois 6vulos por léculo. Porém
cinco das quatorze tribos e cerca de 30 dos 150 géneros pertencem a
subfamilia sapindoideae. A grande maioria dos géneros encontra-se
especialmente nos continentes da Africa e Asia e ainda Madagascar e Austrélia
(WOODSON E SCHERY, 1976).

Dentre os exemplos mais antigos de plantas pertencentes a esta
familia e de uso popular temos (BALBACH, A., 1963):
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- Guarana: (Paullinia cupana): sua semente pode apresentar
propriedades adstringentes, também atua contra enxaquecas e como calmante;

- Timbo (Paullinia pennato, Paullinia uveta, Paullinia timbo, Serjania
curassavica): seu uso interno ndo é recomendado devido seu efeito narcético.
Mas é recomendado externamente como analgésico e para inflamagdes do
figado.

- Vassourinha-do-campo (Dondonaea viscosa): as folhas desta
espécie podem apresentar propriedades de combate as afec¢gdes do coragao e
a secre¢ao pulmonar.

A familia Sapindaceae apresenta vasto potencial econémico devido
as mais diferentes formas de utilizacdo de suas espécies. Por exemplo,
Sapindus saponaria L. € utilizada para ornamentagao e arborizagdo; a madeira
de seu tronco € empregada na construcao civil e na confec¢ado de brinquedos.
Os frutos sdo tidos como medicinais e como componente da fabricacdo de
sabao e, as sementes, por conterem 6leos sao utilizadas como inseticidas e
também no preparo de sabonetes. A espécie € empregada também para a
recuperacado de areas degradadas, em margens de rios, por se adaptar bem
em plantios pioneiros (TONIN, 2005).

A familia Sapindaceae a qual espécie Serjania lethalis pertence, é
uma fonte rica de isoprendides e polifendis (HEGNAUER, 1973), saponinas
(VOUTQUENNE et al., 2002), triterpenos (CHAVEZ E DELGADO, 1994),
diterpenos (ORTEGA et al., 2001), flavondéides (MAHMOUD et al., 2001),
lectinas (FREIRE et al., 2002) e hidrogéis (GORIN et al., 1996). As sementes
das plantas da familia Sapindaceae sao caracterizadas predominantemente
pela abundancia de 6leos, onde alguns exercem atividade inseticida sendo rico
em cianolipideos (SPTIZER, 1996).

Pesquisadores como LEYTON et al. (2005) e LABOURIAL, (1973),
descrevem que géneros dessa familia, tais como Serjania ssp (cipo-timbo) e
Sapindus saponaria teriam demonstrado atividade moluscicida e citotéxicas,

atribuidas as saponinas presentes nestes vegetais.
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1.5.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE O GENERO SERJANIA

O género Serjania é tradicionalmente de dificil avaliagdo dado a sua
similaridade a outro género de Paullineae. Este € muito similar a outros cinco
géneros da familia sapindaceae (Paullinia L., Cardiospermum L., Urvillea kunth,
Houssayanthus hunz e Lophostigma radlk.). A distingdo entre os géneros com
base nas caracteristicas vegetativas ndo é totalmente impossivel, porém requer
um grande conhecimento e experiéncia. Por exemplo, a presengca de uma
estipula foliacea larga (1>cm) é indicativa de Paullinea (com excecédo de
poucas espécies de Serjania). Algumas Serjanias podem ser distinguidas pela
combinagao de folhas biternete e outras pela ocorréncia de algumas anomalias
vasculares. (WOODSON E SCHERY, 1976).

A maioria das espécies do género Serjania conhecidas (cerca de
60%) foram descritas por RADLKOFER em inumeros trabalhos entre 1878 e
1931. Ele deu uma grande contribuicdo no que se refere ao género Serjania,
aumentando o numero de espécies conhecidas de 52 para 190. Somente 38
destes nomes sao considerados estudados biologicamente, dada a dificuldade
taxondmica e o pouco conhecimento acerca da diversidade deste género. No
Brasil cerca de 80 espécies de Serjania sao encontradas na Regido Central, ao
longo da Costa Atlantica e particularmente na Regido Sul incluindo a Bahia, a
grande maioria ocorre em areas abertas de clima umido a seco. (NOGUEIRA
et al., 1995; RODRIGUEZ, 1988).

De modo geral o género Serjania (Sapindaceae) é distribuido nas
areas tropical e subtropical do continente americano. No Brasil cerca de 80
espécies deste género podem ser encontrados ao longo das regides Norte e
Sul alcangando a costa atlantica. Este género consiste de aproximadamente
230 espécies das quais cerca de 40% ainda ndo sao conhecidas. Existem
ainda estudos cromossémicos envolvendo o género, NOGUEIRA et al., 1995
relata em estudo com seis espécies a Serjania como dipléide com

Cromossomos 2n-24.
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1.5.2 ASPECTOS GERAIS SOBRE A ESPECIE Serjania lethalis St. Hil

S. lethalis é uma espécie encontrada com o habito de liana cuja
caracteristica € comum, em especial para géneros da familia Sapindaceae. A

tabela 3 mostra as espécies de lianas pertencentes a esta familia.

Tabela 3 - Lista das espécies vasculares registradas na Reserva
Ecolégica do IBGE, 2000.

Espécies Habito Ambiente
Cupania vernalis Cambess. Arvore Mata de galeria
Matayba guianensis Aubl. Arvore Mata de galeria,

Cerrado
Paullinia carpopodeia Cambess. Liana Mata de galeria
Paullinia millifolia A.juss. Liana Mata de galeria
Serjania caracasana (jacq.) Willd. Liana Mata de galeria
Serjania erecta Radlk. Subarbusto Cerrado
Serjania laroutteana D. Dier. Liana Mata de galeria
Serjania lethalis A St. Hil Liana Mata de galeria
Serjania mansiana Mart. Liana Cerrado
Serjania marginata Casar. Liana Mata de galeria
Serjania multiflora Cambess. Liana Mata de galeria
Serjania cf. obtusidentata Radlk. Liana Mata de galeria
Serjania ovalifolia Radlk. Liana Mata de galeria
Serjania reticulata Cambess. Liana Mata de galeria,
Cerrado

Fonte: Estudos e Pesquisas e Informagao Geografica, 2004

A Serjania lethalis St. Hil. € uma trepadeira, de caule triangular, de
ramos cilindricos ou pouco triangulares, corpos lenhosos compostos, com
folhas biternadas, medindo até 27 cm de comprimento e pecioladas; seus
foliolos sao lanceolado-eliticos, medindo de 8 cm a 15 cm de comprimento por
3 cm a 5 cm de largura, quase sésseis, obtusos, também acuminados, de base
e apice estreitos, integros ou com um a trés dentes, os quais séao glabros e
coriaceos. As inflorescéncias se apresentam em tirsos solitarios ou reunidos
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em pequenas paniculas apicais. Suas flores sdo alvas e pequenas. O calice
possui sépalas lanuginosas. Os frutos sdo cordado-triangulares, medindo até 3
cm de comprimento. As sementes sao subglobosas (NETO et al., 2000). A

tabela 4 mostra as caracteristicas etnoboténicas da espécie Serjania lethalis.

Tabela 4 — Caracteristicas etnobotanicas da Serjania lethalis

Caracteristicas Serjania lethalis
Habito Trepadeira
Caatinga e
Ambiente

Mata de altitude

Reino Plantae
Divisédo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Subclasse Rosidae
Ordem Sapindales
Familia Sapindaceae
Género Serjania

Fonte:www.sementesdocerrado.bio.br/Especies/Sapindaceae/Serjania/lethalis_5219/le
thalis_5219.html (em 05/112/07).

A espécie S. lethalis, tém sido estudada cientificamente devido o uso
na medicina popular tradicional, contra doencgas infecciosas e cutaneas, tais
como Uulcera, diarréia, febre e malaria, e pesquisadas como possivel agente
com atividade leishmanicida e tripanocida. Na medicina tradicional a Casca da
raiz tem utilidade em certas moléstias do figado, principalmente nas
inflamacdes. Também €& usada para debelar as afec¢gdes nervosas, inflamacéao
do ovario, célicas uterinas, tosses, neuvragias, dores de cabecga, prisdo de
ventre, etc (CRUZ, 1979). A espécie Serjania lethalis , também €& conhecida
pelo seu uso como piscicida, (BALBACH, 1963a).

LIMA et al., 2006, demonstraram que os extratos etandlicos da casca
e da folha da Serjania lethalis apresentam acéo anti-bacteriana frente a cepa
susceptivel e resistente de Staphylococcus aureus (strain ATCC25922). O valor
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da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para as fragdes (acetato de etila,
hidrometandlica) obtidas desta espécie foram menor que 100 ug/mL.

Os estudos realizados com extratos etandlicos da folha da Serjania
lethalis revelaram a sua capacidade de atuar como agente imunomodulador
(RIMBACH et al., 2000; FERREIRA et al., 2003; RYU et al., 2003) e exercer
atividade citotoxica (BOLZANI et al., 1999). Além disto, com o fracionamento
do extrato 6bito do caule foi possivel encontrar agentes antiinflamatérios
(NAPOLITANO et al., 2005).

As trepadeiras lenhosas sao conhecidas comumente como cipos ou
lianas, e seus ramos, usando arvores ou outras lianas como suporte, podem
atingir o dossel da floresta e ai se desenvolver muito, entrelagando-se em
varias arvores (PUTZ, 1984; PUTZ E CHAI, 1987 ) e podendo atingir didametros
de 15 cm e comprimentos de até 70m (JACOBS, 1988), ja que suas copas
podem ser tdo grandes como a das arvores que as sustentam. Dentre as
florestas tropicais, as trepadeiras sdo mais abundantes na Africa, enquanto nos
neotrépicos a abundancia é intermediaria e menor na Asia (GENTRY, 1991).
Por outro lado, as florestas neotropicais sdao as que possuem a maior
diversidade de espécies trepadeiras (RICHARDS, 1952).

As trepadeiras sao plantas cujo crescimento em altura depende da
sustentagdo mecanica fornecida por outras plantas (MORELLATO , 1991), pois
nao podem sustentar-se livremente em altura por causa de seu peso (PUTZ &
MOONEY 1991) em relagdo ao pequeno didmetro do caule. Mais de 90% de
todas as espécies trepadeiras conhecidas no mundo estéo restritas as regides
tropicais (WALTER, 1971).

Floristicamente, as plantas trepadeiras de uma maneira geral
contribuem notavelmente para a riqueza de espécies vegetais desses
ecossistemas. Podem representar de 7,4% (LIEBERMAN et al., 1985), 24%
(GENTRY, 1991) e até 40% (RODRIGUES, 1988) da flora total presente nas
florestas tropicais, enquanto na Europa este grupo corresponde a menos de
2% da flora (RICHARDS, 1952).
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1.6 A PRESENCA DE ACUCARES EM PLANTAS

O isolamento e identificagdo de agucares em plantas € algo bastante
restrito. Trabalhos como os realizados por POPPER et al., (2001, 2003) relatam
a identificacdo de acucares na parede celular de plantas dicotiledéneas e
monocotiledéneas nao graminaceas, porém poucos estudos abordam este
isolamento em plantas terrestres, provavelmente por estes agucares nao
estarem em grande quantidade.

A purificacdo de um agucar pode ser realizada principalmente em
espécies ricas em compostos glicosilados como saponinas ou flavonoides. Um
exemplo pode ser dado pelo trabalho realizado por FONSECA et al., 2007
deste extrato foram isolados dois flavondides glicosilados (Quercetina-3-O-
ramnopiranosil-O-glicopiranosil-O-ramnopiranosil-O-galactopiranosideo e
Canferol-3-O-ramnopiranosil-O-glicopiranosil-O-ramnopiranosil- O-
galactopiranosideo) e um agucar (dulcitol).

Os acgucares desempenham papeis importantes, como por exemplo
(ICIDCA, 1999):

Xantana (Figura 12) é um polissacarideo que dentre outras
atribuicdes é utilizado como agente na elaboragdo de medicamentos e como
ingredientena textura de cosméticos;

Sorbitol (Figura 12) &€ um monossacarideo muito utilizado na
producao do acido utilizado ascoérbico (vitamina C) que é sintetizado a partir da
L- sorbose, obtida por desidrogenacao bioldgica do sorbitol.

Dextrana (Figura 12) é um polimero de glicose cujas ligagdes
glicosidicas s&o do tipo 1-6. A hidrolise e fracionamento da dextrana permitem
a obtencdo de dextranas de diferentes pesos moleculares, as quais podem ter
diversas aplicagdes farmacéuticas: dextrana clinica de alto peso molecular para
expandir o volume plasmatico; dextrana clinica de baixo peso molecular como
melhorador do fluxo sanguineo; feridextrana (dextrana com ferro, de uso
humano e veterinario) para combater a anemia; sulfato de dextrana como
anticoagulante e géis de dextrina ibnicos e nao-ibnicos para preparagao de
derivados para a analise e purificagcdo nos laboratérios e fabricas de processos

quimicos.
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Figural2- (1) Xantana; (2) Sorbitol; (3) Dextrana

1.7 SAPONINAS: IDENTIFICACAO E ATRIBUICOES

As saponinas possuem atividades bioldgicas diversas como:
moluscicida, pisicicida, téxica para varios animais, principalmente os de sangue
frio, antiinflamatéria, analgésica, expectorante, antioxidante, espermicida,
redutora de colesterol, antiviral, antibacteriana e antifungica. Uma das teorias
mais aceita para explicar a alta concentracdo de saponinas em muitas espécies
de plantas de muitas familias diferentes é que estas funcionariam como
protecdo ao ataque de patdégenos, sejam estes fungos, bactérias ou virus
(SPARG et. al., 2004; MURGU, 2002; MAHATO et. al., 1988).
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A identificacdo completa de uma saponina inclui: a determinacédo da
estrutura da aglicona; a composicdo e a sequéncia dos componentes
monossacarideos na por¢cdo carboidrato; como as unidades de
monossacarideos estdo ligadas umas nas outras; a configuragdo anomérica de
cada unidade de monossacarideo glicosidicamente ligados; a localizagéo da
porcao carboidrato na aglicona. Devido a esta complexidade, a identificagdo de
saponinas € uma tarefa bastante ardua, fazendo-se necessaria a inter-relagcéo
de diferentes técnicas de analise como espectrometria de massas, ressonancia
magnética nuclear, RMN 'H, RMN 'C, RMN-2D, eletroforese capilar, dentre
outras técnicas. (GUTERRES, 2005).

Pequenas modificagdes na aglicona ou nas cadeias de agucar, ou
ainda, na sequéncia em que as unidades glicosidicas estdo ligadas, geram
uma nova substancia. Assim, a diversidade destas em uma mesma espécie de
planta é muito grande, o que resulta em extratos com misturas altamente
complexas devido a similaridade dos seus componentes. Aliado a isto as
saponinas sdo muito polares e possui massa molecular elevada o que aumenta
a dificuldade de isolamento e purificacdo (GUTERRES, 2005).

1.7.1 SAPONINAS TRITREPENICAS

Os esqueletos triterpénicos pentaciclicos podem ser exemplificados
pelo lupeol, a-amirina e B-amirina (Figura 13) que sdo comumente encontrados
na forma de saponinas triterpendides. Saponinas deste tipo sdo raramente
encontradas em monocotiledéneas, porém sao abundantes em muitas familias
dicotiledéneas. Um exemplo bem comum é o do esqueleto da B-amirina, o qual
pode possuir o grupamento de acido carboxilico derivado da oxidagdo de
grupos metila ligados aos carbonos nas posigdes 4 (C-23), 17 (C-28) e 20 (C-
30) (DEWICK, 2002) (Figura 13).
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a-amirina

Figura 13- Esqueletos triterpénicos pentaciclicos mais comuns.

O residuo de agucar é usualmente encontrado ligado ao grupo
hodroxila na posicdo 3, podendo conter de um a seis unidades
monosacarideas. Os mais comuns sao glicose, galactose, ranminose e
arabinose, e menos freqlientemente unidades acido urénico (acido glucorénico
e acido galacturdnico). A figura 15 demonstra a variedade de modificagdes
estruturais que podem ocorrer envolvendo os esqueletos triterpendides (exceto
a estrutura sesquiterpendide) (DEWICK, 2002). Uma das plantas que
apresenta em sua constituicdo saponinas triterpénicas com agao moluscicida (
Figura 10, pg 16) € a Phytolacca dodecandra (Phytolaccaceae) conhecida
como Endod (AL-ZANBAGI et al., 2000), planta originaria da Etiopia e que foi a
primeira usada para o controle da esquistossomos (LEMMA et al., 1970 e
1979).
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H =
Hat' CHy OH

Tirucallano Panaxatriol

Sesquiterpénico aciclico

Figura 14 - Alguns tipos de esqueletos terpénicos envolvidos na formacgéo

de saponinas

1.7.2 SAPONINAS ESTEROIDAIS

As saponinas esteroidais possuem propriedades biolégicas tem similares
aquelas das saponinas triterpénicas, no entanto sdo menos distribuidas na
natureza. Estdo presentes em muitas familias monocotiledéneas,
especialmente nas familias Dioscoreaceae (ex.; Dioscorea), Agavaceae (ex.;
Agave, yucca) e Liliaceae ( Smilax, Trillium). As sapogeninas esterdides C-27,
com grupamento espirocetal sdo provenientes de modificagdes na cadeia
lateral do colesterol (DEWICK, 2002).

A primeira tentativa para o controle da esquistossomose pelo uso de

plantas moluscicidas foi realizada em 1930, quando R. G. Archibald
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(ARCHIBALD et al., 1933) e Wagner (WAGNER, 1936) plantaram palma do
deserto, Balanites aegyptiaca (Balanitaceae), ao longo dos cursos de agua do
Suddo e do Sudeste da Africa. Como resultado dos estudos em campo
observou-se que os frutos desta planta derrubados na agua inibiam o aumento
da densidade populacional dos caramujos (KLOOS E MCCULLOUGH, 1982).
Em 1982, foi determinado que os compostos responsaveis pela atividade
moluscicida presentes nos frutos eram trés saponinas do tipo espirostanois que
foram identificadas como balatininas 1, 2 e 3 (LIU E NAKANISHI, 1982).

Balanitinas: 1 2 3
R CH,OH CH,OH xilose
R4 ramnose ramnose H
Ro ramnose H ramnose
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2. EXPERIMENTAL

2.1ESPECIFICACOES GERAIS DOS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

» Para as extracdes e sistemas cromatograficos foram utilizados solventes
de grau comercial marca Herzog (Brasil), os quais foram destilados no
laboratorio de destilacdo do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Alagoas. Para analise em CLAE foram adotados solventes
ultra puros adquiridos da Merck (Alemanha) e Aldrich (Estados Unidos) e
agua ultra-pura obtida por purificador da marca Millipore;

» As fracdes contendo grande volume de solvente foram concentradas em
evaporador rotativo sob baixa pressdo, marca Bichi; enquanto que as
fragbes contendo volume pequeno de solvente foram concentradas em
capela de exaustao;

» As fragdes aquosas em grande volume foram submetidas a liofilizacéo
com equipamento da marca Thermo Savant;

*» Nas separacdes cromatograficas em coluna, usou-se como adsorvente
silica 60G (70-230 Mesh ASTM) da Merck — (Darmastad- Alemanha)
impregnada com polimero polimetiloctadecilsiloxano (PMODS). O
comportamento e o diametro da coluna variaram de acordo com a
guantidade da amostra e da silica a serem empregadas. Além disso,
também, fez-se o uso de carvdo ativo (Reagen, Quimibras, Industrias
Quimicas, Rio de Janeiro);

» Para permeacdo em gel foi utilizada Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine
Chemicals, Up sala-Suécia), o qual permaneceu por 24 horas em
contato com solvente a ser utilizado como fase movel;

= Nas analises comparativas através de cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA e CCD-C18) foram utilizadas placas da marca
Merck — (Darmastad- Alemanha);

= Na cromatografia em camada delgada escala preparativa utilizou-se
silica gel 60 PF,s4 da Merck (Darmastad- Alemanha). As cromatoplacas
foram preparadas manualmente utilizando-se suspensao de gel de silica

em agua destilada, seguida de espalhamento (com camada de silica de
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0,5 almm de espessura) através de um espalhador mecanico sobre as
placas de vidro (20 x 20 cm), e ativacdo em estufa a 100°C por duas
horas;

As visualizagbes dos cromatogramas em CCD foram feitas através da
exposicdo das placas a irradiagdo com luz no UV, nos comprimentos de
onda 254 e 366nm e pulverizacdo com solucéo acida de Sulfato Cérico,
Anisaldeido ou vapores de lodo;

A didlise foi realizada por meio de membrana sintética;

As fragbes que foram analisadas por CLAE analitico, foram dissolvidas
na fase movel empregada na eluicdo e o volume de injecdo de 20 L,
igual ao volume do lupe do aparelho;

A andlise de CLAE foi obtida utilizando-se um equipamento Shimadzu,
do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas, composto de controladora SCL-10A, detector UV fotodiodo
SPD-M10A, com coluna analitica fase reversa C18 da Shimpack;
dimensdo de (15cm x 0,46 cm; 5um). Os cromatogramas foram
monitorados on-line na faixa de 200 a 500nm, ja que a maioria dos
compostos organicos mostra o maximo de absrcao dentro desta faixa de
comprimento de onda.

Banho ultra-sénico marca UNIQUE;

Os espectros de Ressonédncia Magnética Nuclear (RMN)
unidimensionais e bidimensionais foram obtidos em espectrémetro
Bruker AVANCE 400 operando na freqiiéncia 400MHz para *H e 100
MHz para **C do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de Alagoas. Em todos os casos, o referencial interno foi o
Tetrametilsilano (TMS) utilizando-se como solvente CD3;OD. Os dados
de RMN coletados foram processados usando-se o programa SPIN
WORKS e TOP SPIN visando a obtencdo dos espectros
unidimensionais e bidimensionais. Os deslocamentos quimicos foram

registrados em ppm e as constantes de acoplamento em Hertz.
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2.2 MATERIAL VEGETAL

A espécie S. lethalis foi coletada no més de setembro, em Brasilia no
ano de 2002. A coleta e identificacdo da planta foram realizadas pelo professor
Dr. José Elias de Paula da Universidade Federal de Brasilia (UnB). Uma
exsicata encontra-se depositada no herbario da Universidade Federal de
Brasilia sob o niumero JEP 3698 UB.

2.2.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS

O caule (15800q), de S. lethalis apds triturado e moido foi submetido
a extracdo em aparelho de Soxhlet com etanol 90% e filtrado. A solucéo
etandlica, apds concentracdo do solvente, em evaporador rotativo sob pressao
reduzida, forneceu 600g (3,8) de extrato etandlico bruto do caule. O mesmo
procedimento foi adotado para obter o extrato bruto etandlico da madeira da

raiz e folhas. A tabela 5 demonstra o rendimento de cada extrato.

Tabela 5 - Obtencdo de extratos envolvendo casca da madeira, folha e

caule daS. lethalis

Parte da planta (peso) Extrato Etandlico Bruto (peso)
Madeira da raiz (1500q9) 629 (4,1%)
Caule (158009) 600g (3,8%)
Folha (800g) 409 (5,0%)

O extrato bruto déi dividido em duas partes uma envolvendo extracdo

com acetona e outra particao liquido-liquido (Fluxogramal).
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Fluxograma 1- Procedimentos gerais empregados neste estudo

S.letahlis Solavel em
Caule (15800q) Acetona
1409
Extracdo com Etanol
Extrato Etandlico (3009)
Bruto =
(600Q) Extracdo com Acetona
(3000) Metanol: agua (4:6) ,
Hexano (5x400mL) Insolivel em
Acetona
1509
n-hexano Fracdo Hidrometandlica
(339) )
Cloroférmio (5x400mL)
Fracdo Hidrometanolica Fracao Cloroférmica
(289)
Acetato de etila (5x400mL)
Dialise
Fracdo em Acetato de Etila Fracao Hidrometandlica | 6 — Fractes
(719) (1209)
Dialise Butanol
6 — Fracdes
Frac@o Butandlica Fracao Hidrometanolica Il
(700) (219)

2.2.2 PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO BRUTO DA SERJANIA
LETHALIS.

Parte do extrato etandlico bruto (300g) foi submetido a extragdo com
hexano. ApGs extracdo com hexano o material A fracdo hidrometandlica foi
extraida com cloroférmio e acetato de etila. As fracbes em hexano,
hidrometandlica, cloroférmio e acetato de etila foram concentrados em aparelho
rotatério a baixa pressdo. Ao final foram obtidas em hexano (33g),
hidrometandlica (120g), cloroformio (28g) e acetato de etila (71) (Fluxograma
1).
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2.3 ATIVIDADE MOLUSCICIDA

2.3.1 ENSAIO BIOLOGICO

O teste para avaliacao da atividade moluscicida envolveu basicamente a

imersdo do caramujo adulto B. glabrata em uma solugdo Agua: Metanol 9:1

(v/v) das fracbes sob investigacéo (Figura 16), nas concentracdes apropriadas
(DOS SANTOS et al., 1999).

A solucéo teste para cada extrato vegetal foi preparada a 100, 50 e
10 pgmL™ para o teste preliminar com o caramujo e, 100, 10 e 1
ugmL™ para o teste preliminar. No teste apurado as concentracées
foram selecionadas em funcéo dos resultados obtidos nos ensaios
preliminares e realizados em duplicata (caramujo adulto). O teste
obedeceu a relagcdo de 1 caramujo — 25 mL de solug&o-teste. Na
etapa preliminar foram utilizados 5 caramujos por concentracéo e
na etapa apurada 10 caramujos por concentracao.

Dois conjuntos de controle foram usados visando verificar a
suscetibilidade dos caramujos, um positivo com niclosamida a 3
ugmL™ ou carbonato ctprico a 50 ugmL™ e um negativo - somente
com Agua: metanol 9:1 (v/v) O tempo de exposicdo destes
organismos foi de 24 horas e o de observagdo 72 horas, com
leitura e troca de agua a cada 24 horas, além da remocao dos
exemplares mortos. Durante o periodo de observacéo foi fornecido
alface para os caramujos.

A morte dos caramujos foi indicada pela descoloracdo, auséncia de
contracdes musculares, hemorragia e deterioracdo dos tecidos do
corpo.

Os valores de concentracédo letal (CLgy) foram estatisticamente
calculados.

Foram utilizadas para determinar a atividade molucicida as fracoes:
Solavel em acetona (item 2.7), butandlica (item 2.9) e dialisada

(tem 2.8). As demais Fragbes como a: hidrometandlica e em
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acetato de etila (Fluxograma 1) ndo foram testadas por conta de
sua insolubilidade.

Transleréncia

Exposi¢ao Obzervacgio

Figura 15 — Teste moluscicida — caramujo adulto B. glabrata

2.3.2 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados, concentracdo x mortalidade dos organismos-alvo,
visando a determinacao dos valores de concentracao letal CLgo, foi realizada de
acordo com o meétodo Probitos de andlises disponivel no programa
computacional POLO (FINNEY, 1974).

2.3.3 TESTE ESQUISTOSSOMICIDA

2.3.4 Schistosoma mansoni

Todas as formas evolutivas do parasito, necessarias para este estudo,
foram oriundas da cepa BH (Belo Horizonte), mantida pelos Laboratérios de
Quimica da UFAL — Macei6 (AL), de Esquistossomose do Centro de Pesquisa
René Rachou — Belo Horizonte (MG) e de Esquistossomose Experimental do
Laboratorio de Imunopatologia Keiko Asami - LIKA — Recife (PE).
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2.3.5 OBTENCAO DAS FORMAS EVOLUTIVAS DO PARASITO

A manutencao da cepa BH de S. mansoni Sabom para fornecimento das
formas evolutivas do parasito foi realizada usando-se o modelo caramujo-
camundongo como descrito em SANTOS, 2005 e a atividade

esquistossomicida In Vitro foi realizada por Aldenir Feitosa dos Santos.
2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
2.4.1 — MICRORGANISMOS UTILIZADOS NOS TESTES

Os microrganismos aerobios Enterococcus faecalis e Pseudomonas
aeruginosa e o fungo (Candida albicans), foram adquiridos no laboratério de
Bioquimica e Fisiologia de Microrganismos do Departamento de Antibioticos da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (Tabela 6).

Tabela 6- Microrganismos utilizados no ensaio microbioldgico.

Microrganismos Cepas

Enterococcus faecalis ATCC 27212 (IC55144, 1C55068,
IC55258, IC55671, IC55995, IC55295,
IC55259, IC5354, IC55918).
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39 (IC01, IC03, IC04, 1C06,
IC07, 1C12, IC17).

Candida albicans IC01, ICO03, ICO05, IC07, IC08, IC09,
IC10, IC11, IC15.

2.4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS DA Serjania lethalis

As solucgdes foram preparadas dissolvendo-se 9 mg da amostra
(tabela 7) em 2 mL de etanol afim de se obter uma solucdo padronizada em 4,5

mg/mL.
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Tabela 7 - Extratos e fragcfes trabalhadas para o bioensaio.

Parte da planta Fracbes ou extratos enumerados
Madeira da raiz Extrato etandlico (21)
Caule Fracéo cloroférmica (23)

Fracédo soluvel (24)
Fracdo insolivel em acetona (25)

Folha Extrato etandlico (22)

2.4.3 PREPARACAO E PADRONIZACAO DOS DISCOS

Discos de papel de filtro de 6 mm de diametro foram saturados
com as solucbes padronizadas de cada uma das fracdes, e em seguida o
solvente organico (etanol) foi evaporado e obtido discos com uma
concentracéo igual a 90 pg por amostra. Discos da amostra de Ofloxacina com
5 ug foram utilizados como padrdes para E. faecalis e P. aeruginosa. Para C.

albicans foram utilizados discos com 75 pg de fluconazol.

2.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE AOS
MICRORGANISMOS AEROBIOS.

2.5.1 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados neste estudo foram as cepas de E.
faecalis, ATCC 27212 (IC55144, I1C55068, IC55258, IC55671, 1C55995,
IC55295, IC55259, 1C5354, IC55195, IC55918), P. aeruginosa UFPEDA 39
(IC01, IC02, IC03, I1C04, IC06, IC0O7, IC12, IC17) e C. albicans (IC01, 1C03,
IC05, IC07, IC08, IC09, IC10, IC11, IC15).

2.5.2 CULTURA DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos P. aeruginosa e E. faecalis foram semeados em

Placas de Petri de 90 mm contendo 18 mL de agar Mueller-Hinton enquanto
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que a C. albicans foi semeada em placas de Petri de 90 mm contendo 18 mL

de agar de Sabourraud.

2.5.3 PADRONIZACAO DO INOCULO

Os microrganismos foram obtidos a partir de pré culturas de 18 horas
a 37°C em caldo de Mueller-Hinton para E. faecalis e P.aeruginosa e
Saboraund para C. albicans. O in6culo foi diluido em soro fisiolégico de
maneira a obter uma opacidade equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mc
Farland o que corresponde a 10® unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL.
2.5.4 METODO

A atividade antimicrobiana dos extratos e fragcdes de S. lethalis.
(Raiz, Folha e Caule) frente aos microrganismos E. faecalis e P. aeruginosa e
C. albicans foi realizada pela metodologia preconizada por BAUER & KIRBY
(1966). Os discos foram depositados sobre o meio semeado e incubados a
37°C por 18 horas para P. aeruginosa, E. faecalis e incubados a 30°C por 24

horas para C. albicans.

2.5.5 LEITURA

A leitura foi realizada pela medicdo do halo de inibicdo em torno

do disco por meio de uma régua milimetrada com escala de 0,1mm.

2.6 PROSPECCAO FITOQUIMICA DOS EXTRATOS

Os extratos das plantas utilizadas neste trabalho foram submetidos a
prospeccao fitoquimica, seguindo-se a descricdo de MATOS, 1997. Os
métodos utilizados nesta abordagem sé@o apenas qualitativos, e a presencga de
um constituinte pode mascarar a cor indicativa do outro. Para os testes de 2.6.1
a 2.6.4 sete porcoes de 3-4mL de cada extrato dissolvidos em etanol, foram

colocados em tubos de ensaio numerados de 1 a 7.
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2.6.1 TESTE PARA FENOIS E TANINOS

No tubo de ensaio de namero 1, foram adicionadas trés gotas de
solucdo alcodlica de FeCl; 1molL™. Agitou-se bem e observou-se alguma
variacéo de cor e/ou formagéao de precipitado escuro abundante. O resultado foi
comparado com um teste em branco, usando-se agua e FeCl;. A coloracéo
variando entre azul e vermelho é indicativo de fendis. A formacdo de um
precipitado azul escuro indica a presenca de taninos pirogéalicos (taninos
hidrolisaveis) e de cor verde a presenca de taninos flobabénicos (taninos
condensados ou catéquicos).

A solucdo de cloreto férrico (FeCl;) foi preparada adicionando-se 99
deste reagente em 50mL de agua destilada contendo 2mL de acido cloridrico
3molL™. Em seguida completou-se o volume para 100mL com etanol em um
baldo volumétrico. A solucdo de HCI 3molL™ foi obtida através da adicéo de
33,3 mL do &cido concentrado em agua destilada suficiente para 100mL de

solugdo, em um baldo volumétrico.

2.6.2 TESTE PARA ANTOCIANINAS, ANTOCIANIDINAS E FLAVONOIDES

Ensaios com os tubos 2, 3 e 4. O tubo de numero 2 foi acidulado a pH 3
com HCI 3molL™ e os tubos 3 e 4 foram alcalinizados respectivamente a pH 8,5
e 11 com NaOH 1molL™* A observacdo de qualquer mudanca da coloracéo da
solucéo foi interpretada como mostrado a seguir. Para se obter a solucdo de
NaOH 1mol.L™ dissolveu-se 4g deste reagente em agua destilada para 100mL

de solucdo em baldo volumétrico.

Constituintes Cor do meio
Acido pH=3 Alcalino pH=8,5 Alcalino pH=11

antocianinas e antocianidinas | Vermelha Lilas Azul-parpura
flavonas, flavonois e xantonas - - Amarela
chalconas e auronas .
Vermelha - Vermelho Pdrpuro
flavanonois - - Vermelho Laranja
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26.3 TESTE PARA LEUCOANTOCIANIDINAS, CATEQUINAS E
FLAVONONAS

Acidulou-se o tubo 5 por adicdo de HCI 3molL™ até pH 1-3 e alcalinizou-
se o tubo 6 com NaOH 1molL™? até pH 11. Os tubos foram aquecidos
cuidadosamente. Foi observada modificagdo na coloracdo, por comparacéo
com os tubos correspondentes usados no teste anterior. A interpretacdo dos

resultados foi feita como mostrado a seguir:

Constituintes Cor do meio
Acido Alcalino
leucoantocianidinas catequinas Vermelha -
(taninos catéquicos) Pardo-amarelada -
flavononas - Vermelho Laranja

2.6.4 TESTE PARA FLAVONOIS, FLAVANONAS, FLAVANONOIS E
XANTONAS

No tubo de nimero 7, foram adicionados alguns miligramas de magnésio
granulado e 0,5 mL de HCI concentrado. O término da reacéo foi indicado pelo
fim da efervescéncia. Observou-se por comparagcdo a mudanca na cor da
mistura da reacado nos tubos 5 e 7.

O aparecimento ou intensificagdo da cor vermelha foi indicativo da
presenca de flavondis, flavanonas, flavanonois e/ou xantonas, livres ou seus

heterosidios.

2.6.5 TESTE PARA ESTEROIDES E TRITERPENOIDES

Adicionou-se 10mL de uma solucdo etandlica de cada extrato em
béqueres e deixou-se secar em banho-maria. Extraiu-se o residuo seco de
cada becker trés vezes com por¢cbes de 1-2mL de CHCIl;. Separou-se o0s
extratos em tubos diferentes e colocou-se algumas gotas de CHCIs. Filtrou-se a
solucdo cloroférmica em um pequeno funil fechado com uma bolinha de

algodao, coberta com miligramas de Na,SO, anidro, para um tubo de ensaio
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bem seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente.
Adicionou-se cuidadosamente trés gotas de H,SO, concentrado. Agitou-se
suavemente e observou-se o rapido desenvolvimento de cores.

A coloragdo azul seguida da verde permanente é um indicativo da
presenca de esterdides livres. Coloracdo parda até vermelha indica

triterpendides pentaciclicos livres.

2.6.6 TESTE PARA SAPONINAS

Tomou-se os residuos insoluveis em cloroférmio, separados no teste
anterior, solubilizou-se em agua destilada e filtrou-se a solucdo para um tubo
de ensaio. Agitou-se fortemente o tubo com a solugéo, por dois a trés minutos
e observou-se a formacao da espuma. Uma espuma persistente e abundante

(colarinho) indica a presenca de saponinas.

2.6.7 TESTE PARA ALCALOIDES

Os extratos foram separados em tubos diferentes, solubilizados com
metanol e submetidos a cromatografia em camada delgada. Apoés eluicdo, o
cromatograma foi revelado com reagente de Dragendorff. O surgimento de
manchas de cor alaranjada sugere a presenca de alcalbides.

2.6.7.1 COMPOSICAO QUIMICA DO REAGENTE DE DRAGENDORFF

5,0 g de subnitrato de bismuto foram dissolvidos em 50,0 mL de agua
destilada, seguido da adicdo de 12,0 mL de acido cloridrico concentrado sob
agitacdo. Em seguida, adicionou-se lentamente 25,0 g de iodeto de potassio.
Apos a dissolucéo, o volume foi completado com &gua destilada para 100,0 mL
de solucdo. A 25,0 mL desta solu¢do foram adicionados 18,0 mL de &cido
acético glacial, completando-se o volume final da solugcdo com agua destilada
para 100,0 mL.
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Esse reagente é empregado para a deteccao de alcaldides e peptideos,
cicloexilaminas, polietilenoglicéis e derivados, compostos de oxido polietileno,

lactamas, lipideos e esterdides a,-insaturados.

2.6.8 TESTE PARA ANTRAQUINONAS, ANTRONAS E COUMARINAS

Foram marcados o0s pontos com o0s extratos-teste em placas
cromatograficas que foram eluidas com cloroférmio. As placas foram borrifadas
com uma solugédo de hidroxido de potassio a 10% e observou-se a presenca
das cores indicativas em luz UV 365nm. A cor vermelha indica antraquinona, a

amarela indica antrona e a azul indica coumarina.

2.7 ISOLAMENTO E PURIFICA(;AO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DA
SERJANIA LETHALIS
O extrato etandlico bruto (item 2.2.1) 300g foi entdo submetido a um

simples extracdo com acetona (1L) (Fluxograma 2).

Fluxograma 2 - Extragdo com acetona

Caule
(158009)

Extragdo com etanol

Extrato Etandlico Bruto*
(300g9)

Extragcdo com acetona

v

Fracdo Solavel* Frac&o Insolavel ™
140g (46%) 150g (50%)

*Extrato Ativo nos ensaios Moluscicida e miracicida

**Fracdo com atividade no ensaio antimicrobiano
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2.7.1 FILTRACAO EM CARVAO ATIVO

Parte da fracdo soluvel em acetona (70 g) foi solubilizado em
metanol e incorporado no carvao ativo até que toda a fragdo tomasse forma de
um po6. O sistema montado consiste de funil de Buchner forrado com papel de
filtro e uma camada de gel de silica (3 cm), seguindo com a adicdo da amostra
incorporada e coberta com papel de filtro. A eluicdo foi feita utilizando como
fase movel: 4gua, etanol: agua (1:1), etanol, acetona: etanol (1:1), acetona,
acetato de etila, hexano e cloroférmio, com a obtencéo de 8 fragcbes de volume

iguais a 1,2L ( Fluxograma 3). O rendimento de recuperacéo foi de 75%.
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Fluxograma 3 - Fracionamento através de particdo liquido-liquido

Fracao solavel
em acetona
(70 a)

Incorporacdo em carvao ativo extracao
a frio com:

CZHGO :CsHeo
1.1
(10 Fracdes)

H,O 1, 953 (2,8%) CHCl,
(10Fracdes) (5 FracGes)
20, 023 0,156

CZHGO C3HGO C6H14
(15 Fracoes) (5 Fracdes) (5 Fracoes)
14,142 0, 754 0, 100
(20,1%) (1,0%) (0,14%)
H,O:C,HsO CH3COOCH,CHjs
(1:1) (5 Fracdes)
(15 Fragdes) 0, 309 (0,44%)

4, 584 (6,55%)
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Tendo sido observada a total solubilidade da fragéo hidroetandlica de
coloragdo amarelo pardo em metanol, foi feito o fracionamento de 800 mg (200
mg por coluna realizada) em coluna de sephadex LH 20, cujo rendimento foi de
90%. Foram coletadas 142 fracGes de 7 mL cada. As fracGes coletadas obtidas
neste estudo foram analisadas em CCDA, tendo como eluente Piridina
(P):Butanol (B):Agua (A) (100:35:25v/v). Outras fases moéveis foram avaliadas,
mas nao se observou em nenhum dos casos uma boa separacdo dos
constituintes da amostra.

As fases moveis utilizadas ndo possibilitavam a visualizacdo de
qualquer separacao cromatografica em CCDA, demonstrando sempre manchas
continuas apos revelacdo. Foi por isso que como alternativa buscou-se outra
fase estacionaria, para as placas de CCDA, a CCDA C-18. Apds andlise
comparativa seguiu-se a reunido das fragbes em 10 grupos como demonstra a
tabela abaixo:

Tabela 8- CCDA-C 18 das fracdes provenientes da cromatografia em

sephadex
Sistema de eluicéo Grupos Peso das fracdes(mg)
AcOet:MeOH: Ac. Acético 1-3 70
(8:2:0,01). 4-17 300
18-31 201
32-49 97,4
50-60 15,9r
61-79 5,0
80-101 12,9
102-115 14,3
AcOet:MeOH:Ac. Acético 116-131 29,5
(6,5:3,5:0,01). 132-142 20,8

As placas de CCDA C-18 foram usadas e a fase movel que
possilbilitou a melhor separacdo cromatografica foi AcOet:MeOH:Ac.Acético
(8:2:0,01). Isto nos levou a pensar em fazer uma cromatografia em coluna
aberta usando a silica C-18 (fase reversa) feita no laboratério (item 2.7.2.1),

com técnica isocratica, mas a amostra 4-17 (Tabela 8) proveniente da
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separacdo em sephadex LH 20 apresentou dificuldades de solubilidade nos
solventes indicados para este tipo de cromatografia.

A fracdo 4-17 (300mg) em forma de cristais brancos com poucos
pontos (CCDA-C18) foi novamente submetida a cromatografia em coluna de
sephadex LH 20 e forneceu 51 fragbes com cerca de 7mL cada.

Nesta etapa a investigacdo comparativa em CCDA silica foi realizada com a
fase movel CHCI3:MeOH:H,0 (8:2:0,01) (Tabela 9).

Tabela 9 - Reunidas das fragcdes provenientes da coluna de cromatografia
em sephadex LH- 20 da fracéo 4-7 (300mg).

Sistema de eluicéo Grupos Peso das fragbes(mg)
CHCI53:MeOH:H,0 1-6 21
(8:2:0,01).
7-11 18
12-30 27
31-35 82
36-47 130

A purificacdo seguiu com a utilizacdo da técnica de Cromatografia
em Camada Delgada em escala Preparativa (CCDP) [silica gel, CHCI;:MeOH:
H,O (8:2:0,01)] para a fracdo 36-47 (130mg) com apenas trés pontos em
CCDA silica levando ao isolamento de um solido branco codificado SLS
(35mQ).

2.7.2 FRACIONAMENTO EM FASE REVERSA C-18:
A caracteristica polar do material estudado levou a necessidade de

empregar uma fase estacionaria quimicamente ligada. Para isto foi utilizada a

silica C-18 cuja preparacéo foi realizada conforme descri¢cdo abaixo.
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2.7.2.1 PREPARACAO DA FASE REVERSA

A silica em fase reversa, denominada C-18, foi obtida por meio de
metodologia adaptada (BOTTOLI, et al., 2002; TONHI et al, 2002). Inicialmente
a silica (20g) foi ativada a 150° C por 24 horas. O polimero PMDS (13,39)
(Figura 17) foi dissolvido em hexano (400mL) e a silica foi adicionada aos
poucos, com agitacdo, por 3 horas. O solvente foi entdo evaporado a
temperatura ambiente e o pé branco obtido foi aquecido a 120° C por 4 horas.
O excesso de polimero foi removido com acetato de etila (300mL) e depois
metanol (100mL) e o material foi entdo seco a temperatura ambiente e depois a
60° C.

A modificacdo da superficie da silica, com a introducdo de uma
camada quimicamente ligada ao suporte tem como objetivo principal unir, em
um sO material, as propriedades quimicas do polimero com a rigidez e a
estabilidade térmica da silica (Figura 18) (TONHI et al, 2002). Para que tal
reacdo aconteca, € importante fazer a ativacdo da silica através de
aquecimento para remocdo de hidratacdo da silica. Por isso, € importante

também o uso de hexano anidro.

2.7.2.2 AVALIACAO DA ACAO DA FASE REVERSA:

Foram realizados primeiramente testes em pequena escala para
avaliar a eficiéncia do método. Em micro seringas de 3 mL com 500 mg de C-
18 e condicionada com 5mL de metanol e 10 mL de agua destilada, foram
adicionados 12,5 mg da amostra proveniente da fracdo etandlica obtida da
filtracdo em carvdo. A amostra foi dissolvida em agua e submetida a analise
cromatografica empregando como eluentes solucdes binarias com crescente
volume de metanol (Tabela 10). Desta vez o rendimento alcancado foi de cerca

de 80%.
':H3 ':Hg 3':

| | '|

HaC —Sli—D s|i —0 Sli—CH3

CHy CygHarh “H3

Figura 16 - Formula estrutural do polimero PMDS.
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e /O Si—oH ' ? 1837
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/SI OH 0 si—oH HsC—SiT—CigHar
H,C ---0 e .. -o/ o
AN H3C—=Si——CgH 4
. 3 18137 AN
/S' OH AN s 0—Si—CigHay
H4C ---o\ O ——— H,c ---o\ o
/Si —OH H37C1—Si—CHg /Si —OH  C;gH47-Si—CH3
H4C-—-0
H,C ---0 o 4 N /o
\Si ——OH CH3=Si—CygHar Si CH 2—Si\—c18H37
/S N o
H4C ---o\ /o Pz
: H3C—Si—CgH
Si——OH H3C——Si—CgH3y 3 SI\ 18H37
o
o} v
Hg37C1g—Si—CHg
Hg7C1——Si—CH
37%-18 \ 3 o
o e
/ HsC
HsC

Figura 17 — Representacdo esquematica da reacdo de imobilizacdo de
PMODS em silica (adaptada de TONHI et al, 2002).

2.7.2.3 ESCALA PREPARATIVA

A realizacdo da cromatografia em fase reversa foi empregada em
escala preparativa para o fracionamento da fracdo etandlica (carvao), foram
utilizados 600 mg da amostra para 26 g de silica C-18, e eluida com 0 mesmo

gradiente empregado no teste (Tabela 10).

As fracdes 8,5:1,5 v/v (106mg) e 90:10 v/v (200mg) (Tabela 10) com
apenas trés pontos em CCDA foram reunidas e analisadas por CLAE coluna
analitica (15 cm x 0,46 cm) fase reversa e fase mével ACN:H,O 10:90 (v/v),

fluxo de 0,5 ml/min (Figura 19, pg 57 ) .
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Tabela 10- Gradiente de eluicdo da cromatografia em silica C-18

Fracéo Eluente Peso das Fragdes(mg)

1 (H,0) 10,4

2 Agua :Metanol 6,4
H,0 :C1H40 (8:2 viv)

3 Agua :Metanol 10,2
H,0 :C1H40 (7:3 viv)

4 Agua :Metanol 85,7
H,0 :C1H40 (6:4 viv)

5 Agua :Metanol 47,9
C1H40: H,O (5:5viv)

6 Agua :Metanol 50,4
C:H40 :H,O (7:3 viv)

7 Agua :Metanol 106,00

C:H40: H,O (8,5:1,5 v/v)

8 Agua :Metanol 200,00
C:H;0:H,0 (9:1 viv)

9 Metanol 90,2

C;H,0

2.8 SEPARACAO POR DIALISE

Para realizar didlise foram utilizadas as fracdes em acetato de etila e
hidrometanolica provenientes de parti¢éo liquido-liquido (Fluxograma 1,pg 34).

A didlise foi realizada com a utilizacdo de membrana sintética, na
qual foram colocadas 10 g de cada fracdo e entdo imersa em 500 ml de agua
deionizada. A agua do recipiente era substituida a cada 72 hs com a obtencéo
de seis fracbes para cada amostra as quais foram submetidas a liofilizagédo
para posterior andlise.

O material dialisado envolvendo as fracGes hidrometandlica e acetato
de etila tiveram suas analises qualitativas feitas por cromatografia em camada
delgada (CCDA silica) com fase movel Piridina:Butanol:Agua (100:35:25) e
demonstraram tratar-se dos mesmos componentes, permitindo a reunido das
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fragcbes para a obtencdo da substancia SLD (Fluxograma 4). Foi realizada
analise em CLAE (100mg), usando-se coluna de silica (0,46cm x 15cm) com

fase movel diclorometano:hexano (60:20 v/v).

Fluxograma 4 — Diadlise como método alternativo de separacao

Fracdo Acetato de etila* ] { Fragdo Hidrometandlica* ]

10g 10g

Didlise

CCDA
P:B:A (100:35:25)

SLD (14,5g) ]

*Fracdes Ativas nos ensaios antibiéticos.

A fracdo SLD de coloragéo vermelha (8g) foi fracionada em coluna
de gel de silica desativada com 10% de agua (150g). Foram coletadas 140
fracbes de 50mL cada empregando-se na eluicdo das mesmas cloroformio e

metanol nas proporc¢des abaixo:

Tabela 11- Gradiente de eluicdo da cromatografia em silica desativada.

FracGes Eluentes
1-41 CHCI3
42-80 CHCI3:MeOH 10%

81-104 CHCI3:MeOH 20%

105-116 CHCI3:MeOH 30%

117-123 CHCI3:MeOH 50%

124-126 CHCI3:MeOH 70%

127-134 CHCI3:MeOH90%

134-140 MeOH
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Por comparagdo em CCDA foi possivel reunido em dois grupos
(Tabela 12)

Tabela 12 - CCDA das fra¢cfes provenientes da cromatografia em silica

desativada
Sistema de eluicéo Grupos Peso das fracdes(q)
AcOEt:MeOH (9:1) 1-104 3,04
AcOEt:MeOH (7:3) 105-140 3,91

A fracdo 1-104 (3,04g) com aspecto e cor de mel analisada por
CCDA demonstrou dois pontos bem separados e teve a purifica¢do alcancada
por separacdo em gel sephadex LH20. Este fracionamento foi realizado em 4
etapas empregando-se 750 mg de amostra por vez. Das quatro colunas
realizadas foram coletadas cento e vinte fracées de cerca de 7 mL cada.

O processo cromatografico resultou em uma substancia codificada
como SLD (2,18 g), considerado puro ap0s apresentar uma Unica mancha em
cromatografia em camada delgada de silica, utilizando-se AcCOEt:MeOH (9:1) e
AcOEt:MeOH (7:3) como eluentes. A substancia foi caracterizada por

Ressonancia Magnética Nuclear.

2.9 PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DA FRACAO HIDROMETANOLICA DO
CAULE DE SERJANIA LETHALIS

Parte da fracdo hidrometandlica (100g) obtida como mostra o
fluxograma 1 péagina 34 foi submetida & extragdo com butanol. A fracao foi
solubilizada em 250mL de agua:metanol 9,5:0,5 (v/v) e acrescentou-se 250 mL
de butanol. Esta suspensdo foi extraida sucessivamente com butanol
(Fluxograma 5). As fracdes butandlica e hidrometanodlica foram concentradas
em aparelho rotatorio a baixa presséo. Ao final foram obtidos 70 g da fragdo em
butanol e 21 g da fracdo em agua. A fracdo butandlica foi posteriormente

testada no ensaio moluscicida.
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Fluxograma 5 — Particdo butandlica

Fracdo Hidrometandlica

100g

Solubilizacdo em H20:MeOH 9,5:0,5 (v/v)
e particdo com Butanol

Fracdo Hidrometandlica
(219)

*Material Ativo nos Ensaios Moluscicida.
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3. RESULTADOS

O estudo de prospeccao fitoquimica foi efetuado utilizando a
metodologia descrita por MATOS (1997) que tem como base as reagdes de
coloracdo ou formacgéo de precipitado. E um método rapido e bem informativo,
porém nao conclusivo. A prospeccao fitoquimica da espécie Serjania lethalis
envolvendo as fragbes estudadas para fracionamento apresentou os grupos

quimicos demonstrados na tabela 13.

Tabela 13 - Classes de compostos detectados nas fragées trabalhadas

para purificagao.

-~ 0 (72}
n © -y B [} n 0 ©
o= 85 5 @ 1 © c v o
o E£5 2898 4geg32 £ 5 ¢ 9
Fragées ©o St £96§ £286§5Y% o038 = € %
Caul 5§ 58 S§§E S9EF5 S5 © 8 ®
( au e) W 8 o T > g b ® by G 3 3 < 4 o 8
L LfEx LEX{E 218 £ § <
S<c TTS T (= S c
© <
Fragéo + - - + + - - + -
Butandlica
Fracdo Soluvel + + - - + + ; + )
em Acetona
Fragéo + - - - + - . + .

Hidrometandlica

+ = detectado; - = ndo detectado

3.1 AVALIAGAO DA ATIVIDADE MOLUSCICIDA

Foram utilizadas para determinar a atividade molucicida as fragdes:
Soluvel em acetona (item 2.7), e butandlica (item 2.9) e dialisada, e também o
extrato etandlico bruto. O melhor resultado em termos de atividade moluscicida
foi obtido com a fragdo butandlica que levou a 100% de mortalidade nas
concentragdes de 100 e 50 pgmL™" e 80% na concentracdo de 10 pgmL™
(tabela 14) .
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Tabela 14- Atividade frente ao caramujo B. glabrata

Extrato ou fracdo | Concentracédo Mortalidade Conc. Letal (CLgp)
(Caule) (ugmL™) (%) (gmL™)
Extrato etandlico 100 100
50 93
10 40
1 23
Soluvel em 100 100
acetona 50 40
10 0 65,01
Butandlica 100 100
50 100
10 80
5 80
1 0 10,62
Dialisada 100 40
50 0
10 0

A fragdo butandlica apresentou-se ativa com uma CLgo=10,62 pgmL™’
em 24 horas de exposi¢cao. Esse resultado foi considerado muito bom quando
se compara levando em conta que se trata de uma fragao ainda complexa, com
a niclosamida (2’,5-dicloro-4’-nitrosalicilanilida), que € um composto puro e um
moluscicida sintético que promove 100% de mortalidade no caramujo adulto, B.
glabrata, na concentragdo de 1,5 mgL™ em 2 horas de exposigdo (SANTOS,
2005). Porém este moluscicida sintético pode apresentar uma serie de
desvantagens como ja foi discutido no item 1.3 (pg 15). Uma vantagem dessa
planta é o fato de possuir ampla distribuicdo geografica.

A particdo com butanol pode ser considerado um bom caminho em
busca de um principio ativo, dado o decréscimo observado no valor da CLgy da
fracdo butanodlica em relagdo ao extrato etandlico bruto do caule, (utilizado para
a particao) que foi determinado como sendo ClLg - 65,01 pgmL'1.

Como objetivo principal deste trabalho foi obter componentes puros
com atividade contra o Schistosoma mansoni a substancia pura isolada e
codificada de SLS (pg 46) foi ativa no teste frente ao verme adulto de

Schistosoma mansoni.
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3.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A espécie S.lethalis teve sua atividade antimicrobiana testada em
varios cepas de trés diferentes microorganismos: Enterococcus faecalis,
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa. Dispondo-se de cinco amostras
envolvendo extratos e fragbes da planta enumeradas de 21 a 25 (item 2.4.2)
(90ug/mL/disco) e de um padrao de referéncia (Ofloxacina 5ug/mL por disco ou
Fluconazol 75 pug/mL por disco).

Nao foi verificada nenhuma atividade das fragcdes frente a
Enterococcus faecalis (padrao Ofloxacina), e apenas 12 e 8 mm de inibicdo
para a fragdo insoluvel em acetona frente a Candida albicans (padrdo
Fluconazol, Tabela14), enquanto que para Pseudomonas aeruginosa houve
uma acgao bastante significativa para todas as amostras testada envolvendo

pelo menos duas das cepas testada, a droga padréo foi Ofloxacina (Tabela15).

Tabela 15 - Resultados da Atividade Antimicrobiana de Extratos Vegetais

frente a Candida albicans

Candida Extrato Extrato Fracéo Fracéo Fracdo
albicans Etandlico Etandlico CHCI; Acetona S*  Acetona I Padrao®
(Raiz) (Folha)  (Caule) (Caule) (Caule)
ICO1 | s ememeeem e e e e
IC03 | —meeeem eemeeeem e e e 25mm
(00 Y e
(0020 e
IC08 12mm 26mm
1IC09 8mm =
IC10 | e eeem e e e e
IC11 | e e e e 15mm
IC15 |  —meeemm e et e e e

a . b . C
Soluvel;” Inolavel;” Fluconazol
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Tabela 16 - Resultados da Atividade Antimicrobiana de Extratos Vegetais

frente a Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas | Extrato Extrato  Fracdo Fracdo Fracéo
aeruginosa Etandlico Etanodlico CHCIg Acetona S® Acetona l® Padrao®
(Raiz)  (Folha) (Caule) (Caule) (Caule)

Icot | - 09mm 12mm
IC03 17mm - 09mm -
IC04 11mm 15mm -
IC06 13mm 100mm - e e
ICO7 09mm -
UFPEDA 39 |- = = e e e
Ic12 | - 09mm 09mm -
IC16 |- - 08mm 09mm 19mm

a . b . [ L
Soluvel;” Inolavel;” Ofloxacina

3.3 ANALISE EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

3.3.1 CLAE DAS FRAGOES PROVENIENTES DA CROMATOGRAFIA EM
FASE REVERSA C-18

Através do estudo cromatografico das fragdes 8,5:1,5 v/v e 90:10 v/v
(item 2.7.2.3 pg 49) observou-se um perfil cromatografico com a existéncia de
poucas bandas ndo muito bem resolvidas com absorgdo em comprimento de
onda de 210nm. A semelhanga cromatografica permitiu a reunido destas
fragdes e sua total solubilidade em metanol, possibilitou a sua purificagéo pela
aplicagao (160mg) em coluna de sephadex LH-20, com obtencgao de 60 fragdes
devidamente reunidas, fornecendo um cromatograma mais limpo e bem
resolvido nas mesmas condigbes envolvendo as 29 fragbes de origem
(Figura16). O cromatograma apds cromatografia em sephadex demonstra a
predominancia de duas substancias e sendo assim seria possivel o isolamento
das mesmas para posterior identificagao estrutural (Figura 20 e 21).

Contudo o isolamento nao foi adiante por conta da baixa solubilidade
da amostra na fase mével que melhor separou, sabendo que outras fases com
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maiores volumes de metanol foram testadas sem sucesso na separacao

cromatografica.

1507

100

mAU

50

0 5 10 15 20
Tempo (min)
Figura 18 — Exemplo da separagao analitica das fracées 5 e 10 %

provenientes da cromatografia em coluna aberta com C-18.

400 -

rrABs

200

0 5 10 15 20
Tempo (min)

Figura 19 - Substéncia isolada a partir do cromatograma demonstrado na
Figura 18.
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Figura 20- Substancia isolada a partir do cromatograma demonstrado na

Figura 18.
3.3.2 CLAE DAS FRAGOES PROVENIENTES DA DIALISE

A analise em CCDA apresentou Rf = 0,5, com apenas um ponto
revelado, sugerindo um relativo grau de pureza para a fragée proveniente de
didlise (SLD) (item 2.9). Para confirmar a eficiéncia da separacgéo foi realizada
analise em CLAE, coluna de silica (0,46cm x 15cm) com fase movel
diclorometano:hexano (60:20, v/v), cujo cromatograma indicou a presenga de
poucas bandas, com duas de boa resolugdo (Figura 22). Entretanto o
isolamento ndo seguiu adiante por conta do baixo rendimento observado. Com
injecao total de 100mg, resultou menos que 10mg da substancia 1 e apenas
5mg da substancia 2, levando-nos a acreditar que a terceira banda é
quantitativamente maior ou que a fase estacionaria ndo fosse a apropriada. O

isolamento seguiu com o emprego da técnica cromatografica em coluna aberta.
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Figura 21 — (a) Perfil cromatografico da fragao 1 (dialise) e (b) Isolamento

da substancia 1.

3.4 IDENTIFICAGAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

3.4.1 SAPONINA SLS

A substancia SLS foi isolada como cristais na forma de agulha
incolor. A analise do espectro de RMN 'H (Figura 24) dessa substancia
registrado em CD3;OD indicou tratar-se um composto de estrutura bastante
complexa. O espectro de hidrogénio mostrou a presenga de sinais para seis
grupos metila na regido mais protegida & (0,8-2,15). Na regido entre 6 2,8-5,0
pdde se observada uma série de sinais, destacando-se, os hidrogénios
anoméricos em 6 4,55 (d, J=4,52 Hz), 6 5,05 (d, J= 1,95 Hz) e em 6 5,25 (d J=
1,40 Hz), caracteristicos da porgédo glicona em uma saponina. Os sinais a 0
5,25 e 6 5,05 provavelmente referem-se ao H1 de duas unidades a-ranminose.
Para a provavel porgao aglicona observaram-se sinais referentes a hidrogénios
olefinicos & 5,25 s e trés hidrogénios oximetinicos em & 3,12 (dd J= 4,91 e J=
4,36Hz), d 4,46 (d, J= 6,69 Hz) e 4,58 (d, J= 7,34 Hz). A presenca de um sinal
simples numa regido de relativa desprotecédo 6 2.15 s refere-se provavelmente
a um grupo metila a a um carbono carbonilico (& 208,92).

A analise comparativa entre os espectros de RMN de carbono, DEPT
135 (Figura 26), obtidos em CD3OD, permitiu verificar um total de 48 sinais

correspondentes aos 48 atomos de carbono para a saponina SLS. Destes, sete
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sao quaternarios, oito sdo metinicos, nove sdo metilénicos e seis sao metilicos
(Tabela 16). Os valores de deslocamento quimico mostram entre os oito
carbonos quaternarios a presenca de dois carbonos carbonilicos (0 208,92 e
180,55), trés carbonos de jungédo de anel (& 41,49 e & 39,16) um carbono
olefinico (& 143,80) e um carbono saturado ramificado (& 48,37). Através da
analise do espectro de RMN '*C (Figura 25) é possivel indicar para a
substancia dois carbonos carbonilicos (&6 180,55 e & 208,92), uma ligagéo
olefinica trissubstituida a & 143,80 e 122,22. O espectro indica a presenca de
um grupo oximetilénico com sinal em & 61,23 na porcao aglicona. Os sinais em
0 (103,43; 100,80; 100,62) referem-se aos carbonos anomeéricos dos agucares.

De acordo com os deslocamentos quimicos observados e analise de
comparagao com a literatura foi possivel propor a existéncia de trés acucares
interligados onde dois deles sdo a ranminose e outro trata-se da 6-O-Metil
galactose. A presengca da ranminose justifica os dupletos numa regidao de
desprotecao 6 5,05 (d, J= 1,95 Hz) e & 5,25 (d, J= 1,40 Hz), proprios dos
hidrogénios anomeéricos dos agucares e também os dupletos na regido de
protecdo (6 1,27 J = 6,2 Hz e © 1,20 J = 6.1 Hz) atribuidos ao grupo metila
presente em cada acucar. O sinal que caracteriza o hidrogénio olefinico
apresentou sobreposicdo com o hidrogénio anomérico da ranminose em &
5.26. Foi através dos dados obtidos com espectros de RMN unidimensionais
(*H, "*C, DEPT 135) que foi feita a proposta inicial da estrutura quimica desta

substancia
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Figura 22 - (1) saponina 3-O- [ B- O- galactopiranosil (1—>4) a-
ramnopiranosil (1 > 2) a- ramnopiranosil. (2) Sapogenina

corretamente enumerada.

A anadlise dos mapas de contorno bidimensionais (HMBC, HSQC e
COSY) reforgou a proposta estrutural inicial. A reunido dos dados de RMN
sugere para a substancia SLS a estrutura de um triterpeno do tipo Tirucallano
(Figura 15, pg 28) (NI et al.,2006). Esta proposta estrutural esta de acordo com
LAVAUD, et al. 2001 que relata que a grande maioria dos heterosideos obtidos
de Sapindaceae possui um anel triterpénico como aglicona.

A sobreposigao entre os sinais atribuidos ao hidrogénio olefinico da
aglicona e o hidrogénio anomérico da ranminose em & 5.26 foi enfatizada pela

analise do mapa de contorno HSQC (Figura 24).
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A analise do mapa de contorno HMBC enfatiza a existéncia de um
grupo metil cetona terminal, ao verificar o sinal que correlaciona o hidrogénio
em & 2.15s com o carbono carbonilico (5 208,92) (Figura 29).

O COSY auxiliou na constatacdo de sinais que explicam fatos como
a vizinhancga entre o H-17(d 2,85 d, J= 4,04 Hz) e o H-20 (& 1,69). Além disso,
correlagdes entre os dois hidrogénios oximetinicos H-21 (6 4,46 J= 6,69Hz) e
H-26 (& 3,66 e © 3,44), ajudaram na identificagdo estrutural. A n&o existéncia
de qualquer correlagdo no mapa de contorno COSY no que se refere ao H-25
(® 2,15 s) reforca a existéncia do grupo metila terminal. Apesar da
sobreposicao entre os sinais referentes ao hidrogénio olefinico e o hidrogénio
anomérico da ranminose, ambos em 0 5,26 foi possivel observar através de
COSY suas correlagdes separadamente, onde o hidrogénio anomérico mostra
correlagdo com 6 3,90 e o H-7 da dupla ligagéo correlaciona-se com H-6 em &
1,90 (Figura 28).

A existéncia de duas ranminoses ja tinha indicios evidentes nos
espectros de RMN "H e RMN "C, mas foi a partir do mapa de contorno HMBC
que se propds uma ligagao do tipo 1-2 entre estas raminoses, uma vez que
existe a correlacdo dos carbonos anoméricos em & 100,80 (Ram1) e em &
100,60 (Ram 2) com os hidrogénios anoméricos em & 5,26 (Ram 2) e & 5,05
(Ram1) respectivamente (Figura 29). A partir dos resultados obtidos foi dada a
proposta representada na figura 23 para a substancia codificada de SLS. Este
tipo de esqueleto ja foi relatado para outras duas substéncias isoladas da
espécie Sapindus mukorossi pertencente a familia Sapindaceae (NI et al.,
2006; HUANG et al., 2007). E Importante citar que de acordo com a avaliagéo
literaria realizada a substancia isolada neste estudo é inédita. O isolamento de
saponinas e outros compostos em geral na espécie S. lethalis é bem restrito.
Apenas um relato na literatura foi encontrado referindo-se ao isolamento e
identificacdo de uma saponina com esqueleto hederagenina nomeada de
serjanosideo (GIULIETTI ; 2006).
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Tabela 17 — Dados de RMN da substancia SLS

Posicao

Sapogenina H J em Hz 3¢ HMBC
1 1,54m 32,59 0,85; 0,90; 1,01
2 1,47 M 33,51 0,92
3 3,12dd (1H)  4,91; 4,36 89,24 4,55
4 - 48,37 3,53; 3,17
5 0,85 m 55,61 0,90; 1,00
6 1,90 M 22,66 0,80
7 5,26 d(1H) 1,95 122,22 -
8 - 143,80 1,17
9 0,90s (1H) 36,52 090
10 - 32,22 1,01; 0,85; ,16
11 0,80 M 32,41 0,90; 1,00; 0,85
12 1,80M 25,60 -
13 - 41,49 0,80
14 - 39,16 0,81; 1,00; 094
15 0,04 M 23,13 0,98; 1,69
16 0,98 d (2H) 4,39 27,45 094; 0,98
17 2,85dd (1H)  4,04; 3,96 41,33 0,81
18 0,83 s(3H) 16,33 1,05
19 0,84 s(3H) 15,65 1,16; 0,84
20 1,69 M 47,63 0,93; 0,80
21 4,46 d (1H) 6,69 104,67 -
22 1,64 M 38,46 1,04
23 4,58 d (1H) 7,34 102,60 -
24 - 208,92 2,15
25 2,15 s (3H) 29,32 -
26 3,66;3,86 M 61,23 -
27 1,05 s(3H) 27,26 -
28 1,16 s (3H) 25,06 -
29 - 180,55 -
30 0,96 s(1H) 14,66 0,85

MI Multiplicidade indefinida
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Continuagao

Porcao
Glicona H J em Hz 3c HMBC
6-O-Metil galactose*
1 4,55 d1(H) 4,52 103,43 -
2 3,53 77,02 -
3 3,17 76,40 -
4 3,70 76,64 -
5 3,96 75,69 -
6 3,34s (3H) 68,60 -
Ranminose1*
1 5,05d (1H) 1,37 100,80 5,26
2 3,95 76,35 5,05
3 3,85 70,18 5,05
4 3,39 72,62 1,28
5 3,75 69,02 1,28; 5,05
6 1,28 d (3H) 6,2 16,67 3,39
Ranminose2* -
1 5,26 d (1H) 1,95 100,60 5,05
2 3,90 78,17 5,26
3 3,44 70,69 5,05; 5,26
4 3,40 72,55 1,22
5 4,00 69,23 5,26; 1,22
6 1,22 d (3H) 6,1 22,63 -

*Nao foi possivel definir a multiplicidade de alguns hidrogénios glicosidicos
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Figura 26 — Mapa de contornos HSQC da substancia SLS
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Figura 27 — Mapa de contornos COSY da substancia SLS
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3.4.2 DISSACARIDEO SLD

O espectro de RMN H' (Figura 32) da substancia SLD obtido a, em
CD3;0OD mostra sinais numa regidao de desprotecdo, indo de 6 3.3 a 6 5.6.
Dentre estes sinais podemos destacar dois dupletos numa regido de maior
desprotecao relativa que provavelmente trata-se de hidrogénios oximetinicos
emd4,5d,J=7,81Hzeem & 5,1 d, J= 3,65 Hz.

A analise comparativa dos espectros de RMN de carbono e DEPT 135
(Figura 33 e 34), obtidos em CDs;OD, permitiu verificar um total de 12 sinais
correspondentes aos 12 atomos de carbono para a substancia SLD. Destes,
um é tetrasubstituido e n&do hidrogenado (6 101,74) oito sdo metinicos, e trés
sdo metilénicos (0 61,29; 62,96 e 64,44) (Tabela 17, Figura 33 e 34).

As correlacdes obtidas nos espectros de RMN 2D, em especial HMBC
(Figura 37) forneceram informacgdes primordiais para a proposta aqui colocada.
Além disso, algumas correlagcbes de C-H mal resolvidas apresentadas no
espectro HSQC, foi possivel propor pela analise de correlagdes H-H vicinais
(COSY) (Figura 36). Como exemplo, temos & 4,05 vicinal a & 3,53 e ® 3,79
vicinal a & 3,47, onde os deslocamentos & 3,53 e & 3,47 ndo estavam bem
definidos no espectro HSQC (Figura 35).

Tabela 18 — Dados de RMN da substancia SLD.

Posigdo H' J em Hz c® HMBC
1 51d (1H)  3,65% 7,81* 97,85 3,64; 3,47
4,5d (1H) 92,51
3,70; 3,79
2 3,78 70,38 5,1; 3,70
3 3,64 75,28 -
4 3,56 81,91 3,64; 4,05; 3,70
5 3,79 69,81 -
6 3,47 61,29
1 3,70 64,44 -
2 - 101,74 -
3 4,05 76,55 5,1
4 3,53 76,02 4,05
5 4,07 72,45 3,64; 370
6’ 4,08 62,96
*H-1a ** H-1B
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Para chegar a proposta final também foi feita a comparagdo com dados
relatados na literatura. Os valores de deslocamentos quimicos do espectro de
Carbono 13 foram comparados com os dados espectroscopicos da sacarose e
O-B-D-frutofuranosil-(2-6)-D-glicose (SR) apresentados na tabela 18 e Figura
30.

CH 50H
HO
0
CH 40H O
’ CH 40H CH20H
o H
H CH 5
oH H 0 H HO
H
H HO HO H
CH ;0H T Sa
HO
OH
Sacarose O-B-D-frutofuranosil-(2-6)-D-glicose

Figura 29 - Estrutura quimica da Sacarose e O-f-D-frutofuranosil-(2-6)-D-

glicose

Os deslocamentos quimicos do carbono anomérico (C1’) sdo dados
como sendo & 97,85 e 6 92,51 para C1’3 e C1’a, respectivamente, estando de
acordo com sinais apresentados no espectro de RMN 'H em & 4,5 d com uma
constante de acoplamento J= 7,81Hz sugerindo uma configuragao beta e em &
5,1 d com uma constante de acoplamento J= 3,65 Hz indicativa de uma
configuracao do tipo. O nucleo furanosidico € sugerido a partir da observacao
comparativa dos espectros de Carbono e DEPT 135 que demonstra que em &
101,74, tem-se um sinal que pode ser atribuido ao carbono anomérico (C-2)
nao hidrogenado (frutose). No entanto este valor é significativamente diferente
do que se observa para este atomo de carbono (C-2) na sacarose (Tabela 18),
muito embora € similar ao que se observa para o O-B-D-frutofuranosil-(2-6)-D-
glicose ocorrendo em & 101,5 . Com base nestes resultados a substancia SLD
foi determinada como sendo O-B-D-frutofuranosil-(2 - 4)-D-glicose (Figura 31),
a qual nédo apresenta nenhum relato sobre seu isolamento nos dados da

literatura.

Estudo fitoquimico da espécie Serjania lethalis St. Hil
Edjane Vieira Pires




Resultados

OH
CH ,0H

CH

\

HO
1

HOH ,C u

|

CH bweniOH H
OH

Figura 30- Substancia isolada identificada como O-B-D-frutofuranosil-(2

4)-D-D-glicose.

Tabela 19- Dados de RMN C' da sacarose e O-a-D-frutofuranosil-(2-6)-D-

glicose em comparagao a substancia SLD

Posicao Sacarose SR* SLD
1 92,9 96,2 97,85
92,4 92,51
2 72,1 70,0 70,38
3 73,6 74,5 75,28
4 70,2 69,3 81,91
5 73,3 71,5 69,81
6 61,1 67,9 61,29
1 63,3 63,7 64,44
2 104,4 101,0 101,74
3 77,4 76,1 76,55
4 75,0 75,4 76,02
5 82,2 81,0 72,45
6’ 63,4 64,3 62,96

*O-a-D-frutofuranosyl-(2-6)-D-glicose Fonte: THAVARAJA; LOW , 2006.
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Figura 31 — Espectro de RMN de hidrogénio em CD;0D a 100 MHz da substancia SLD, padrao interno TMS
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Figura 32 — Espectro de RMN de carbono em CD;0OD a 100 MHz da substancia SLD, padrao interno TMS
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Figura 33 — Espectro de RMN DEPT 135 em CD;0D a 100 MHz da substancia SLD, padrao interno TMS
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Figura 34 — Mapa de contornos HSQC da substéncia SLD.
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Figura 35 — Mapa de contornos COSY da substancia SLD.

Estudo fitoquimico da espécie Serjania lethalis St. Hil
Edjane Vieira Pires

F1 lopm

4




Resultados

— 80

— 100

— 120

— 140

— 160

— 180

— 200

PPM

I N N
105 95 85 75 65 565 45 35 25 15 05

Figura 36 — Mapa de contornos HMBC da substancia SLD.
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Concluséo

CONCLUSAO:

O extrato etandlico bruto da S. lethalis apresentou uma CLgy para
atividade moluscicida frente ao caramujo B. glabrata de 65,01ugmL™.

A partigdo liquido-liquido forneceu a fragdo em butanol a qual contem o
principio ativo, apresentando uma CLg=10,62ugmL™.

A extracdo em acetona levou a porcao insoluvel em acetona, a qual
demonstrou bom halo de inibicdo frente as cepas da Pseudomonas aeruginosa
com valores 12mm, 09mm, 15mm, 09mm, 09mm, 09mm para as cepas IC01, IC03,
IC04, I1C07, IC12, IC16 respectivamente.

O estudo fitoquimico do extrato do caule da S. lethalis conduziu ao
isolamento de um triterpeno do tipo Tirucallano identificada como 3-O- [B- O-
galactopiranosil (1 — 4) a- ramnopiranosil (1 —®) a- ramnopiranosil o qual
apresentou atividade contra o Schistosoma mansoni. Esta substancia até o
presente momento é inédita na literatura.

O método de separagado empregando dialise possibilitou o isolamento do

dissacarideo O-B-D-fructofuranosil-(2 —4)-D-glucose.
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