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RESUMO

As espécies do género Aspidosperma sao arvores com uma grande variedade de portes e que
crescem em diferentes habitats, estando distribuidas por todas as Américas, sendo no Brasil
catalogadas cerca de 50 espécies deste género. A espécie A. pyrifolium é uma &rvore
encontrada na caatinga nordestina do Brasil, popularmente conhecida como pereiro, pereiro-
branco, pereiro-preto, peroba-rosa, trevo, pereiro-de-saia e pereiro-do-sertdo. A partir desta
especie foram isolados alguns alcaloides e avaliadas as atividades cardiovasculares,
antioxidante e inseticida. Tendo em vista a escassez de estudos acerca desta espécie na
literatura e o grande potencial quimico e farmacoldgico das espécies do género Aspidosperma,
foi realizado um estudo fitoquimico da espécie A. pyrifolium no intuito de contribuir para o
conhecimento do potencial quimico e farmacoldgico da espécie e do género, além de avaliar
as atividades leishmanicida e antioxidante. Foi realizado estudo quimico e avaliacdo da
atividade leishmanicida dos extratos hexanico e metanolico das folhas da planta. O material
vegetal foi submetido a maceracdo com hexano e posteriormente com metanol para obtencédo
dos extratos brutos. Em seguida o material se submeteu a sucessivos processos de separacdes
utilizando a cromatografia em coluna classica e a técnica de cromatografia liquida de média
pressdo e a identificacdo das substancias encontradas foi possivel através de técnicas
espectroscopicas RMN (Ressonancia Magnética Nuclear). Foram isolados os triterpeno acido
betulinico e o acido benzdico, sendo identificada a presenca de alcaloides. A atividade
antioxidante foi realizada segundo os métodos de fendlicos totais e ABTS e resultados
demonstram a capacidade antioxidade dos extratos brutos e fracdes. Com relagdo a atividade
leishmanicida, foram utilizados cepas promastigotas de L. amazonesis no ensaio in vitro
incubadas por 24 horas. Apds esse periodo a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio
de reducdo de do sal de tetraz6lio MTT. Os resultados obtidos demonstraram que quatro
fracbes oriundas do fracionamento fitoquimico apresentaram ativadade leishmanicida,

incluindo os dois compostos isolados o acido betulinco e o acido benzéico.

Palavras-chave: Aspidosperma pyrifolium. Apocynaceae. Leishmanicida. Antioxidante.



ABSTRACT

The species of the genus are Aspidosperma trees with a wide variety of sizes and growing in
different habitats, are distributed throughout the Americas, and in Brazil cataloged about 50
species of this genus. The species A. pyrifolium is a tree found in the caatinga of Brazil,
popularly known as pereiro, pereiro-white, pereiro-black, mahogany pink clover pereiro-of-
skirt and pereiro-the-wild. From this species were isolated some alkaloids and evaluated
cardiovascular activities, antioxidant and insecticide. Given the scarcity of studies on this
species in the literature and the great chemical and pharmacological potential of species of
Aspidosperma gender, a phytochemical study of the species A. pyrifolium in order to
contribute to the knowledge of the chemical and pharmacological potential of the species was
carried out and the genre, and to measure leishmanicide and antioxidant activities. Was
conducted chemical and evaluation of leishmanicide activity of hexane and methanol extracts
of the leaves. The plant material was subjected to trituration with hexane and then with
methanol to obtain the crude extract. Then the material is subjected to successive separation
processes using classical chromatography column and liquid chromatography and medium
pressure identify the substance was found possible by spectroscopic NMR (Nuclear Magnetic
Resonance). Were isolated triterpene betulinic acid and benzoic acid, was identified by the
presence of alkaloids. The antioxidant activity was performed according to the methods of
total phenolic and ABTS and results demonstrate the ability antioxidade the raw extracts and
fractions. With respect to the leishmanicidal activity promastigotes of L. amazonesis strains
were used in the in vitro assay incubated for 24 hours. After this period, cell viability was
determined by testing MTT reduction of tetrazolium salt. The results showed that four
fractions resulting from the phytochemical fractionation showed leishmanicide ativadade,
including the two compounds isolated betulinco the acid and benzoic acid.

Keywords: Aspidosperma pyrifolium. Apocynaceae. Leishmanicide. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Substancias quimicas derivadas de animais, plantas e microorganismos tém sido
utilizadas para tratar doencas desde o inicio da medicina (KOEHN; CARTER, 2005). A
terapéutica moderna, composta por medicamentos com acdes especificas sobre receptores,
enzimas, canais ionicos, ndo teria sido possivel sem a contribuicdo dos produtos naturais,

notadamente das plantas superiores, das toxinas e dos microorganismos (CALIXTO, 2003).

A investigagéo dos produtos naturais como fonte de novas terapias alternativas chegou
a0 seu auge na industria farmacéutica ocidental no periodo de 1970 - 1980, o que resultou em
um cendrio farmacéutico macicamente influenciado por moléculas ndo sintéticas (KOEHN;
CARTER, 2005).

Com tal sucesso, pode-se pensar que nesses Ultimos anos, a identificacdo de novos
metabolitos a partir de organismos vivos seria 0 cerne dos esfor¢os industrias, visando novas
descobertas farmacéuticas. Contudo, muitas inddstrias tém eliminado sua pesquisa na area de
produtos naturais na Ultima década. Apesar de mais de 100 substancias baseadas em produtos
naturais estarem em estudos clinicos, representando uma queda de cerca de 30% relacionado a
periodo 2001 - 2008 (VEREDAS, et al., 2009).

Ao mesmo tempo, fatores como o avanco na biologia molecular, biologia celular,
gendmica (que aumentou o numero de alvos moleculares, diminuindo o tempo de descoberta
de moléculas lideres), o desenvolvimento da quimica combinatéria, e a diminuicdo do
interesse de grandes companhias farmacéuticas em relacao a terapia de doencas parasitarias e
infecciosas (area tradicional dos produtos naturais), induziu as inddstrias a se concentrarem
na quimica sintética. E reconhecido que as estruturas dos produtos naturais, possuem
caracteristicas de alta diversidade quimica, especificidade bioquimica e outras propriedades
moleculares que as fazem favoraveis a se tornarem estruturas possiveis candidatas a
prototipos, quando se trata de descoberta de novos farmacos (KOEHN; CARTER, 2005).

Os produtos naturais considerados interessantes derivam do fenémeno da
biodiversidade. A consequéncia da interacdo da grande variedade de organismos entre eles e
com o meio ambiente resultou na evolucdo de diversas moléculas naturais complexas
produzidas por estes organismos, 0 que possibilitou sua sobrevivéncia e competitividade.

Existem milhdes de estruturas quimicas naturais, descritas na literatura, fornecendo uma
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diversidade quimica inimaginavel, com estruturas complexas com diversos grupos funcionais,
moléculas capazes de interagir nos sistemas biolégicos, com os mais diversos alvos
terapéuticos (MCCHENSNEY et al., 2007).

Dentre as ciéncias farmacéuticas, uma das mais antigas a se estabelecer foi a
farmacognosia, sendo o termo inicialmente referido a investigacdo de substancias medicinais
originadas de plantas, animais ou minerais, no seu estado bruto, na forma de, por exemplo,
chés ou tinturas (DEWICK, 2009). A farmacognosia, pioneira nos estudos sobre plantas
medicinais, € uma ciéncia interdisciplinar, incorporando aspectos da quimica analitica,
bioquimica, biossintese, biotecnologia, ecologia, etnobotanica, microbiologia, biologia
molecular, taxonomia e quimica organica (KINGHORN, 2001).

As espécies do género Aspidosperma sao arvores de uma grande variedade de portes
e que crescem em diferentes habitats, estando distribuidas por todas as Américas, sendo no
Brasil catalogado cerca de 50 espécies deste género (AMORIM; SAMPAIO; ARAUJO, 2005;
CORREA, 1984; OLIVEIRA et al., 2009).

Existem diversos relatos na literatura acerca da sua utilizacdo pela populacdo das
plantas deste género, como por exemplo, no tratamento de maléria, disenteria, apendicite,
asma, febre, dispneia, escabiose, dor de barriga, tosse, prisdo de ventre, furinculos,
reumatismo, leishmaniose, dor de dente, inflamagfes do trato urinario e dermatite. Porém
varios estudos trazem a ressalva de que algumas plantas do género sdo contraindicadas para
mulheres gravidas pelo seu potencial abortivo e teratogénico (AGRA et al., 2007;
BOTSARIS, 207; BOURDY et al., 2000; BOURDY; CHAVEZ DE MICHEL; ROCA-
COULTHARD, 2004; BOURDY et al., 2004; BRANDAO et al., 1992; DE ALMEIDA et al.,
2010; DEL VITTO; PETENATTI; PETENATTI, 1997; DESMARCHELIER et al., 1996;
FILIPOV, 1994; GOLENIOWSKI et al., 2006; HAJDU; HOHMANN, 2012; KVIST et al.,
2006; MARTINEZ; BARBOZA, 2010; MONTELES; PINHEIRO, 207; MUNOZ et al., 2000;
RODRIGUES, 2007; RUIZ et al., 2011; SANZ-BISET; CANIGUERAL, 2011; SANZ-
BISET et al., 2009; SCARPA, 2004; SCHMEDA-HIRSCHMAN, 1993; SILVA et al., 2010).

Em alguns casos, as espécies foram submetidas a ensaios farmacoldgicos no sentido
de identificar atividades biologicas tanto in vitro quanto in vivo, sendo identificadas as
atividades antiviral, antibacteriana, antifingica, antiparasitaria (Leishmania e Plasmodium),
antioxiodante, antineoplasica, pro-erétil e inseticida. Além disso, varios esforgos tém sido
feitos no sentido de identificar as substancias produzidas pelas espécies do género (HAJDU;
HOHMANN, 2012).



2 REVISAO DA LITERATURA

15




16

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

Desde os tempos mais remotos o ser humano utiliza os produtos naturais para diversas
finalidades, tanto para sua alimentacdo quanto para o alivio ou tratamento das suas
enfermidades. Ha relatos de registros desde os egipcios, que conheciam os efeitos sedativos,
por volta de 1600 a.C. ja apresentavam estudos com mais de seiscentas plantas de uso
medicinal (ELDIN; DUNFORD, 2001).

Em paises onde os servicos de salde e o acesso médico hospitalar sdo limitados, a
utilizacdo das plantas funciona como estratégia terapéutica. Assim, varios profissionais da
salde prescrevem estas plantas que podem ser vendidas em farmacias de manipulacdo e
estimulam a industria farmacéutica no desenvolvimento dos medicamentos fitoterapicos
(FRANCO; FONTANA, 2003). Os produtos naturais tem sido a maior fonte de farmacos do
século, além das substancias que sdo diretamente extraidas, a medicina alopatica utiliza as
plantas como precursores para a sintese de outras substancias. O Brasil, com as suas
dimensBes continentais, detém aproximadamente 25% de todas as espécies vegetais
catalogadas no planeta. Portanto, o Brasil representa papel crucial quando analisado o

desenvolvimento oriundo dos produtos naturais (RATES, 2001).

A fitoterapia surge como uma estratégia na terapéutica medicamentosa bem aceita e de
facil acesso aos povos de todo o planeta. Contudo, é de extrema importancia a investigacao do
uso popular das plantas medicinais. Torna-se essencial a difusdo e pesquisa das espécies
vegetais utilizadas pela populacdo, assim como, o incentivo e incorporacdo aos sistemas de
satde (ELDIN; DUNFORD, 2001).

O estudo desta terapia, inicialmente, teve grande parte do seu desenvolvimento
creditado aos farmacéuticos e médicos que se esforgcavam nos seus estudos, com o0 avango da
quimica moderna, os laboratdrios absolveram grande parte da mao de obra especializada e a
fitoterapia foi dando espaco aos medicamentos sintéticos. Todo o interesse e investimento no
potencial dos produtos naturais e suas atividades farmacoldgicas obtiveram um grande
incentivo a partir de 1978, quando esta terapia foi legalmente reconhecida pela Organizagéo
Mundial de Satde (PACHU, 2007).
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Diante do interesse crescente que gira em torno dos fitoterapicos, uma série de
sugestdes apresentadas por diferentes segmentos da sociedade, estabeleceu a elaboracdo de
uma legislacdo para a area que regulamentasse seu uso, producdo e comercializacdo, dentre
outros aspectos. A Portaria SVS n° 6 de 31/01/1995 definiu claramente que, o fitoterapico é
um medicamento com componentes ativos exclusivamente de origem vegetal, e que deve
apresentar comprovacdo de eficacia, seguranca e qualidade. Esta portaria, padronizou
conceitos os técnicos na area, tratando de termos relacionados a segurancga na producao e ao
controle qualidade dos medicamentos, determinou prazos para a realizacdo de estudos
toxicologicos para produtos ja existentes no mercado e estabelecendo bases para uma maior
aceitacdo dos produtos finais (BRASIL, 1995). Portaria esta, que foi aprimorada pela
Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria RDC-
ANVISA n° 48, esta resolucdo também redefiniu o termo aplicado aos fitoterapicos, antes

chamados de produtos fitoterapicos e agora sao medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2006).

Vérias areas estdo envolvidas na pesquisa de novas substancias obtidas a partir de
plantas e medicamentos fitoterdpicos, como a fitoquimica, que trabalha no isolamento,
purificacdo e caracterizagdo dos principios ativos; a etnoboténica e etnofarmacologia, que
buscam informacdes a partir de diferentes povos e etnias; a farmacologia, que estuda os
efeitos farmacoldgicos dos extratos e dos constituintes quimicos isolados. A etnoboténica
possui um diverso campo para a pesquisa no Brasil, que apresenta grande diversidade
bioldgica, e a intensificacdo dos trabalhos nessa area leva ao conhecimento de espécies que
sdo utilizadas, podendo servir de instrumento para delinear estratégias de utilizacdo e

conservacao das espécies nativas e seus respectivos potenciais (MACIEL et al., 2002).

O uso popular e a tradi¢do ndo garantem a eficécia e a qualidade dos produtos naturais,
ndo diferem em nada em relacdo aos produtos sintéticos, necessitando comprovacdo da sua
eficacia através de testes e ensaios farmacoldgicos, para garantir a qualidade do produto
acabado, assim como, todas as suas etapas de producdo. Aliado a isso deve-se ter em mente a
natural diferenca na composicdo entre as plantas medicinais decorrente dos fatores
ambientais, climaticos, genéticos, qualidade do solo, periodo em que € coletado a especie
vegetal (BARREIRO; BOLZANI, 2009), somado ao fato do Brasil ser rico em matéria-prima
de origem vegetal, alem disso, estudos de farmacoenconomia mostram o impacto da
utilizacdo das plantas medicinais na economia de outros paises, quando associados a
terapéutica que pode contribuir para o desenvolvimento de areas estratégicas no pais. (DE
SEMET et al., 2000).
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2.2 Biossintese dos Produtos Naturais

A organizacéo celular apresenta semelhancas entre os organismos. Cada célula é capaz
de realizar de forma continua uma série de reacGes, visando sempre a homeostase no
organismo, sendo este conjunto de rea¢fes quimicas chamado metabolismo. Nos vegetais,
existem basicamente dois tipos de metabolismo, o metabolismo primario, responsavel por
processos essenciais a vida e comuns a quase todos 0s seres vivos (processos metabdlicos
relacionados as macromoléculas: carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos); e o
metabolismo secundario, responsavel pela producdo de substdncias que ndo estdo
necessariamente diretamente relacionadas com a manutencao do organismo produtor, mas que
garantem vantagens para a sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo da espécie naquele
ecossistema onde ela esté inserida (DEWICK, 2009).

Nos vegetais, a producdo de todos o0s metabdlitos secundarios comeca na
fotossintese, quando a planta produz glicose a partir de gas carbdnico e agua. A glicose pode
seguir diversas rotas metabdlicas diferentes, a depender do metabdlito a ser sintetizado (figura
1).
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Figura 1. A producao de metabdlitos secundarios dos vegetais.
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Fonte: Dos Santos, 2004

2.3 A Familia Apocynaceae e 0 Género Aspidosperma

A familia Apocynaceae € caracterizada por ser composta principalmente de plantas
produtoras de latex. Dentro desta familia, as plantas do género Aspidosperma sdo encontradas
somente nas Américas, principalmente entre o México e a Argentina (CORREA, 1984;
RAPINI, 2000). As espécies de Aspidosperma sdo arvores que medem de dois a 60 m de
altura, capazes de crescer em uma variedade de habitats, como o cerrado do Brasil central e
nos pampas do sul do Brasil, da Argentina e do Paraguai, bem como nas margens dos rios
amazonicos e nas elevacdes cerca de dois mil metros acima do nivel do mar das regides
orientais do Peru e da Bolivia (WOODSON, 1951). No Brasil ha catdlogo de cerca de 50
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espécies desse género, distribuidas por todos os ecossistemas do territorio nacional, incluindo
floresta amazonica, cerrado e caatinga (AMORIM; SAMPAIO; ARAUJO, 2005; CORREA,

1984; OLIVEIRA et al., 2009).

De forma geral, a familia Apocynaceae, compreende cerca de 3700 a 5100 especies,
as quais sdo divididas entre 250 a 550 géneros (AMORIM; SAMPAIO; ARAUJO, 2005). No
territorio brasileiro, sdo encontradas de acordo com a sua classificacdo quimiotaxénomica,
como segue a tabela abaixo (PEREIRA et al., 2007)

Tabela 1. Classificacdo quimiotaxondmica das espécies do género Aspidosperma.

Série Espécies
Rigida A. rigidum Rusby.; A. laxiflorum
A. Auriculatum Mgf.; A carapanauba M. Pichon.; A.
compactinervium Kuhlmann.; A. discolor A . DC.; A.
Nitida eburneum F. Allem.; A. excelsum Benth.; A. marcgravianum

Wodson.; A. nitidum Benth Ex Mull.-Arg., A. oblongum A.
DC.; A. spegazzinii Molf. Ex Meyer.

Quebranchines

A. chakensis Spegazzini.; A. quebracho-blanco Schlecht.

Polyneura

A. cuspa Blake.; A. cylindrocarpon Mauell.-Arg.; A.
dispermum; A. peroba; A. polyneuron Miell.-Arg.; A.

sessiliflorum

Pyricolla

A. australe Muell.-Arg.; A. campus-bellus A. P. Duarte.; A.
gomesianum A. DC.; A. multiflorum A. DC.; A. nigricans
Handro.; A. olivaceum Muell.-Arg.; A.parviflorum; A.
populifolium A. DC.; A. pyricollum  Mdell.-Arg.; A.
pyrifolium Mart.; A. quirandy; A. refractum Mart.; A.
rhobeosignatum; A. subincanum Mart.; A. tomentosum Mart.;

A. ulei Mgf.; A. vargasii

Nobile

A. album (Vahl) R. Bent.; A. desmanthum Benth ex Mdell.-
Arg.; A. exalatum Monachino.; A. fendleri; A. limae
Woodson.; A. megalocarpon Miiell.-Arg.; A. melanocalyx
Mdell.-Arg.; A. neblinae Monachino.; A. obscurinervium

Azembuja.; A. sandwithianum; A. spruceanum Benth.

Macrocarpa

A. duckei; A. macrocarpon Mart.; A. verbascifolium Mdaell.-
Arg.
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Tomentosa A. formosanum; A daysycarpum A. DC.

Fonte: adaptado de PEREIRA et al., 2007.

A atual clasificagdo quimiotaxonémica das espécies deste género foi proposta por
Bolzani em 1987, na qual 48 espécies séo divididas em sete séries (BOLZANI et al., 1987).
Diversas espécies deste género sé@o conhecidas como perobas, pereiro, guatambus e quina. Séo
especies arbdreas tropicais, apresentam flores e sementes abundantes, copas amplas, folhas
que podem apresentar latex abundante, mas a caracteristica especifica do género € que elas
ndo apresentam o latex no tronco, ao contrario dos outros géneros desta familia (CORREA,
1978).

2.3.1 Etnofarmacologia do género Aspidosperma

Bastante apreciadas pela qualidade da madeira, as plantas deste género também
encontram variadas aplicacdes etnofarmacoldgicas (figura 2). Em dois estudos com indios
Isocefio-Guarani bolivianos e na regido da Sierra de Comechingones na Argentina, a espécie
Aspidosperma quebracho-blanco é citada como util no tratamento de maléria, disenteria,
apendicite, asma, feridas e febre, porém sendo contra-indicada para gravidas e criangas
menores de cinco anos (BOURDY et al., 2004a, 2004b; GOLENIOWSKI et al., 2006). Outra
pesquisa, desta vez na regido de San Luis (Argentina), revelou a utilizacdo da espécie A.
guebracho-blanco (citada como nativa da regido) como antidispneico e antiasmatico,
cicatrizante e febrifugo (DEL VITTO; PETENATTI; PETENATTI, 1997). Em mais um
estudo na Argentina (comunidade Toba, no Chaco Central), o infuso ou decocto das cascas da
espécie A. quebracho-blanco é citado como (til no tratamento da escabiose (MARTINEZ;
BARBOZA, 2010). Foi citada a utilizacdo do decocto da casca de A. quebracho-blanco no
tratamento de dor de barriga, tosse, como analgésico e como abortivo, pelos indios Pilaga na
regido do Chaco Central argentino (FILIPOV, 1994). Em outro estudo, ainda na regido do
Chaco argentino, desta vez com os chamados Criollos, a mesma espécie é citada como
abortiva, antitussigena, depurativa do sangue, laxativa e expectorante (decocto da casca, via
oral); anti-caspa (decocto da casca, topico); capaz de tratar “estdmago frio” e malaria (infusdo
da casca, via oral) e furinculos (casca aquecida, colocada diretamente sobre as lesdes)
(SCARPA, 2004).
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Figura 2. AplicacOes etnofarmacoldgicas de espécies do género Aspidosperma (n= 46).
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Fonte: Autor desta dissertacao, 2014.

Dois estudos realizados na floresta amazo6nica Peruana (vale Chazuta) revelam que
as cascas das espécies A. myristicifolium e A. rigidum sdo utilizadas, na forma de decocto,
para o tratamento do reumatismo (SANZ-BISET et al., 2009) e que o decocto das cascas de A.
rigidum era utilizado como um “tdnico para a saude” (SANZ-BISET; CANIGUERAL, 2011).
Em estudo na regido de Loreto (Peru), foram pesquisadas plantas para o tratamento da maléria
e da leishmaniose, sendo citado o cortex da espécie A. excelsum como Util no tratamento das
duas doencas e aquele de A. rigidum como util no tratamento da malaria (KVIST et al., 2006).
Em outro estudo no Peru, com habitantes da regido do rio Nanay, em Loreto, revelou que as
cascas da espécie A. nitidum s&o utilizadas no tratamento da malaria (RUIZ et al., 2011).

O estudo com um grupo de amerindios (Ese ‘ejas) habitantes do sudoeste da Floresta
Amazonica, nas regides dos rios Madre de Dios, Tambopata e Heath (Bolivia) revelou que a
casca da espécie A. excelsum era utilizada para o tratamento da dor de dente
(DESMARCHELIER et al., 1996). Em pesquisa na comunidade Porvenir, na reserva indigena
Bajo Paraguéa (Bolivia), o decocto da casca do caule da espécie A. rigidum foi citada como
atil no tratamento de escabiose e febre, por uso externo (HAJDU; HOHMANN, 2012). O
xarope obtido da casca da mesma espécie foi citado como Util no tratamento de apendicite, em
estudo com o grupo étnico Tacana (Amazonia Boliviana) (BOURDY et al., 2000). Em

pesquisa com indios Ayoreos da regido do Chaco paraguaio a espécie A. quebraho-blanco foi
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citada como uma panacéia, Gtil no tratamento de qualquer doenca além de utilizada nos rituais
religiosos da tribo (SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1993). As cascas da espécie A. nitidum tem
sido citadas como (teis tanto no tratamento da maléria quanto da febre comum (BRANDAO
etal., 1992; OLIVEIRA et al., 2003).

No Brasil também h4 relatos da utilizacdo de plantas do género em medicina popular.
Em pesquisa com ribeirinhos da floresta amazonica no Brasil, a espécie A. excelsum é citada
como abortiva, sendo assim contra-indicada durante a gravidez (RODRIGUES, 2007). Em
pesquisa nos arquivos da Flora Medicinal brasileira, foram encontrados registros da utilizacéo
da espécie A. polyneuron para o tratamento da febre, da diarréia e da malaria (BOTSARIS,
2007). Em levantamento realizado no Quilombo Sangrador (MA, Brasil), a espécie A.
subincanum foi citada como util no tratamento de desordens do aparelho digestivo, sendo
consumida na forma de garrafada (MONTELES; PINHEIRO, 2007). Em levantamento
realizado na cidade de Nova Xantina (MT, Brasil) com o intuito de identificar plantas
utilizadas como anti-hiperlipidémicas e anorexigenas, a espécie A. tomentosum foi uma das
dez mais citadas (DA SILVA et al., 2010).

2.3.2 Atividades bioldgicas presentes no género Aspidosperma

Algumas espécies do género tem sido alvo de pesquisa no sentido de identificar suas
propriedades farmacoldgicas e outras atividades biolégicas (figura 3). Ensaio in vitro com os
extratos aquosos das partes aéreas e das raizes de A. pachypterum frente Staphylococcus
aureus e o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), respectivamente, demonstrou que esta
espécie exibia uma atividade moderada, quando observada a cultura com células infectadas
(SUFFREDINI et al., 2002a, 2002b). O extrato metanolico das partes aéreas de A. ramiflorum
mostrou-se ativo in vitro frente a bactéria gram-negativa Escherichia coli (AGRIPINO et al.,
2004) e frente o fungo Cryptococcus neoformans (causador de infeccdes oportunistas em
humanos) (DE SOUZA et al., 2006) enquanto o extrato metandlico da casca do caule da
mesma espécie mostrou-se moderadamente ativo frente bactérias gram-positivas e inativo
frente gram-negativas (TANAKA et al., 2006). Estudando rejeitos do beneficiamento de
madeiras nobres no Parand, foi descrito que o extrato metandlico da madeira da planta
identificada como Peroba-rosa (Aspidosperma sp.) apresentava uma composi¢do com fenois e
rica em alcaloides, bem como forte atividade frente a bactéria gram-negativa Proteus

mirabilis (GRANATO et al., 2005). Em duas triagens realizadas com diversas espécies
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vegetais, dentre elas cinco do género Aspidosperma, foi observado que os extratos etandlicos
da casca do caule de A. excelsum, A. megalocarpon, A. marcgravianum e A. oblongum eram
ativos frente a bactéria gram-positiva Bacillus subtilis e que os mesmos extratos e também o
extrato etandlico da casca do caule de A. album eram ativos frente a bactéria gram-positiva S.
aureus (VERPOORTE et al., 1982, 1983). Em estudo com plantas peruanas, foi descrito que
0 extrato etandlico da casca de A. rigidum apresentava atividade antibacteriana frente ao B.
subtilis (ROJAS et al., 2003).

Figura 3 — Atividades bioldgicas de plantas do género Aspidosperma (n=23).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2014.

Outra atividade relatada para espécie foi a anti-Leishmania, onde, em ensaio in vitro
frente promastigotas de Leishmania amazonensis e L. braziliensis, a fragdo rica em alcaloides
obtida da casca do caule mostrou-se ativa, sendo a magnitude da atividade maior frente a
primeira espécie (FERREIRA et al., 2004).

Com relacéo a atividade anti-Leishmania, outras fragdes com alcaloides, obtiveram
bom resultados in vitro, frente as cepas promastigotas de L. amazonensis, foram analisadas
todas as partes da espécie A. ramiflorum, sendo os melhores resultados para as folhas e casaca
do caule, esta Gltima foi mais ativa biologicamente, evidenciando que 0s compostos de

alcaloides monoterpeno inddlicos, estavam numa concentracdo duas vezes maior, do que 0s
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presentes nas folhas, considerando que os seus rendimento sdo semelhantes (CUNHA et al.,
2012).

Ainda no intuito de se descobrir alternativas para o tratamento de doencas
negligenciadas, o extrato metanolico da casca de A. megalocarpon foi testado frente as cepas
D2 e F32 de Plasmodium falciparum, mostrando-se ativo (WENIGER et al., 2001). O extrato
em diclorometano da raiz de A. tomentosum mostrou-se ativo frente P. falciparum (linhagem
FcB1/Colombia) com um indice de seletividade de 67,5 quando comparado com a atividade
frente células NIH-3T3 (ALBERNAZ et al., 2010). Em relacdo a pesquisa com substancias
antifungicas, foi visto que o extrato etandlico do caule de A. polyneuron era capaz de inibir o
fungo Cladosporium herbarum (patégeno de plantas) (FERREIRA et al., 2003).

No intuito de se encontrar alternativas para o tratamento do céncer, 0 extrato em
diclorometano das partes aéreas de A. tomentosum mostrou-se capaz de inibir a proliferacdo
das linhagens celulares MCF-7 (cancer de mama), UACC62 (melanoma), NCIADR (cancer
de mama com fenotipo de resisténcia a maltiplos farmacos e NCI460 (cancer de pulméo),
sendo observado que a atividade estava concentrada nas fracdes ricas em terpenos e espécies
de polaridade alta (KOHN et al., 2006). J4 em ensaio com 0 extrato aquoso das raizes de A.
pachypterum, o mesmo mostrou-se ativo frente a linhagem celular HL(60)-TB (SUFFREDINI
et al., 2002).

Em ensaio in vivo com o extrato etandlico do caule de A. nitidum foi observada
atividade antiinflamatoria significativa, quando avaliado no ensaio de edema induzido por
carragenina em camundongo (PEREIRA et al., 2006a). Na prospeccéo de fontes de compostos
antioxidantes, o extrato aquoso a quente da espécie A. quebracho-blanco foi testado no ensaio
de poder de oxidacdo/reducdo férrico, mostrando uma atividade baixa, ndo sendo assim
considerada como potencial produtora de compostos antioxidantes (BORNEO et al., 2009).

Foi observado que a administracdo de uma fracdo rica em alcaloides obtida da casca
da raiz de A. ulei exerceu efeito pré-erétil em ratos, sendo sugerido um mecanismo de acdo
via bloqueio de receptores a-adrenérgicos pré-sinapticos, ativacdo de sistema dopaminérgico
e liberacdo de d6xido nitrico (CAMPOS et al., 2006). Quando a mesma fracdo foi testada em
corpo cavernoso obtido de pénis de coelho, foi observada sua capacidade de provocar
relaxamento, sendo o mecanismo proposto o bloqueio do influxo de céalcio nas células
(CAMPOS et al., 2008). Em ensaio utilizando receptores a-adrenérgicos isolados de pénis
humano, foi mostrado que o extrato bruto e quatro frages obtidas da casca de A. quebracho-
blanco eram capazes de bloguea-los, sendo a magnitude de interacdo diretamente

proporcional ao contetdo do alcaloide ioimbina (SPERLING et al., 2002).
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Uma das alternativas mais eficazes para o controle de doengas transmitidas por
insetos é o controle dos vetores (LUNA et al., 2005). Seguindo esta linha foi realizado um
screening de plantas do estado do Amazonas (Brasil) com o intuito de se identificar plantas
com o potencial de erradicar a larva do mosquito Aedes aegypti, responsavel pela transmissdo
da dengue, sendo ensaiados extratos de diversas plantas, dentre elas oito espécies de
Aspidosperma (A. araracanga, A. desmanthum, A. marcgravianum, A. nitidum, A.
sandwithianum, A. schultesii, A. spruceanum e A. vargasii), porém nenhuma delas mostrou
atividade apreciavel (POHLIT et al., 2004). Outra linha de pesquisa para 0s extratos vegetais
é em relacdo ao controle de pragas na agricultura. Em se tratando de plantas do género
Aspidosperma, os extratos etanélico e aquoso da casca do caule da espécie identificada como
A. pyrifolium se mostraram ativos frente larvas de Plutella xylostella, uma praga que ataca
plantas da familia das Cruciferas, como couve, brécolis e repolho (TORRES et al., 2001;
TRINDADE et al., 2008).

Em estudo de toxicidade frente o microcrustaceo A. franciscana com varias espécies
encontradas na Amazonia brasileira, dentre elas sete espécies de Aspidosperma, foi relatado
gue os extratos da casca de A. marcgravianum, A. vargasii, A. nitidum e A. sprucenaum
levaram a mortalidade de 100, 94, 70 e 65% dos crustaceos, enquanto o0s extratos da casca de
A. desmanthum, A. sandwithianum e A. shultesii levaram a mortalidade de 6, 0 e 0% dos
crustaceos, mostrando o potencial toxico de algumas espécies do género (QUIGNARD et al.,
2003). Em outro ensaio com Artemia salina, tanto o extrato em diclorometano quanto o
extrato em metanol da casca de A. excelsum mostraram toxicidade (DESMARCHELIER et
al., 1996).

2.3.3 Substéancias isoladas de espécies do género e suas atividades biolégicas

A grande maioria dos estudos em fitoquimica relata o isolamento de alcaloides do
tipo inddlico, sendo os mesmos considerados marcadores quimiotaxonémicos para a
classificacdo botanica das espécies de Aspidosperma (figura 4) (GARCIA; BROWN, 1976;
PEREIRA et al., 2007).
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Figura 4 — Classes de substancias isoladas de espécies de plantas do género
Aspidosperma.

B Alcaloides
H Triterpenos

Esteroides

Fonte: Autor desta dissertacao, 2014.

Dentre as substancias isoladas de plantas do género Aspidosperma, algumas foram
avaliadas quanto ao seu potencial bioldgico. Isoladas da casca do caule de A. ramiflorum, as
substancias ramiflorina A e B mostraram ambas atividade antibacteriana frente o0s
microorganismos Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (TANAKA et al.,, 2006) e
atividade antifungica frente o microorganismo Cryptococcus neoformans (DE SOUZA et al.,
2006). Outra atividade relatada foi a antimalarica, para os alcaloides aspidocarpina e
elipiticina, ambas superiores a da cloroquina, frente a cepa multirresistente K1 de
Plasmodium falciparum (ANDRADE-NETO et al., 2007). Finalmente, em estudo com 0s
alcaloides quebrachamina e aspidospermina foi visto que 0s mesmos possuiam atividade
bloqueadora a-adrenérgica em varios tecidos urogenitais, significando um potencial pro-erétil
para estas substancias (DEUTSCH et al., 1994).

Com relacdo a espécie a ser estudada neste trabalho, alguns alcaloides ja foram
isolados por diversos pesquisadores, como por exemplo: (+)-Quebrachamina (1),
Aspidospermidina (2), Formilaspidofractinina (3), Desmetoxivalesina (4), Vincadiformina
(5), 10-Metoxiaspidospermidina (6), Desacetilaspidospermina (7), Acuamicina (8), Des-N-
metoxiaspidospermidina  (9), N-formilaspidospermidina  (10),  Aspidofilina  (11),
Desidroxiaplocidina (12), Refractdina (13) por (GILBERT et al., 1965), 15-
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desmetoxipirifolina (14), 6-Desmetoxipirifolina (15), Aspidospermina (16), Desmetilpalosina
(17), Diidrocondilocarpina (18), Pirifolina, Aspidofractina (19) (DJERASSI et al., 1962 apud
PEREIRA et al., 2007), Haplocina (20), Palosina (21) (MITAINE et al.,, PEREIRA et al.,
2007) (22) (CRAVEIRO; MATOS; SERUR, 1983), Pirifolidina (23) (WALSER; DJERASSI,
1965), Aspidofractinina (24) (ARAUJO-JUNIOR et al., 2007).

Quadro 1. Estruturas de alcaloides isolados de A. pyrifolium.
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Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.
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2.3.4 Aspidosperma pyrifolium

Aspidosperma pyrifolium é uma espécie gque € encontrada na caatinga nordestina e no
pantanal. E uma arvore de porte médio, com aproximadamente sete metros de altura. Sua
casca apresenta sabor amargo caracteristico, de coloracdo acinzentada, de textura lisa quando
jovem e rugosa quando idosa. Suas folhas sdo de forma oval, pequenas (em torno de 10 cm de
comprimento), também apresentam sabor amargo assim como o caule. Seus frutos sdo em
forma de gota, apresentando cerca de 5 cm de comprimento, quando velhos eles se dividem
em dois, deixando dessa forma suas sementes, o que facilita sua propagacédo, pois podem ser
levadas a longas distancias (MAIA, 2004).

Dentre os nomes populares que ela é conhecida, podemos citar 0s seguintes nomes:
pereiro, pereiro-branco, pereiro-preto, peroba-rosa, trevo, pereiro-de-saia, pereiro-do-sertao
(REDE DE SEMENTES DO PANTANAL, 2012).

Apesar dos relatos de baixa toxicidade associada a utilizacdo de plantas do género
Aspidosperma (FERREIRA et al., 2004; GOLONI et al., 2005; PEREIRA et al., 2007;
SANTOS et al., 2009; WENIGER et al.,, 2001), alguns estudos mostram uma situacao
contraria em relacdo a espécie A. pyrifolium, comum na regido do sertdo nordestino, inclusive
em Alagoas (ARAUJO-JUNIOR. et al., 2007; LIMA; SOTO-BLANCO, 2010). Em estudo
com a espécie A. pyrifolium, foram relatados casos de aborto em caprinos devido ingestdo de
partes da plantas e quando o extrato etanolico das folhas foi administrado a ratos prenhes foi
observado reducdo do peso fetal e toxicidade materna, bem como hemolise e toxicidade no
ensaio frente o microcrustaceo Artemia salina (LIMA; SOTO-BLANCO, 2010).
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Figura 5. Aspidosperma pyrifolium: (A) Arvore verde. (B) Sementes. (C) Flores (D) Caule

de uma arvore jovem.

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2014.

Em pesquisa na regido da caatinga paraibana, a espécie A. pyrifolium foi citada nas
cidades de Cachoeira e Barrocas (PB, Brasil) como importante em termos medicinais, porém
sem revelar em qual doenca (DE ALMEIDA, 2010). Em estudo na regido do Cariri Paraibano,
0 decocto da casca do caule da espécie A. pyrifolium foi citada como 0til no tratamento de
inflamacdes do trato urinario e de dermatites (AGRA et al., 2007). Em relacdo aos efeitos
toxicos de plantas do género, uma pesquisa direcionada a ocorréncia de toxicidade em
animais na regido do Seridé Ocidental e Oriental (RN, Brasil), a espécie A. pyrifolium foi
citada como causadora de abortos e de alteragdes nervosas em ovinos, caprinos e bovinos (DA
SILVA et al., 2006).
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2.3.4 Ensaio de citotoxicidade

Existe, varios ensaios para avaliacdo da citotoxicidade, mais freqlientemente usados
estdo baseiados na alteracdo da permeabilidade celular (ex. uso de corantes vitais, tais como
azul de Trypan, preto de naftaleno, eosina, etc), nas fungdes mitocondriais (ex. ensaio do
MTT, XTT, etc), e nas alteracdes da morfologia celular e da proliferagéo celular (ex. ensaios
de proliferacdo celular, ensaios clonogénicos, etc). Esses ensaios ja estdo estabelecidos para
muitos tipos de células e avaliam diferentes aspectos das funcdes celulares (VLIETINCK; DE
BRUYNE; VANDEN BERGHE, 1997; WILSON, 2000). O MTT, por sua vez, possui 0 mais
facil efeito observado, apds a exposicdo das células a um composto ou a uma mistura de
compostos (ex. extratos de plantas), € a avaliacdo microscopica das alteracfes morfoldgicas
ocorridas na monocamada de células, as quais se traduzem pela desorganizacdo do tapete
celular e/ou pelo aspecto granuloso, arredondado e vacuolizado das células (STREISSLE et
al, 1981; BARILE,1994). Outra técnica para avaliar a citotoxicidade é a avaliacdo da
viabilidade celular, através do método de exclusdo do corante azul de Trypan, o qual permite
determinar a integridade das membranas (WILSON, 2000). Esse corante sO penetra em
células mortas cujas membranas ndo podem mais exclui-lo. A contagem das células viaveis é
comparada com o controle e fornece um indice de toxicidade do composto (WALUM,;
STRENBERG; JENSSEN, 1990; BARILE,1994).

No ensaio do MTT, o sal de tetrazolium [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5- difenil brometo
de tetrazolium] é um composto hidrossoltvel, que em solucdo apresenta coloracdo amarelo-
palido e é facilmente incorporado por células viaveis, que reduzem este composto em suas
mitocdndrias pelas desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é convertido em um composto
formazan de coloracdo azul-escuro, ndo soltvel em agua, que fica armazenado no citoplasma
celular (DENIZOT; LANG, 1986). Apds a adicdo de DMSO (DENIZOT; LANG, 1986),
isopropanol ou outro solvente apropriado, o produto € solubilizado, liberado e quantificado
colorimetricamente, através de espectrofotometria tipo ELISA. A habilidade das células em
reduzirem o MTT fornece uma indicacdo da atividade e da integridade mitocondrial, que séo
interpretadas como medidas da viabilidade celular (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG,
1986; BARILE, 1994).

O ensaio do MTT é apropriado para uma variedade de linhagens celulares, que exibem
crescimento exponencial em cultura e alto nivel de atividade mitocondrial. Deve-se levar em

consideracdo que alguns compostos afetam seletivamente a mitocondria, resultando em uma
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superestimacdo da toxicidade (BARILE, 1994; SMEE et al., 2002). Substancias indicadoras
colorimétricas da viabilidade celular, tal como MTT (TAKAHASHI et al., 2001; SMEE et al.,
2002) ou vermelho neutro, sdo utilizados para uma avaliagdo menos subjetiva da
citotoxicidade (SMEE et al., 2001, 2002).

Figura 6. Reacdo de reducdo do MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil

tetrazolio]) a formazan.
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Fonte: (MOSMANN, 1983).

2.3.5 Leishmaniose

A leishmaniose, também conhecida popularmente como Calazar, botdo do oriente,
ferida brava e Glcera de Bauru, € uma protozoose emergente e negligenciada que afeta mais de
12 milhdes de pessoas ao redor do mundo e apresenta em média mais de 2 milhdes de novos
casos por ano (GIL et al., 2007; GOTO; LINDOSO, 2010).

A doenca é causada por protozoarios pertencentes ao reino Protista, ao sub-reino
Protozoa, ao filo Sarcomastigophora, ao sub-filo Mastigophora, a classe Zoomastigophorea, a
ordem Kinetoplastida, a sub-ordem Trypanosomatina, a familia Trypanosomatidae e ao
género Leishmania, podendo pertencer a varias espécies, sendo esse numero superior a trinta
(BAIOCCO et al., 2009; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Esses parasitos possuem um ciclo de vida heteroxénico, ou seja, tem dois hospedeiros:
vertebrados e insetos vetores (dipteros da subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros

Lutzomyia no novo mundo, e Phlebotomus no velho mundo). Estes vetores séo responsaveis
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pela transmissdo das leishmanias aos mamiferos, durante o repasto sanguineo de fémeas
infectadas (figura 6) (KILLICK-KENDRICK; RIOUX, 1991).

Nos hospedeiros vertebrados (de varias ordens e espécies — incluindo o homem), como
exposto na figura 6, os parasitos estdo sob a forma amastigota (forma arredondada e imovel
que se multiplica obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario dos
mamiferos). A medida que os parasitos se multiplicam os macréfagos se rompem e essa lise
libera amastigotas que serdo fagocitadas por outros macrofagos, proliferando a infecgédo
(BAIOCCO et al., 2009; SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004).

J& nos flebotomineos as leishmanias encontram-se na luz do trato digestivo, isso
porque foram ingeridas durante o repasto sangiineo sob a forma amastigota. Nesse ambiente
as amastigotas se diferenciam em formas flageladas e moveis, conhecidas como
promastigotas metaciclicas (formas infectantes), que posteriormente serdo inoculadas na pele
dos mamiferos durante o repasto sanguineo (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Figura 7. Ciclo de vida heteroxénico de Leishmania.
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Fonte: SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002.

A leishmaniose apresenta duas formas clinicas: leishmaniose visceral (LV) e tegumentar.

Sendo a leishmaniose visceral, também conhecida como Calazar, a forma mais grave da doenca
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(GIL et al, 2007). A leishmaniose tegumentar no Novo Mundo € conhecida como leishmaniose
tegumentar americana (LTA) (PEARSON, et al., 2000).

2.3.5.1 Leishmaniose visceral

A Leishmaniose visceral (LV) ou Calazar, é caracterizada por apresentar febre
irregular, perda de peso, anemia, podendo atingir o figado, o bago e a medula déssea e dessa
forma levar o paciente a dbito. As espécies responsaveis pelo desenvolvimento dessa forma
clinica sdo: L. donovani e L. infantum chagasi (OMS, 2012).

Na América Latina a espécie responsavel pelo desenvolvimento da LV € a L. infantum
chagasi, parasito transmitido pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis, um inseto bem
adaptado ao ambiente peridoméstico e distribuido toda a América Latina, esse parasito tem o
cdo doméstico como principal reservatério animal (ROMERO; BOELAERT, 2010).

Aproximadamente 90% dos casos de LV registado no Américas ocorrem no Brasil. De
1980 a 2005, o Brasil registrou 59.129 casos de LV, 82,5% do qual estava na regido Nordeste.
No entanto, mais recentemente, observou-se relatos de casos espalhados em todo o pais. Por
exemplo, em 1998, as regifes fora do Nordeste relatavam 15% de todos 0s casos, mas em
2005 esta proporcdo havia aumentado para 44% (HARHAY et al., 2011).

O diagndstico dessa doenca pode ser realizado por algumas técnicas, dentre elas a
deteccdo do DNA de Leishmania, que possui dois objetivos: a deteccdo do agente etioldgico e
a identificacdo das espécies de Leishmania, o que ndo é conseguido por outros métodos. O
PCR é utilizado para detectar o agente etioldgico, sendo considerado um bom método para o
diagnostico. Algumas das vantagens desta técnica quando comparado com métodos
parasitologicos sdo: a possibilidade de deteccdo do DNA da Leishmania, mesmo com uma
baixa carga parasitaria, especificidade, a disponibilidade rapida dos resultados, a possibilidade
de utilizacdo de diferentes materiais bioldgicos e a possibilidade de detectar o DNA de
amastigotas e promastigotas (GOTO; LINDOSO, 2010).

Quando estas abordagens falharem, testes imunolégicos deverdo ser realizados para
fornecer os parametros indiretos para o diagndstico. Esses testes imunoldgicos séo realizados
através de algumas técnicas, como a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA.

Esse ultimo é o método mais utilizado, pois constitui uma técnica sensivel, porém com
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possibilidade de reacGes cruzadas especialmente com a doenca de Chagas (RATH et al.,
2003).

2.3.5.2 Leishmaniose tegumentar americana

A leishmaniose tegumentar pode apresentar trés formas: cutdnea, mucocutanea e
cutanea difusa. A leishmaniose cutanea é conhecida pela presenca de Ulceras cronicas na pele,
desenvolvidas no local do repasto sanguineo (na maioria das vezes em bracos, pernas e face).
A leishmaniose mucocuténea caracteriza-se pela presenca de Ulceras cronicas similares a
forma cuténea, mas que tendem a reaparecer mesmo apos a cicatriza¢cdo, em mucosas do nariz
e da boca, na maioria das vezes associadas a infeccdes secundarias levando a destruicdo de
grandes extensbes de tecido. A leishmaniose cutanea difusa é conhecida por formacao de
papulas, principalmente na face (GIL et al., 2007; SOARES-BEZERRA; LEON;
GENESTRA, 2004).

Relatos e descrices literarias mostram que a LTA afeta o homem desde tempos
antigos, o primeiro datado no século | d.C. (CAMARGO; BARCINSKI, 2003). Nas Américas
foram encontradas ceramicas pré-Colombianas datadas de 400-900 anos depois de Cristo que
apresentavam mutilaces nos labios e narizes. J& no Brasil, o primeiro documento que reporta
a doenca ¢ da Pastoral Religiosa Politico-Geogréafica de 1827, que foi citado no livro de Tello,
“Antiguidad de la Syfilis en el Peru”, que relata a viagem de Frei Dom Hipdlito Sanches de
Fayas y Quiros, de Tabatinga (Amazonas) até o Peru, percorrendo o vale amazo6nico
(PARAGUASSU-CHAVES, 2001).

A LTA no Brasil s6 foi confirmada pela primeira vez em 1909, por Adolpho Carlos
Lindenberg, um médico dermatologista que encontrou formas de Leishmania idénticas as do
velho Mundo em lesdes cutaneas de trabalhadores do interior do Estado de S&o Paulo. No
entanto, Gaspar de Oliveira Vianna, médico anatomopatologista, identificou caracteristicas
que diferiam o parasito da espécie encontrada no velho mundo e o nomeou como L.
braziliensis, que ¢ o agente etiologico da conhecida “Glcera de Bauru”, “ferida brava” ou
“nariz de tapir” (BASANO; CAMARGO, 2004).

Até os anos setenta, a L. braziliensis era considerada o agente etioldgico de todos os
casos de leishmaniose tegumentar americana no pais. Mas com o passar dos anos, outras
especies foram descobertas, e até 0 momento seis espécies estdo descritas como sendo as

atuais causadoras da leishmaniose tegumentar americana: Leishmania (Leishmania)
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amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) shawi.
Sabe-se que, 90% dos casos de leishmaniose cutaneo-mucosa ocorrem no Brasil, Bolivia e
Peru, e que 90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no Brasil, Afeganistédo, Ird, Peru,
Arabia Saudita e Siria (OMS, 2012; RATH et al., 2003).

Estudos mostram que a especie L. braziliensis é a mais prevalente no homem, e pode
causar lesdes cutaneas e mucosas. Ela é encontrada em todas as zonas endémicas do Brasil,
estando associada a presenca de animais domeésticos. A L. guyanensis causa principalmente
lesbes cutaneas e é encontrada principalmente na margem norte do Rio Amazonas, estando
associada a desdentados e marsupiais como reservatorios (GOTO; LINDOSO, 2010).

Ja a L. naiffi ocorre nos estados do Pard e Amazonas e o tatu € 0 seu reservatorio
natural. Esta espécie é conhecida por causar a forma de evolucdo benigna da doenca (uma
forma inaparente, sugestiva de uma relacdo equilibrada resultante de uma associagdo entre
hospedeiro-parasita, que evolui para auto-cura. A espécie L. shawi é a causadora de casos
esporadicos no Amazonas e Para e tem como reservatdrios varios animais silvestres. A L.
lainsoni é encontrada apenas na regido da Amazoénia e tem a paca como reservatorio natural
(BARRAL et al., 1991).

A L. amazonensis € a causadora tanto de lesdes cutdneas como também da
leishmaniose cutédnea difusa (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Foi observado que L.
amazonensis, uma das espécies causadoras da forma tegumentar da doenca, ja foi encontrada
em pacientes com a forma visceral (BARRAL et al., 1991). Além disso, L. chagasi foi
relatada em manifestaces cutdneas com auséncia de envolvimento visceral (OLIVEIRA et.
al., 1986).

O diagndstico da LTA é baseado em aspectos epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais
(pesquisa parasitologica e diagndstico imunol6gico). O diagndstico clinico é feito com base
nas caracteristicas da lesdo associadas a anamnese, destacando-se a importancia dos dados
epidemioldgicos. Essa doenca produz um amplo espectro de lesdes, o que torna o diagnostico
clinico nem sempre simples ou imediato, pois as caracteristicas clinicas sdo diversas e
dependem da espécie de Leishmania envolvida e de fatores relacionados ao hospedeiro,
incluindo o estado imunoldgico. No entanto, a evolugédo da les&o inicial é semelhante no local
do repasto sanguineo. Apds um periodo de incubacdo de 2 semanas a 3 meses, uma pequena
papula eritematosa pruriginosa ou nédulo aparece, as vezes precedida ou acompanhada de
linfonodomegalia. Essa leséo inicial pode curar espontaneamente ou evoluir, desenvolvendo a

doenca propriamente dita, com diferentes caracteristicas clinicas (MACHADO et al., 2002).
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O diagndstico diferencial deve ser realizado, pois existem algumas morbidades que
podem ser confundidas com as Ulceras caracteristicas da LTA, como por exemplo, Ulceras
traumaticas, Ulceras de estase, Ulcera tropical, Ulceras de membros inferiores por anemia
falciforme, piodermites, paracoccidioidomicose, neoplasias cutaneas, sifilis e tuberculose
cutdnea, hanseniase virchowiana, rinoscleroma, bouba, sifilis terciaria e granuloma médio
facial (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Em todos os casos de suspeita e confirmacdo clinica de LTA, é necessario ter o
diagnéstico confirmado pelo achado do agente etioldgico, a partir de uma amostra obtida da
lesdo, atraves do diagndstico parasitoldgico. O diagnostico pode ser conseguido através de
diferentes técnicas parasitologicas de pesquisa direta e indireta. A técnica mais simples e a
primeira a ser realizada, é a pesquisa direta das formas amastigotas em material obtido da
lesdo por escarificacdo, aspiracdo ou bidpsia da borda, corado pelo Giemsa ou Leishman e
visto em microscopio optico. Além disso, ensaios de deteccdo de DNA e testes imunoldgicos
também sdo realizados (AMATO, 2000).

2.3.5.3 Tratamento da leishmaniose

O controle das leishmanioses estd baseado tanto em medidas profilaticas de combate
ao vetor e no exterminio de cdes infectados, que sdo reservatdrios de parasitos nas areas peri-
domiciliares, como também no tratamento dos pacientes infectados com os farmacos
disponiveis no mercado farmacéutico. No entanto, o tratamento medicamentoso apresenta
deficiéncias significativas, incluindo a toxicidade elevada, longos regimes terapéuticos,
administracdo parenteral e custo elevado, o que limita a sua utilizacéo e eficacia (MORAIS-
TEIXEIRA, 2011; SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004). Por esses motivos,
muitos pacientes abandonam o tratamento, o que favorece ao aparecimento de cepas
resistentes de Leishmania (AMATO et al., 2000).

Atualmente, os antimoniais pentavalentes ainda sdo os farmacos de primeira escolha
para o tratamento das leishmanioses, mesmo existindo muitas cepas resistentes. Dentre 0s
antimoniais mais consumidos no mundo, destacam-se o Pentostan® (Glaxo Wellcome), o
Solustibosan® (Bayer) e o Glucantime® (Rhéne-Poulenc-Rohrer) (GIL et al., 2007).
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O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda é controverso e pouco
compreendido, no entanto existem hipoteses sobre o seu mecanismo de agdo, considerando o
potencial de reducdo do Sb (V) em sistemas biologicos, 0 mecanismo de oxirreducdo € uma
das hipdteses consideradas, sendo proposto a reducdo in vivo de complexos Sb (V) para
compostos mais toxicos de Sb(lll). Destaca-se ainda o papel de grupos tiol, comuns em
biomoléculas contendo cisteina, que tem sido implicado nesta conversao (CHAI, 2005). Além
disso, Sb(lll) tem demonstrado inibir a tripanotiona redutase e a glutationa sintetase, pois a
exposicdo a Sb(lll) resulta também em efluxo répido de tripanotiona e de glutationa de
amastigotas e promastigotas in vitro, substancias essas importantes para a manutencdo da
amastigota dentro do macrofago (WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004).

Além dos antimoniais, outros farmacos tém sido empregados no tratamento das
diversas formas da leishmaniose, entre as quais se destacam a pentamidina, a anfotericina B, a

paramomicina e a miltefosina (RATH et al., 2003).

A descoberta da atividade terapéutica do grupo das diamidas, do qual a pentamidina
faz parte, foi ao acaso. Ela é o farmaco de segunda escolha, mais comumente recomendado,
embora também apresente efeitos adversos significantes e requeira administracdo parenteral.
Essa substancia é particularmente Util em casos que ndo responderam aos antimoniais
pentavalentes (AMATO et al., 2000; RATH et al., 2003).

2.3.6 Avaliacao da Capacidade Antioxidante

Os antioxidantes nas Ultimas décadas vém ganhando destaque no ramo cientifico
devido a varios fatores benéficos causados nos organismos vivos. Diante disso, 0 interesse por
grande parte dos pesquisadores no desenvolvimento de métodos que sejam capazes de
determinar esses compostos também aumenta. Dessa maneira, atualmente existem diversos
métodos para determinar a capacidade antioxidante in vitro de substancias biologicamente
ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com substratos lipidicos e enzimas a ensaios mais
complexos (ALVES, et al., 2010).

Os métodos analiticos para a determinacdo da capacidade antioxidante in vitro, estes,
baseiam-se em dois principios: principio competitivo e ndo competitivo. Ensaios

competitivos: a espécie alvo definida como uma biomolécula deve ser atacada simulando um
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meio bioldgico, e os compostos antioxidantes competem pela espécie reativa (radical ou ndo
radical). Para esse tipo de sistema, a avaliacdo da capacidade antioxidante é baseada na
quantificacdo de um composto que permita a medi¢do analitica baseada na alteracdo de
alguma propriedade fisica, por exemplo: mudanca de cor, definida como sonda analitica. Na
maioria dos ensaios competitivos, a sonda é a espécie alvo, também pode ser um composto
adicionado apds a reacdo, que permite a quantificacdo das moléculas-alvo ou espécies reativas
restantes. Ensaios ndo competitivos, 0s compostos antioxidantes interagem diretamente com
as espécies reativas sem que haja uma espécie alvo concorrente, € a sonda analitica para
monitorar a reagio é a propria espécie reativa (MAGALHAES, et al., 2008).

Em meio a tantas metodologias empregadas para a determinacdo da Cap sabe-se que
0s mecanismos reacionais dos métodos em geral sdo baseados na transferéncia de elétrons
(TE) e na transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH), ou ainda, em alguns casos ocorrem
as duas formas simultaneamente. A maioria dos ensaios baseados em TAH emprega a
estratégia competitiva, diferentemente dos ensaios baseados em TE que normalmente sdo
baseados na forma ndo competitiva (HUANG, OU, PRIOR, 2005). Contudo, ainda ndo ha um
consenso quanto aos aspectos reacionais existentes para os principais métodos de medicéo da
Cao, pois a depender da condicdo reacional pode-se haver alteragdes dos mecanismos
atuantes.

Diante disso, os principais métodos baseados preferencialmente na transferéncia de
atomos de hidrogénio (TAH) podemos citar o sequestro dos radicais ABTS"" (2,2 -azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), ja entre os métodos baseados preferencialmente na
transferéncia de elétrons (TE) citamos o Folin-Ciocalteu (HUANG, OU, PRIOR, 2005).

2.3.6.1 Método do radical ABTS**

Neste ensaio, a capacidade antioxidante ¢ medida pela reducdo do radical ABTS®*
(2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) de coloracdo verde intensa (Amax = 734 nm) a
ABTS?. O aumento da concentragdo do antioxidante acarreta na diminuic&o da intensidade de
coloracdo e a avaliacdo quantitativa se da por espectrofotometria (MAGALHAES, et al.,
2009). Uma das limitacGes do método é que a geracéo do radical ABTS®" é muito demorada,
no qual o radical € gerado em no minimo 16 h. A figura 7, apresenta a reacdo genérica deste
radical.
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Figura 8. Reagdo genérica -* forma oxidada e reduzida do ABTS.
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Fonte: adaptado HUANG; OU; PRIOR, 2005.

O método empregando o radical ABTS®" ¢é aplicavel tanto a antioxidantes com caréter
hidrossoliveis quanto a lipossoluveis. A inibicdo do radical frente a compostos com
capacidade antioxidante é estabelecida em funcdo da concentracdo remanescente do radical e
do tempo de inibicdo do mesmo. A medicdo é relativa a concentragdes conhecidas de
substancias determinadas como padrdes ou referéncia (Trolox, BHT (Hidroxitolueno de
Butila), Acido Galico) (referéncia) sob as mesmas condigbes da amostra avaliada. Os
resultados do ensaio sdo expressos em equivalentes (mg L™) dos respectivos padrées
utilizados (VASCONCELOS, et al., 2007).

2.3.6.2 Folin-Ciocalteu (FC)

O método de Folin-Ciocalteu (FC) é baseado na oxidacdo de compostos fendlicos
presentes na amostra ou na solucdo de padréo. O reagente de FC é constituido principalmente
por uma mistura de molibdato e tungstato de sddio. Quando os compostos fendlicos sdo
oxidados, o reagente de FC, que apresenta coloracdo amarela, passa a ter coloragao azul (Amax
= 750 nm), dessa maneira, a concentracdo de fendlicos totais € mensurada por meio da
espectrofotometria (HUANG, OU, PRIOR, 2005).

A reacdo quimica envolvida no ensaio de FC ocorre por TE de compostos fendlicos ou
por espécies que sejam doadoras de elétrons para o Mo(V1) em meio alcalino (5 a 10% (m/v)
em Na,COg). Esse tipo de meio provoca a desprotonacdo dos compostos fenolicos levando a
formacéo do ion fenolato, redutor mais eficiente que a sua forma associada. Os ions fenolatos
séo aqueles que reagem com o Mo(V1) reduzindo-o a Mo(V). (ROGINSKY, LISSI, 2005).
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Abaixo é exemplificada a reagdo do o método de Folin-Ciocalteau:

Na,WO,/Na,MoO,;— (fenol — MoW;1040)*
Mo(VI) ( ) + e —=>»Mo(V) (azul)

O método de FC é um dos ensaios mais antigos e bem elucidados dos que sdo
encontrados na literatura e que tem como funcdo determinar a concentracdo total de
compostos fendlicos. Este ensaio € muito utilizado em analises de extratos de plantas como
uma investigacdo inicial de funcionalidade fisioldgica para posterior estimulo ao consumo,
com o objetivo de prevenir determinados tipos de doencas (ANTOLOVICH, et al., 2000).

Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido um trabalho no sentido de ser estudar as
propriedades quimicas e farmacoldgicas de plantas do género Aspidosperma. Dentre as
plantas estudadas, pode-se citar A. macrocarpum, sendo verificada a atividade anti-
hipertensiva. Outra planta estudada foi A. tomentosum, sendo identificada a atividade anti-
hipertensiva (FURTADO et al., 2008, 2010), antinociceptiva, anti-inflamatdria e analgésica
(AQUINO et al., 2008; EPIFANIO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007). Sera continuado 0s
estudos com A. pyrifolium, onde, j& foram identificadas as atividade inseticida (TRINDADE
et al., 2008), antibacteriana (PESSINI et al., 2011) e hipotensora (ARAUJO-JUNIOR. et al.,
2011a) e isolados os alcaloides aspidofractinina, 15-desmetoxipirifolina e N-
formilaspidofractinina, dentre os quais o uUltimo foi descrito pela primeira vez no género
(ARAUJO-JUNIOR. et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O trabalho tem como objetivo ampliar o conhecimento da composicdo quimica e do
potencial biolégico do género Aspidosperma, através do estudo quimico, a da atividade

leishmanicidae avaliacdo anti-oxidante da espécie Aspidosperma pyrifolium Mart.

3.2 Objetivos Especificos

e Isolar e classificar a estrutura quimica de alguns dos constituintes quimicos presentes
nos extratos e fragdes da planta;

e Avaliar a atividade leishmanicida com a composi¢cdo quimica do extrato e
fracionamento das folhas de A. pyrifolium;

e Determinacdo de compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante do

fracionamento fitoquimico.
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4 METODOLOGIA

O estudo quimico foi realizado no Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM), da
Escola de Enfermagem e Farmacia (ESENFAR), cuja coordenacéo esta a cargo do Prof. Dr.
Jodo Xavier de Aradjo Janior, com o apoio do Laboratdrio de Pesquisa em Recursos Naturais
(LPgRN), do Instituto de Quimica e Biotecnologia (1QB) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), cuja coordenacao esta a cargo do prof. Dr. Anténio Euzébio Goulart Sant’ Ana.

4.1 Solventes, materiais e equipamentos

e Na preparacéo dos extratos foi utilizado erlenmeyer de vidro;

e Os solventes utilizados (acetato de etila, cloroférmio, etanol, hexano e metanol)
foram de grau P. A. ou de grau comercial e destilados no proprio laboratorio;

e Nas separacdes cromatograficas em coluna cléssica utilizou-se silica gel 60 (230-400
mesh, da Merck) ou Sephadex LH-20 (Pharmacia), em colunas de vidro de variados
tamanhos;

e Asilica desativada foi obtida por adi¢do de 10 mL de &gua a cada 100 g de silica gel
60 e agitacdo por 30 minutos em rotavapor sem aplicacao de vacuo e aquecimento;

e Nas separacOes cromatograficas sob média pressao utilizou-se o aparelho Flashsmart
Evolution, A. I. T. France, com colunas tipo open top (empacotadas no laboratério)
ou simply connect (empacotadas de fabrica);

e A concentracdo das solucdes extrativas e fragdes contendo grandes volumes foi
efetuada em evaporador rotativo (BUCHI, Modelo R-210) e as de pequeno volume a
temperatura ambiente, em capela de exaustdo (Permution);

e Nas cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) utilizou-se placas de silica
gel 60 F,s54 da Merck;

e Os cromatogramas foram revelados através de irradiacdo com luz ultravioleta em
comprimentos de onda 254 e 356 nm e revelacdo com solugéo acida de sulfato cérico
(SERRA et al., 1991);

e Nas solubilizagdes utilizou-se ultra-som da Branson (Modelo 1210);

e As pesagens foram efetuadas em balanca eletronica analitica (Modelo AX 200) e

semi-analitica, das marcas Shimadzu e Bel, respectivamente;
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4.2 Estudo Quimico

4.2.1 Coleta e identificacdo do material botanico

O material vegetal foi coletado em 30/03/2013 na cidade de Sertania (PE, Brasil) e a
planta foi identificada por Rosangela Pereira de Lyra Lemos, foi depositada uma exsicata no
Herbario MAC do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas, registrada sob o cédigo
MAC 55381.

4.2.2 Preparacao dos extratos brutos

A preparacdo de extratos a partir de materiais vegetais pode ocorrer de duas formas,
inespecifica ou especifica para determinadas classes de substancias. Optou-se, pela via de
extracdo inespecifica para identificagdo dos constituintes quimicos do extrato.

Ap0s desidratacdo em estufa a 45 °C obtivemos 2 kg de folhas, as quais foram
trituradas e submetidas a extracdo por maceracdo com 6 L de Hexano a temperatura ambiente
(27 £ 1 °C), em trés ciclos de 72h cada, sendo a solucdo hexanica obtida concentrada sob
pressdo reduzida a temperatura de 40 °C, fornecendo 56 g de extrato hexanico bruto das
folhas de A. pyrifolium (APF-EH).

Apds a obtencdo do extrato hexanico bruto das folhas, realizou-se uma nova
maceracdo, desta vez utilizando como solvente, 6 L de Metanol. A extracdo ocorreu da
mesma forma, a temperatura ambiente (27 + 1 °C), em trés ciclos de 72h cada, sendo a
solucdo metandlica obtida concentrada sob pressdo reduzida a temperatura de 40 °C,

fornecendo 351,58 g de extrato metandlico bruto das folhas de A. pyrifolium (APF-EM).

4.2.3 Andlise Fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
Matos (1997), com a finalidade de identificar as classes dos componentes presentes na espécie
vegetal e possibilitar uma possivel comparagdo com os dados presentes na literatura. Os testes
qualitativos e semi-quantitativos realizados abrangeram ensaios para antocianinas,
antocianidinas, flavandides, leucoantocianidinas, catequina, flavanonas, flavonois, flavanonas,

flavanonois, xantonas, esteroides, triterpenos, saponinas, alcaloides, antraquinonas, antronas,
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cumarinas, fendis e taninos. Para a realizagdo dos testes foram retirados 30 mg dos extratos e

solubilizados em 30 mL de etanol, colocados em tubos de ensaio e numerados.

4.2.3.1 Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavanoides

Os extratos brutos foram avaliados quanto a presenca de antocianinas, antocianidinas e
flavonoides. Preparou-se trés tubos de ensaio para cada amostra. O pH do tubo 1 foi ajustado
para 3 com HCI 3 M. Os tubos 2 e 3 foram alcalinizados a pH 8,5 e pH 11 com NaOH 1 M.
As mudancas na coloracdo observadas foram interpretadas segundo o quadro 2 (MATOS,
1997).

Quadro 2. Coloragdes indicativas para a presenca de antocianinas e antocianidinas,

flavonas, flavondis e xantonas, chalconas e auronas, flavanonais.

Constituintes Coloracéo observada
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 purpuro
Flavanonois - - Vermelho laranja

Fonte: MATOS, 1997.

4.2.3.2 Teste para Leucocianidinas, Catequinas, Flavanonas

Dois tubos foram numerados. O pH do primeiro foi ajustado para pH 2 pela adicéo de
HCI 1 M e o segundo tubo alcalinizado com NaOH 1 M até pH 11. Os tubos foram aquecidos
por 3 minutos. As mudancas de coloragdo observadas foram interpretadas segundo o quadro 3
(MATOS, 1997).
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Quadro 3. Coloragdes indicativas para a presenca de leucoantocianidinas, catequinas, e

flavanonas.
- Coloracéo observada
Constituintes
pH 2 pH 11
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas Pardo-amarelada -
Flavanonas - Vermelho alaranjado

Fonte: MATOS, 1997.

4.2.3.3 Teste para flavonois, flavanonois e xantonas

Adicionou-se magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado a um tubo contendo a
amostra. Aguardou-se o fim da reacdo indicada pelo fim da efervescéncia e observou-se a
mudanca de coloracdo da mistura reacional. O aparecimento ou a intensificacdo de cor
vermelha indica a presenca de flavondis, flavanonas, flavonondis e/ou xantonas, livres ou na
forma de heterosideos (MATOS, 1997).

4.2.3.4 Teste para esteroides e triterpenos (Lieberman-Burchard)

Uma aliquota do extrato foi diluida em 2 mL de CHCl; e filtrada em funil coberto com
Na,SO, anidro para a retirada da agua residual. Ao tubo de ensaio contendo esta solucao foi
adicionado 1 mL de anidrido acético e, depois de agitacdo branda, adicionou-se H,SO,
concentrado. Depois de uma nova agitacdo observamos a mudanca de coloracdo. Coloracao
azul evanescente seguida de verde permanente indica a presenca de esteroides livres.

Coloracdo de parda até vermelha indica triterpenos pentaciclicos livres (MATOS, 1997).

4.2.3.5 Teste para saponinas

O residuo insolavel em cloroférmio do teste anterior foi separado, dissolvido em 10

mL de &gua destilada e filtrado para um tubo de ensaio. O tubo foi vigorosamente agitado e
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foi observado se ocorreu a formacdo de espuma. Aparecimento de espuma persistente e
abundante € indicativo da presenga de saponinas (MATQOS, 1997).

4.2.3.6 Teste para alcaloides

Para avaliacdo da presenca de alcaloides os extratos foram submetidos a cromatografia
em camada delgada, usando cloroférmio como eluente 2 mL. Apos eluicdo, o cromatograma
foi revelado com reagente de Dragendorff. O surgimento de manchas de cor alaranjada sugere
a presenca de alcaloides. Foi também utilizado, para confirmacdo, uma pequena aliquota da
amostra a ser analisada, foi solubilizada em 3 gotas de uma solugdo de HCI 0,1 M, apos a
solubilizacdo, foram adicionadas 3 gotas do reagente de Dragendorff. A formagdo de
precipitado na cor alaranjada é indicativo de alcaloides (MATOS, 1997).

4.2.3.7 Teste para Antraquinonas, antronas e cumarinas

Os testes para antraquinonas e cumarinas foram realizados em placas de cromatografia
em camada delgada. Os extratos foram solubilizados em metanol, aplicados na placa e eluidos
com mistura de CHCIl3:MeOH (9:1). Apos eluicdo, borrifou-se KOH 10%, esperou-se secar e
observou-se a presenca das cores indicativas em luz ultravioleta no comprimento de onda de
365 nm. O surgimento de coloracdo azul é indicativo de cumarina, vermelho de antraquinona,
e amarelo de antrona (MATQS, 1997).

4.2.3.8 Teste para fendis e taninos

Um tubo contendo 3 mL da solucdo extrativa adicionou-se trés gotas de uma solugédo
alcoolica de FeCls. Apds agitacdo, foi observado se houve variacdo de cor ou formacdo de
precipitado. Coloracgdo variavel entre azul e vermelho indica a presenca de fendis. A formacéo
de precipitado azul escuro indica a presenca de taninos hidrolisaveis e de precipitado verde, a
presenca de taninos condensados (MATOS, 1997).

4.2.4 Fracionamento do extrato hexanico bruto de A. pyrifolium.

Uma aliquota de 28 g do APF-EH foi particionada em coluna filtrante sob vécuo,

utilizando como fase estacionaria, silica gel e como fase mdvel, heptano, cloroférmio
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(CHCI5), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). A filtragdo foi realizada utilizando-se
o0s solventes puros, até que toda a coloracdo desaparecesse em todas as solucdes e da coluna
respectivamente. As solucdes obtidas foram concentradas em evaporador rotativo, resultando
em 4 fases: fase heptanica (15,01 g), fase cloroférmica (7,39 g), fase AcOEt (2,66 g) e fase

metanolica (1,39 g), como apresentado no Esquema 1.

Esquema 1. Fracionamento cromatografico dos extratos brutos de A. pyrifolium.

Folhas de Aspidosperma

pyrifolium — APF
(2Kg)

Maceragdo com Hexano e
Metanol
Concentragdo em Rotavapor

Extrato Metandlico
(351,58 g)

Extrato Hexanico
(568)

J

28 g do Extrato Hexanico
Coluna filtrante com silica sob vacuo

Fase Heptanica Fase Cloroférmica Fase AcOEt Fase MeOH
(15,01g) (7,398) (2,668) (1,39g)

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

ApOs este processo, obtivemos 37 fragcGes do extrato hexanico de APF, que foram
coletadas a cada 125 mL e concentradas em evaporador rotativo. As fragdes foram
monitoradas por CCD e reunidas de acordo com a semelhanca de seus Fatores de Retencéo

(Rfs). Como mostra o quadro 4, abaixo.
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Quadro 4. Eluentes utilizados e fracGes obtidas no fracionamento cromatografico do
extrato hexanico de APF.

Eluentes Proporcéo Fracdes obtidas Fracgdes reunidas
Heptano 100 1-8 1-2, 6-8
Cloroférmio 100 9-15 9-10, 11-15
AcOEt 100 16 - 17 16-17
MeOH 100 18-19 18-19

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2014.

4.2.4.1 Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica do extrato hexanico de APF.

Uma aliquota de 5 g da fase cloroférmica do extrato hexanico de APF, foi
cromotografada em coluna classica (CC,), utilizando como fase estacionaria, 280 g de silica
gel 60 da Merck e como eluentes, heptano, acetato de etila e metanol, puro e em mistura
binaria, obedecendo a um sistema gradiente crescente de polaridade.

Neste processo, obteve-se um total de 34 fracdes, que foram coletadas a cada 125 mL
e concentradas no evaporador rotativo. As fracdes foram monitoradas por CCD e reunidas de
acordo com a semelhanca dos seus Fatores de Retencdo (Rfs), como observado no quadro e

esquema abaixo.

Quadro 5. Eluentes utilizados e fracbes obtidas no fracionamento cromatografico da fase

cloroférmica do extrato hexanico de APF. (*) = precipitados obtidos nas fracoes.

Eluentes Proporcéo Fracdes obtidas FracOes reunidas
Heptano 100 1-2 1-2
Heptano:AcOEt 5 3 3
Heptano:AcOEt 10 4-5 4,5
Heptano: AcOEt 20 6-10
Heptano: AcOEt 30 11-19 11-15, 12*, 13*
Heptano: AcOEt 50 20-24
AcOEt 100 25-28 2934
AcOEt:MeOH 30 29-31
MeOH 100 32-34

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.




54

Obtivemos, dois precipitados, o qual, a fracdo de nimero 12, foi submetida a uma
lavagem com heptano refrigerado a 5° C, que resultou em mais duas fracdes. Estas fracdes
foram identificadas como Precipitado e o Sobrenadante.

Do precipitado obtido na lavagem com Heptano, foi submetido a uma cromatografia
liquida de média pressdo (MPLC;), 354 mg, coluna simply connect, 15 mL/min, 12 g de
silica, utilizando sistema isocratico de Hexano:AcOEt 10%.

Neste processo, obteve-se um total de 40 fracdes, que foram coletadas a cada 10 mL e
concentradas no evaporador rotativo. As fragdes foram monitoradas por CCD e reunidas de
acordo com a semelhanca dos seus Fatores de Retencéao (Rfs).

Quadro 6. Eluentes utilizados e frac6es obtidas no fracionamento cromatografico da fase

cloroférmica (MPLC;) do extrato hexanico de APF.

Eluentes Proporcéo Fracdes obtidas Fragdes reunidas

Hexano:AcOEt 10 1-40 1-7,12-14, 16-18

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

Ap0s reunido das fracGes e analise da CCD, a fragdo de numero 10, obtida do MPLC;,
foi submetida a uma cromatografia liquida de média pressdo (MPLC;), 210 mg, coluna
simply connect, 15 mL/min - 12 g de silica, utilizando sistema isocratico de Hexano: AcOEt
15%.

Neste processo, obteve-se um total de 24 fragdes, que foram coletadas a cada 10 mL e
concentradas no evaporador rotativo. As fragdes foram monitoradas por CCD e reunidas de

acordo com a semelhanca dos seus Fatores de Retencdo (Rfs).

Quadro 7. Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatogréfico da fase
cloroférmica (MPLC,) do extrato hexanico de APF.

Eluentes Proporcéo Fracdes obtidas FracOes reunidas

Hexano:AcOEt 15 1-24 1-3, 5-6, 7-9, 10-12

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

Ap0s a reunido das fragdes, a fracdo 5,6, teve um melhor rendimento de 44,06 mg e

um bom aspecto na CCD, apresentando apenas uma mancha, foi denominada de FC 5,6.
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Ainda com relacéo a essa fase, foram reunidas as fracGes de nimero 11 a 15 e estas
foram cromatografadas em coluna cléssica (CC,) 2,07 g, utilizando como fase estacionaria, 63
g de silica gel 60 da Merck e como eluentes, heptano e acetato de etila, puros e em mistura,
obedecendo a um sistema gradiente crescente de polaridade.

Neste processo, obteve-se um total de 195 fracGes, que foram coletadas a cada 25 mL
e concentradas no evaporador rotativo. As frages foram monitoradas por CCD e reunidas de
acordo com a semelhanca dos seus Fatores de Retencdo (Rfs), como observado no quadro e

esquema abaixo.

Quadro 8. Eluentes utilizados e frac6es obtidas no fracionamento cromatogréafico da fase

cloroférmica (CC,) do extrato hexanico de APF.

Eluentes Proporcéo Fracdes obtidas FracOes reunidas
Heptano 100 1-11
Heptano: AcOEt 10 12-20 1-28
Heptano: AcOEt 20 21- 31
Heptano:AcOEt 30 32-95 50-58, 63-83
Heptano: AcOEt 50 96 - 153 90-96, 140-153
Heptano: AcOEt 70 154 - 173 163-173
AcOEt 100 173 -195 175 - 195

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.
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Esquema 2. Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica de A. pyrifolium.

—

Fase CHCI3

7 FRACOES
100 mL

|
cC1 cc2
F9-10 F11-15

34 FRACOES 195 FRACOES

]_

|
F12 ' F28-34 \

LAVAGEM HEPTANO

Sobrenadante

]_

Precipitado

MPLC 1

il

40 FRACOES

MPLC 2

| 24 FRACOES

_n
(@]
ul
)]

7

Fonte: Autor desta dissertacao, 2014.
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4.2.4.2 Fracionamento cromatografico do extrato metandlico.

Apobs o fracionamento do extrato hexanico, seguiu-se o fracionamento do extrato
metandlico. Uma aliquota de 150 g do APF-MEOH foi particionada em coluna filtrante sob
vacuo, utilizando como fase estaciondria, silica gel e como fase movel, hexano,
hexano:cloroformio (1:1), cloroférmio (CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).
A filtracdo foi realizada utilizando-se os solventes puros, até que toda a coloragdo
desaparecesse em todas as solucdes e da coluna respectivamente. As soluc¢des obtidas foram
coletadas a cada 125 mL e foram concentradas em evaporador rotativo, resultando em 5 fases:
fase hexanica (10,12 g), fase hexano:cloroférmio (19,93 g), fase cloroférmica (5,12 g) fase
AcOEt (5,18 g) e fase metandlica (48,8 g), como ilustrado no quadro e Esquema 3. Com
reagente Dragendorff, seletivo para identificacdo de alcaloides, foi possivel encontrar a
presenca de alcaloides nas fases hexano:cloroférmio, cloroférmica e acetato de etila,
observando a formacdo de precipitados ao solubilizar em solucdo acida de 0,1 M HCI e

adicionar algumas gotas do reagente Dragendorff.

Quadro 9. Eluentes utilizados e fracGes obtidas no fracionamento cromatografico do

extrato metandlico de APF.

Eluentes Proporcéo Fracdes obtidas FracOes reunidas
Heptano 100 1-8 1-2, 6-8
Cloroférmio 100 9-15 9-10, 11-15
AcOEt 100 16 - 17 16-17
MeOH 100 18- 19 18 - 19

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.




58

Esquema 3. Fracionamento cromatografico do extrato metandlico de A. pyrifolium.

Folhas de Aspidosperma
pyrifolium — APF

(2Kg)

Extrato Hexanico (56 g)

Extrato Metandlico

(351,58 g)
|
Fase Hexanica Fase Hex:CHCI Fase Clorofédrmica Fase AcOEt Fase MeOH
(10,12 g) 50% (19,93 g) (5,12 g) (5,18 g) (48,8 g)
++ | +++ | + |
|
CC, (2 o
1(28) 25 fracdes
—_—
F 8-19
(0,58)
—
C Sephadex .
P 8 fracdes
—_
i S, 50,145 ]
Cc18 5 fracOes

(+) indicam a presenca de alcaloides observados de acordo com a intensidade de formagé&o de

precipitados.

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

Apos este processo, seguimos o fracionamento com a fase cloroférmica, devido seu

aspecto na placa CCD, que aparentava estar com 0s compostos majoritarios. Logo, pesou-se 2

g desta fase e foi cromotografada em coluna classica (CC,), utilizando como fase estacionaria,

250 g de silica gel 60 da Merck e como eluentes, clorofomio e metanol em mistura binaria,

obedecendo a um sistema gradiente crescente de polaridade (Quadro 10). Foram obtidos 25

fragdes, que foram coletadas a cada 100 mL e concentradas no evaporador rotativo. As



59

fragdes foram monitoradas por CCD e reunidas de acordo com a semelhanca dos seus Fatores
de Retencgéo (Rfs), como observado no quadro abaixo.

Quadro 10. Eluentes utilizados e fracGes obtidas no fracionamento cromatografico da

fase cloroférmica do extrato metanolico de APF. (*) = precipitados obtidos nas fracGes.

Eluentes Proporcéo Fracdes obtidas Fracgdes reunidas
CHCI, 100 1-5
CHCI;:MeOH 99:1 6
CHCI;:MeOH 98:2 7-10
CHCI;:MeOH 97:3 11-13
CHCl3:MeOH 96:4 14-16 6-7, 8-19, 20-25
CHCl3:MeOH 95:5 17-18
CHCl3:MeOH 90:10 19-21
CHCI;:MeOH 80:20 22-24
CHCI;:MeOH 70:30 25

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

ApOs esse processo, realizou-se placas CCD utilizamos 0,5 g da fracdo Fg.q9 €
realizamos uma nova coluna como fase estacionaria utilizamos Sephadex LH-20 e como
eluente 100% de metanol. Obtivemos 8 fracGes que foram coletadas a cada 40 mL. Apds
observamos as placas CCD destas fragdes obtidas, escolheu-se a fragdo Ss uma quantidade de
0,145 g foi submetida a uma pequena coluna de fase reversa de 10 cm, utilizando como

eluente 100% de metanol, obtivemos 5 fra¢coes, de baixos rendimentos.
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4.4 Avaliacdo da capacidade antioxidante e compostos fenolicos totais.

Os ensaios realizados foram desenvolvidos no LINQA (Laboratdrio de instrumentagao
e desenvolvimento em Quimica Analitica), no Instituto de Quimica e Biotecnologia (1QB),
cuja coordenacao esta a cargo do Prof. Josué Carinhanha Caldas Santos, com auxilio do aluno

de mestrado Allysson Roberto Barbosa de Lima, na Universidade Federal de Alagoas.

4.4.1 Ensaio do sequestro do radical ABTS®"

Para realizacdo do método empregando o radical ABTS®", em um tubo falcon de 10
mL adicionou-se 220 pL da solucdo estoque do radical ABTS™ (2 mmol L™?), 1,0 mL da
solucdo padréo ou da amostra previamente diluida e aferiu-se com &gua até 5,0 mL, aguardou-
se 15 min ap6s a mistura dos reagentes e procedeu-se a medida espectrofotométrica em 734
nm empregando-se cubetas de vidro com 1,0 cm de caminho 6ptico. O sinal de referéncia foi
obtido a partir de uma solucdo semelhante a anterior, onde o mesmo volume de amostra foi
substituido por &gua. Para construcdo da curva analitica acido gélico, Trolox e BHT foram
empregados como referéncias e, a partir dos dados das curvas, a capacidade antioxidante da
amostra foi estimada, tendo seus resultados expressos em equivalentes (mg g ™) respectivos

dos padrdes.

4.4.2 Método de Folin-Ciocalteu

Num baldo volumétrico de 5,0 mL foram inseridos, 500 pL do reagente de Folin—
Ciocalteu previamente diluido (1:9, v/v), 2,0 mL da amostra ou solucdo de referéncia e 500
uL da solucdo de Na,CO; (75 g L™). O volume final de 5,0 mL foi completado com &gua ultra
pura, apos 30 min procederam-se as medidas espectrofotométricas em 770 nm utilizando
cubetas de vidro com 1,0 cm de caminho optico. O sinal analitico de referéncia (branco) foi
obtido a partir de uma solucdo semelhante a anterior, onde 0 mesmo volume de amostra foi
substituido por agua, acido galico, Trolox e BHT foram empregados como referéncias e, a
partir dos dados das curvas, a concentracdo dos compostos fendlicos totais da amostra foi

estimada, tendo seus resultados expressos em equivalentes (mg g ™) respectivos dos padrdes.
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4.4.3 Preparo das amostras

As amostras foram preparadas, a partir de 30 mg de cada extrato bruto ou fracao
correspondente do fracionamento fitoquimico soliveis em DMSO. Essas amostras foram
solubilizadas em 4 mL de DMSO e diluidas para a obtencdo de uma solucéo estoque de 3000
mg/L™.

As amostras utilizadas foram os extratos brutos (hexanico e metanolico) de A.
pyrifolium codificados como: APFEBH e APFEBM, respectivamente. Seguidos das fragdes
obtidas na coluna filtrante com os solventes: Hexano, Acetato, Cloroférmio, Metanol, puros e
em mistura. As fracdes hexanicas foram codificadas como: APFH, seguidas com a inicial da
fase do respectivo solvente utilizado. Assim sendo, APFHH (fase hexanica), APFHAC (fase
acetato de etila), APFHC (fase cloroférmica) e APFHM (fase metandlica), para obtidos do
extrato bruto hexanico. J& as fracdes metanodlicas foram codificadas como: APFMH (fase
hexanica), APFMH:C (fase hexano:cloroférmio 1:1), APFMAC (fase acetato de etila),
APFMC (fase cloroférmica) e APFMM (fase metandlica).

4.4.4 Tratamento estatistico dos dados

Para otimizacdo de alguns parametros analiticos foi empregado como critério a
sensibilidade a partir do valor de coeficiente angular das respectivas curvas analiticas. A
curva analitica avaliada foi construida com no minimo cinco pontos de acordo com a relacéo:
%la = aCao + b, sendo %l 0 percentual de inibicdo, Cao a concentracdo do composto
antioxidante, a o coeficiente angular e b o coeficiente linear. O coeficiente de correlagdo
linear (r) foi calculado visando avaliar a disposicdo dos pontos quanto a adequacdo ao
comportamento linear.

A inibicdo do sinal analitico (%l) pela presenca de substancias antioxidantes frente ao
radical ABTS"" foi calculada a partir da equacdo: %Il = (1 — Aamostra/ Abranco)X100, onde Aamostra
corresponde a absorvancia apos a adi¢do da amostra a solugdo contendo o radical e Apranco @
absorvancia relativa ao branco analitico (FOGLIANO, et al., 1999).

Os valores obtidos pelos extratos e fragdes foram convertida em equivalentes de

Acido Galico (AG), Trolox e BHT pela aplicacio da equagio das curvas analiticas.
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4.3 Ensaios Farmacoldgicos

Os ensaios farmacoldgicos foram realizados no LaFi (Laboratério de Farmacologia e
Imunidade, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS) cuja coordenacdo esta a
cargo da Professora Dra. Magna Suzana Alexandre Moreira, com auxilio da aluna de

mestrado Mariana da Silva Santos, na Universidade Federal de Alagoas.

4.3.1 Manutencao de linhagem macro6fagos

Macroéfagos da linhagem J774 foram mantidos em garrafas de cultura em meio RPMI
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco). No momento do uso, as células foram contadas,
ajustadas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB na concentracdo de 1 x 10°
células/mL e 1 mL dessa suspensdo sera distribuida em pocos de placa de 24 pocos. Os
macrofagos serdo infectados com formas promastigotas de Leishmania na fase estaciondria de
crescimento, numa proporc¢do de 10 parasitos: 1 macréfago. A placa sera incubada por 4 horas
em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 5% de CO,. Apos 4 horas de infecgdo, 0s
macrofagos foram “lavados” com RPMI sem soro, para remo¢dao dos parasitos nao
interiorizados. Os macréfagos foram cultivados com RPMI suplementado com 2 mM de L-
glutamina, 2 mM de piruvato e 2 mM de aminoacidos ndo-essenciais (Sigma), e foram
mantidos em estufa a 37 °C com atmosfera Umida contendo 5% de CO, por 3 dias.

4.3.2 Ensaio de citotoxicidade

Macrofagos da linhagem J774 foram cultivados e, posteriormente, foram
acrescentadas as diferentes concentracbes dos compostos a serem testados. Nos pocos
controles foram cultivadas células somente com meio de cultura (Sigma) ou células cultivadas
na presenca do diluente das substancias (DMSO, Sigma). A viabilidade celular foi
determinada pelo ensaio de reducdo de MTT apds 48 horas de incubacdo (MOSMANN,
1983). A viabilidade celular das culturas tratadas com as substancias foi comparada ao padréao

de morte obtido nas culturas controle.
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4.3.3 Ensaio de toxicidade sobre formas promastigotas

Foram adicionadas plaquedas 1x10° de promastigotas de leishmania amazonensis em
placas de 96 pocos com meio RPMI suplementado com urina. Nos pogos foram adicionados
50 pL de promastigotas suspensas no RPMI com 50 pL das substancias teste ja nas
concentracdes que iriam ser testadas. As placas foram incubadas em estufa BOD por 48 horas.
Logo apos esse periodo, foi adicionado 20 pL de MTT na concentragdo 5 mg/mL e as placas
foram levadas para estufa 37°C com atmosfera tmida contendo 5% de CO, e aguardou-se 2
horas. Apés esse periodo, foram adicionados 120 pL de isopropanol e as placas foram
incubadas em temperatura ambiente por uma hora e em seguida realizada a medida em leitor
de microplaca a 550 nm. (DUTTA et al.,2005).

4.3.4 Analise estatistica

Os dados obtidos serdo representados como media + erro padrdo da media (M £ EPM)
e serdo analisados estatisticamente por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett com nivel de

significancia de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise Fitoquimica

A partir dos extratos brutos de A. pirifolium, hexanico e metanolico, realizou-se uma
analise fitoquimica preliminar a fim de avaliar, de forma qualitativa, as classes de metabolitos
secundarios presentes na espécie. As tabelas 2 e 3 abaixo apresentam os resultados obtidos na

prospeccdo fitoquimica.

Tabela 2. Prospeccéo fitoquimica do extrato hexanico de APF.

Teste Resultado encontrado
Antocioninas - Negativo
Antocianidinas - Negativo
Flavonoides - Negativo
Leucoantocianidinas - Negativo
Catequinas - Negativo
Flavononas - Negativo
Flavonéis - Negativo
Xantonas - Negativo

Esterdides e Triterpenos

+ Triterpenos livres (coloragdo parda) e

Esteroide (verde intenso)

Saponinas - Negativo
Alcaloides - Negativo
Antraquinonas e Antronas - Negativo
Cumarinas - Negativo
Fendis e Taninos - Negativo

Fonte: Autor desta dissertacao, 2014.

Estas analises fitoquimicas preliminares tiveram como objetivo o estabelecimento de
quais metabdlitos secundarios estdo presentes na espécie vegetal intermediaria, usando para

essa identificacdo as reacdes especificas.
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Os resultados obtidos através desta abordagem para o extrato hexanico das folhas de
APF, demonstram a presenca de possiveis triterpenos, uma vez que houve a mudanca de
coloracdo especifica. Dentre o género, alguns autores ja& descreveram a presenca de
triterpenos, como o trabalho de Barbosa em 2010 a partir de extratos das folhas e cascas da
espécie A. illustre (BARBOSA, et al., 2010) e o Pereira em 2006, em estudo da espécie A.
nitidum, extrato do caule (PEREIRA et al., 2006).

Tabela 3. Prospeccdo fitoquimica do extrato metanolico de APF.

Teste Resultado encontrado

Antocioninas - Negativo

Antocianidinas - Negativo

Flavonoides - Negativo

Leucoantocianidinas - Negativo

Catequinas - Negativo

Flavononas - Negativo

Flavonois - Negativo

Xantonas - Negativo

Esteroides e Triterpenos + Esteroides livres (verde permanente)

Saponinas - Negativo

Alcaloides + Positivo

Antragquinonas e Antronas + Antronas (amarelo intenso), levemente
laranja, possivel positivo para antraquinona

Cumarinas - Negativo

Fenois e Taninos - Negativo

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

Com relacdo a analise fitoqguimimca do extrato metandlico de APF, observamos a
presenca de alguns outros constituintes quimicos. A presenca de alcaloides, corrobora com
outros dados existentes na literatura, tanto para o género Aspidosperma de uma forma geral
qguanto para, a espécie estudada, pois ja foi identificado alguns alcaloides
monoterpenoinddlicos isolados da casca do caule de A. pyrifolium (ARAUJO-JUNIOR, et al.,
2007). Assim como outros trabalhos ja descritos (GILBERT et al., 1965), (WALSER,;
DJERASSI, 1962), entre outros.
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5.2 Caracterizacao quimica do fracionamento cromatografico

O estudo fitoquimico efetuado com as folhas de A. pyrifolium, extratos brutos e
fracOes, apresentaram resultados promissores nos ensaios de atividade bioldgica e capacidade
anti-oxidante, esse estudo resultou no isolamento de duas substancias, que foram codificadas
de acordo com o nome da espeécie [A. pirifolium (AP)], parte da planta (F = folhas) e a fracédo
correspondente do solvente que foi obtido (H = hexano, H:C = hexano:cloroférmio, C =
cloroférmio, A = acetato, M = metanol).

Os dois compostos isolados tiveram suas estruturas identificadas com base na anélise
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), pelos dados obtidos dos espectros de RMN *H e
de °C, incluindo os experimentos DEPT 135 e DEPT 90, bem como comparagdo dos dados

dos compostos correspondente descrito na literatura.

A substéncia codificada como APFHF,, foi isolada na forma de um pd, amarelado,
solivel em cloroférmio, com rendimento de 2,04% em relacdo ao extrato hexanico bruto
utilizado (569).

Para o espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) apresentou sinais condizentes com 5
metilas em 0,73; 0,77; 0,88; 0,90; 0,97. Juntamente com dois singletos mais largos
compreendidos na regido entre 4 e 5 ppm, com os respectivos deslocamentos quimicos em d
4,51 ppm e o 4,62 ppm referentes aos hidrogénios metilénicos, reforgando a presenca de um
grupo isoprenil na molécula (DAVID et al, 2007). Além destes sinais, comparando-se com
dados da literatura, reforcamos a presenca de um hidrogénio em & 5,06 ppm, caracteristico de
triterpendides 33-OH (COSTA et al., 2010).

O espectro de RMN **C observou-se a presenca de sinais referentes a estrutura de um
esqueleto triterpénico, mais precisamente, com os sinais em & 109,60 e 6 150,77, juntamente
com o sinal em 19,40 ppm, sugerem a presenca de um grupo isoprenil, tipico de triterpenos da
série lupano (DAVID et al, 2007; COSTA et al., 2010). Juntamente com o DEPT 135 e 90,

obtivemos a confirmacao do esqueleto proposto (figuras 9, 10, 11, 12 e 13).
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Tabela 4. Dados de RMN *C (100 MHz) de APFHF, em CDCl;, comparados com 0s
dados de RMN de *C da literatura (6 em ppm).

APFHF2 Acido Betulinico

‘ O|

8 40,71 40,7

14 42,75 42,4

20 150,62 150,3

| O|
I

5 55,25 55,3

13 38,68 38,4

19 50,12 49,2

1 38,68 38,7

6 18,97 18,3

11 20,86 20,8

15 31,00 30,5

21 29,77 29,7

29 109,30 109,6

23 28,22 27,9

25 16,08 16,0
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14,11

26
27
30

14,7
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19,26

Fonte: MAHATO & KUNDU, 1994.

Figura 9. Espectro de 'H [6 (ppm), CDCl;, 400 MHz] de APFHF;
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Figura 10. Espectros de *C RMN [ (ppm), CDCls3, 100 MHz de APFHF,,
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Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.
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Figura 11. Espectro de DEPT-135 APFHF;,
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Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

Figura 12. Espectros de *C RMN [ (ppm), CDCls, 100 MHz em azul e DEPT-135 em
vermelho. de APFHF,,
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Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.
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Apo6s analisar esses dados, e assinalar os carbonos, com os da literatura (MAHATO &
KUNDU, 1994), na tabela 4, pode-se definir que o esqueleto da espécie isolada trata-se de um
composto usualmente denominado de Acido Betulinico, este descrito pela primeira vez na

especie.

Figura 13. Estrutura quimica do Acido Betulinico.

COOH

HO

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

O triterpeno acido betulinico ocorre naturalmente em diversas plantas, possui diversas
atividades: anti-viral, inibicdo do virus da hepatite B (YAO et al., 2009), antioxidante,
sequestrador das espécies de radicais livres por transferéncias de atomos de hidrogénio
(ALLOUCHE et al., 2010) e principalmente atividade citotdxica frente a células tumorais das
linhagens: HL-60 e K562 (leucemia) e antiparasitaria (FAUJAN et al., 2010; WU et al.,
2010).

De modo similar ao presente trabalho, ao presenca do triterpeno acido ursélico ja
havia sido relatada nas folhas de outra planta do género Aspidosperma, a espécie A. illustre, e
0 triterpeno acido oleanolico (BARBOSA et al., 2010), mas a presenca do acido betulinico é

descrita pela primeira vez nesta espécie.

De acordo com o fracionamento obtido, a fragdo denominado APF-C5,6, apresentou
um p6 amorfo, de coloracdo branca, pesando 44,06 mg (aproximadamente 0,21% do

rendimento, em relacéo a porcao bruta do extrato fracionada). Iniciou-se a caracterizacdo pela
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analise do perfil em CCD, o qual apresentava uma Unica mancha de colora¢do avermelhada
quando revelada na luz UV em ambos os comprimentos de onda 254 e 356 nm. A amostra foi
submetida a andlise em Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), sendo sua estrutura
identificada na anélise de dados obtidos dos espectros de RMN *H e de **C, incluindo os
experimentos DEPT 135 e DEPT 90, bem como comparacdo dos dados dos compostos
correspondente descrito na literatura.

O espectro de RMN *H (400 MHz, CDCLs) (figura 15) evidenciou sinais na regido
entre 7,2 e 8,3 ppm, tipicos de acido benzoico, como sugerido. Em conjunto com os dados dos
valores do RMN *3C, incluindo os experimentos DEPT 135 e DEPT 90, confirmando a
presenca de 7 carbonos, com os deslocamentos quimicos: 6 171,53 (C), 6 129,33 (C), &
133,73 (CH) e equivalentes em CH para ¢ 130,19 e 6 128,48 (figuras 15 e 16) (PINHEIRO et
al., 2003).

As andlises dos valores encontrados na literatura com 0s espectros permitiu a

conclusdo do composto estudado (Tabela 5, Figuras 14, 15, 16, 17, 18, 19).

Tabela 5. Dados de RMN de *C (100 MHz) de APFHCsem CDCls, comparados com 0s
dados de RMN de *C da literatura ( em ppm).

APFHC5,6 Acido Benzoico
dc dc

C

1 17153 170.0

2 129,33 130,0

3 128,48 129,0

4 12848 129,0

5 130,19 130,3

6 130,19 130,3

7 13373 133,9

Fonte: PINHEIRO et al., 2003.
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Figura 14. Espectro de *H [ (ppm), CDCls, 400 MHz].
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Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

Figura 15. Espectro de *C RMN [6 (ppm), CDCl;, 100 MHz
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Fonte: Autor desta dissertacao, 2014




Figura 16. Espectro de DEPT-135.
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Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

Figura 17. Espectro de DEPT-90.
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Figura 18. Espectros de **C RMN [é (ppm), CDCls, 100 MHz em verde, DEPT-135 em
vermelho e DEPT-90 em azul] obtidos da amostra codificada como APF-C5,6.
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Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

O é&cido benzoico em espécies vegetais, faz parte dos processos do metabolismo
secundario, conferindo-lhes defesas contra as espécies reativas de oxigénio, quando o sistema
de segundos mensageiros é ativado, como por exemplo o peréxido de hidrogénio (H,0,)
promove a ativacdo da hidrolase do acido benzobico, enzima responsavel pela conversdo do
acido benzdico em 4acido salicilico, composto fendlico presente na maioria das espécies
vegetais (RESENDE et al, 2003).

Figura 19. Estrutura quimica do Acido Benzdico.

0]

OoH

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014
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5.3 Ensaios farmacoldgicos

Com os extratos brutos e fragOes obtidos de A. pyrifolium, realizou-se a avaliagdo da
atividade leishmanicida. O ensaio de citotoxicidade foi realizado para identificar a viabilidade
celular destes compostos e seus efeitos deletérios frente aos macrdéfagos da linhagem J774,

nas concentragdes de 100 pg/mL, 10 pg/mL e 1 pg/mL, ilustrados na figura abaixo.

Figura 20. Efeito das solugbes obtidas dos extratos de A. pyrifolium sobre a viabilidade
celular. A- 100 pg/mL, B- 10 pg/mL e C-1 pg/mL.

Os resultados representam a média £ EPM de triplicatas de um experimento representativo; Os
valores de efeito maximo foram considerados significativos quando p<0,05, em rela¢do ao grupo

DMSO 0,1%; *** representa uma citotoxicidade relevante frente aos macréfagos J774.
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Das treze amostras analisadas, oito ndo apresentaram citotoxicidade na maior
concentracdo de 100 pg/mL. Na concentracdo de 10 pg/mL apenas uma amostra foi citotoxica
e nenhuma das amostras apresentou efeitos deletérios para a célula hospedeira na menor

concentracao.

Diante deste resultado, as amostras que ndo foram citotoxicas na maior concentragdo
de 100 pg/mL, foram analisadas quanto a sua atividade leishmanicida, realizando o ensaio de
viabilidade sobre formas promastigotas de L. amazonensis.

A figura 21 mostra que das fragOes analisadas, quatro inibiram o crescimento de L.
amazonensis, mostrando que as fracdes denominadas APHHEB, APFHH, APFHC e
APFHAC, apresentam efeito leishmanicida direto no ensaio in vitro, sobre formas
promastigotas. A fragdo APFHEB apresentou a melhor atividade em todas as concentragdes

analisadas. A pentamidina foi usada como farmaco padréo.
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Figura 21. Efeito das solugdes dos extratos e fracdes de A. pyrifolium sobre a viabilidade

de promastigotas de L. amazonensis. A- 100 pg/mL, B- 10 pg/mL e C-1 pg/mL.
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Os resultados representam a média + EPM de triplicatas de um experimento representativo; Os

valores de efeito maximo foram considerados significativos quando p<0,05, em relacdo ao grupo

DMSO 0,1%; *** representa uma citotoxicidade relevante frente as promastigotas de L.

amazonensis.

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014
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As mesmas fracles, também conseguiram inibir o crescimento das formas
promastigotas de L. amazonensis, quando testadas nas concentragdes de 10 pg/ml, 1 pug/ml e
0,1 pg/ml, quando comparado com a pentamidina, como ilustrado na figura 20.

Os resultados encontrados foram obtidos do extrato bruto hexanico e de suas fragdes
subsequentes. De acordo com a prospecgdo fitoquimica, as fracbes que apresentaram
resultados significativos sobre formas promastigotas de L. amazonensis, também foram
positivas no teste para a presenca de triterpenos. Estudos demonstraram que fitoconstituintes
isolados de plantas tem mostrado potente atividade leishmanicida, como: compostos
fendlicos, flavondides, isoflavondides, saponinas, alcaloides, taninos e triterpenos, porém
pouco se sabe sobre seus mecanismos de acdo (SEN; CHATTERJEE, 2011).

Da fracdo APFHH, seguiu-se o fracionamento e foi isolado o triterpeno &cido
betulinico, de acordo com a literatura, esse composto obtido das folhas de Pentalinon
andrieuxii (Apocynaceae), apresentou atividade leishmanicida contra formas amastigotas de
L. amazonensis, L. braziliensis e L. donovani; e atividade tripanocida contra cepas de
Trypanossoma cruzi. (DOMINGUEZ-CARMONA et al, 2010). Segundo Sousa (2014), o
triterpeno 4cido betulinico e derivados sintéticos da betulina demonstraram atividade
leishmanicida frente L. infantum (SOUSA et al, 2014).

Da fracdo APFHAC, ndo foi isolado nenhum constituinte, porém apresentou
positividade para triterpeno, sendo sua presenca possivel indicativo para a atividade
leishmanicida. Por outro lado, da fracdo APFHC, onde isolou-se o composto fenodlico, acido
benzbdico ndo existe relato na literatura sobre o efeito desta substancia na atividade
leishmanicida, porém, o &cido benzdico é produto do processo de degradacao de triterpernos e
esteroides (RESENDE et al, 2003).
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5.4 Avaliacao da capacidade antioxidante e compostos fendlicos totais.

De acordo com a metodologia estabelecida para determinagdo da capacidade
antioxidante e compostos fenolicos totais, pelos métodos ABTS e Folin-Ciocalteu, para
construcdo da curva analitica, os valores obtidos foram aplicados na equacdo da curva dos
ensaios estdo representados na tabela 6. Fez-se uso do AG, Trolox e BHT, que foram

empregados como referéncias para avaliar a capacidade antioxidante das amostras estimadas,

tendo seus resultados expressos em equivalentes (mg g™*), tabela 7 e 8.

Tabela 6. Parametros analiticos empregados para os métodos utilizados.

FC
Padrio Faixa qulear, A=aC+b N
mg L a b r
AG 0,25-20 0,033 0,006 0,9990 5
Trolox 0,5-40 0,007 0,0161 0,9996 5
BHT 0,5-30 0,007 0,0007 0,9949 5
ABTS
x Faixa linear, %l=aC+b N
Padrdo 1
mg L a b r
AG 02-14 38,617 4,172 0,9990 5
Trolox 1,4-10 4,072 2,721 0,9999 5
BHT 2-18 4,872 5,173 0,9991 5

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

Tabela 7. Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método Folin-Ciocalteu.

Amostra Concentragéo Equivalente mg g™
AG Trolox BHT
APFEBH 2,05+0,21 250+151 13,43 +1,52
APFHH 3,86 +0,21 11,07 £ 1,51 22,00+ 1,52
APFHAC 1,21 + 0,02 2,05+0,01 9,50+ 0,01
APFHC 2,65+0,21 536+151 16,28 + 1,52
APFHM 1,29 +0,21 3,75+1,71 9,85+ 1,52
APFEBM 402+121 11,79+ 1,51 22,71 +£1,52
APFMH 2,27 +0,01 3,57 +0,01 14,50 + 0,01
APFMH:C 10,98 £1,21 44,64 + 1,51 55,55 + 1,52
APFMAC 9,92+1,21 39,64 £1,51 50,56 + 1,52
APFMC 10,99 +1,21 44,65 + 1,51 55,57 + 1,52
APFMM 508+1,21 16,79+ 1,51 27,71 +£1,52

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.
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Os valores encontrados demonstram que todas as fragcOes apresentam resultados
significativos para os trés padrfes analisados. Com relacdo ao extrato bruto hexanico e
fragdes oriundas, a fracdo APFHH, apresentou o melhor indice de fendlicos totais, seguido
das fracbes APFHC, APFHM, APFEBH e APFHM, em equivalente para os padrdes
analisados, respectivamente. Sendo os melhores resultados quando comparados com o padréo
lipofilico (BHT), seguidos pelo padréo intermediério (Trolox) e o hidrofilico (AG).

Com relagdo aos valores encontrados das amostras do extrato metanolico, as fragdes
APFMC, APFMH:C e APFMAC, apresentam 0s melhores resultados e semelhantes, estas
fracOes, apresentaram positividade, quando submetidas ao teste fotoquimico para
identificacdo de alcaloides. Seguidos pelas fragdes APFMM, APFEBM e APFMH, sendo
também, os melhores resultados quando comparados com o padrao lipofilico (BHT), seguidos

pelo padréo intermediario (Trolox) e o hidrofilico (AG).

Tabela 8. Determinacao da capacidade antioxidante pelo método ABTS (N = 3).

Amostra Concentracdo Equivalente mg g™
AG Trolox BHT
APFEBH 1,05+0,18 10,67 £ 1,75 7,91+ 1,46
APFHH 1,75+ 018 17,28 £ 1,75 13,43 £ 1,46
APFHAC 1,62 +0,18 16,12 £ 1,75 12,47 £ 1,46
APFHC 1,59 + 0,37 15,83 £ 3,50 12,23 £2,92
APFHM 1,29 + 018 1299 £ 1,75 9,85+ 1,46
APFEBM 1,93+0,01 18,97 £ 0,01 14,85 + 0,01
APFMH 1,91+0,18 18,85+ 1,75 14,75 £ 1,46
APFMH:C 1,49+0,18 16,58 £ 0,01 12,81 £ 1,46
APFMAC 1,72+ 0,74 17,15+ 0,01 13,30 £ 1,46
APFMC 1,67 £ 0,55 16,54 £ 1,75 12,81 £ 1,46
APFMM 1,69 + 018 16,78 £ 1,75 13,02 £ 1,46

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2014.

De acordo com os valores obtidos para a determinacdo da capacidade antioxidante
pelo método ABTS, as fracdes e extratos de APF analisados, os melhores resultados
apresentados encontram-se na comparagdo em equivalente com o padrdo Trolox, em
sequéncia, BHT e AG.

Para os obtidos da fase hexanica, a fragdo APFHH apresentou melhor indice da

capacidade antioxidante, assim como no ensaio de FC, seguidos na ordem com valores
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proximos, as fragdes APFHAC, APFHC, APFHM e APFEBH. Nesse caso, 0 extrato bruto
obteve o menor indice.

Com relacdo aos obtidos da fase metandlica, o extrato bruto obteve o maior resultado
(APFEBM), seguidos pelas fracdes APFMH, APFMAC, APFMM, APFMH:C e APFMC,
com valores significativamente semelhantes.

Ao se tratar de extratos vegetais e fracGes obtidas, devido ao fato dos varios
compostos antioxidantes ou até mesmo compostos redutores presentes apresentarem
diferencas em suas estruturas, as suas propriedades/aspectos também se mostram diferentes e
nesse caso pode-se citar como exemplo: solubilidade em meio aquoso que é uma
consequéncia do grau de hidrofilicidade ou lipofilicidade, complexidade ou tamanho das
estruturas dos compostos, potencial redox e distribuicdo dos compostos nas amostras reais
analisadas, por esse motivo, utilizou-se os trés padrdes, onde o AG (hidrofilico), Trolox
(polaridade intermediaria) e BHT (lipofilico) (REZENDE, 2010).

Segundo, Ak e Giilcin (2008), o estudo realizado para avaliagdo da curcumina em
solucdo etandlica, pelo método ABTS, os resultados obtidos apresentaram relacdo dependente
da concentracao, frente aos padrées BHT e Trolox. Na concentracdo de 45 pg/mL, obteve-se
valores de equivalentes em BHT, maiores que o Trolox (97,8 e 79,6). Em comparagdo com
esses resultados, as amostras analisadas também apresentaram maiores valores para o padrao
BHT, em todas as amostras (AK; GULCIN, 2008).

Soong e Barlow (2004), ao analisar os compostos fendlicos da manga, tamarindo,
abacate e jaca, a partir de extratos hidroalcoolicos (etanol:agua 50%), pelo método de FC,
obtiveram os valores equivalentes em mg.g™ de, 2,4 (manga), 3,9 (tamarindo), 1,3 abacate e
0,9 jaca, frente ao padrdo AG, em comparacdo com os resultados obtidos das amostras
analisadas os extratos e fracGes de A. pyrifolium apresentam valores semelhantes de
compostos fendlicos. As amostras denominadas APFMH:C, APFMAC e APFMC,
apresentaram valores maiores do que encontrados no estudo (SOONG; BARLOW, 2004).
Ainda nesse estudo, os valores obtidos pelo método ABTS para o padrdo AG em umol/g
foram de 7,2 manga, 17,0 tamarindo, 4,9 abacate e 3,0 jaca, considerando assim, valores de
inibicdo do radical maiores do que os encontrados no estudo das amostras de A. pyrifolium
quando comparadas ao padrdo hidrofilico.

De acordo com Flores et al., (2013), estudo com a polpa da goiaba da Costa Rica
Psidium friedrichsthalianum, para avaliacdo da atividade antioxidante e anti-inflamatoria,
apo6s um processo de liofilizagdo com metanol:agua (70:30), realizou-se uma particao e foram

obtidas fracOes de hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. Estas fragdes obtidas,
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juntamente com o0 extrato bruto da goiaba, foram avaliadas quanto a sua capacidade
antioxidante pelo método ABTS, tiveram seus resultados comparados em equivalentes de
trolox e a ordem da atividade entre as fracdes foi a fracdo acetato de etila mais potente,
sequidas do extrato bruto, n-butanol, cloroférmio e hexano (FLORES et al., 2013). Nosso
estudo apresentou resultado quando comparado em equivalente de trolox a fragdo mais
potente obtida do hexano, seguido pelas fracfes, acetato de etila, cloroférmio, metanol e
extrato bruto.

Outros estudos disponiveis na literatura sobre a avaliagdo do potencial antioxidante
de espécies de Aspidosperma demonstrou, que a espécie A. quebracho-blanco apresentava
atividade antioxidante desprezivel de acordo com BORNEO et al., 2009, assim como a
espécie A. macrocarpum apresentou baixo indice de atividade antioxidante, quando
comparados em consideracdo os potenciais de materiais sabidamente produtores de polifendis
e com alta atividade antioxidante, como os extratos de uva Chardonay (Vitis vinifera) e amora
(Morus nigra e M. alba), (Aquino, 2012).

De acordo com Azedo, 2013, os valores encontrados para amostras de extratos
atomizados de A. pyrifolium evidencia valores pouco superior ao padrdo estabelecido
campferol, que obteve 1,34 mmol/g em equivalente de trolox e a amostra analisada de A.
pyrifolium de 3,06 mmol/g de equivalente de trolox (AZEVEDO, 2013).

Os melhores valores encontrados para as fracdes hexanicas, também foram os

melhores resultados da atividade farmacoldgica leishmanicida.
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6 CONCLUSOES

O estudo quimico da espécie A. pyrifolium revelou a presenca de triterpenos,
compostos fendlicos e alcaloides. Foram isolados o triterpeno, acido betulinico, e o
acido benzoico;

O ensaio da atividade farmacoldgica, demonstrou que as fragdes obtidas destas
espécies isoladas, foram ativas contra as formas promastigotas de cepas de L.
amazonensis, na atividade biologica leishmanicida;

O ensaio para determinacdo da capacidade antioxidante (ABTS) e fenolicos totais
(FC) nas fragcbes estudadas, mostraram ser bastante promissores, apesar de apresentar
valores inferiores quando comparado com a literatura. Entretanto, ao ser analisado 0s
resultados com os padrdes intermediarios e lipofilicos nota-se que estes apresentaram
concentragOes semelhantes e maiores dos valores encontrados na literatura. A fragéo
onde isolou-se o &cido betulinico, que foi mais ativa farmacologicamente, também
apresentou o melhor resultado da avaliacdo da capacidade antioxidante;

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para a avaliacdo quimica da
capacidade antioxidante da espécie A. pyrifolium e justificam estudos farmacologicos

mais aprofundados.
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