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RESUMO

OHASHI, L H. Caracterizacdo fitoquimica e atividade antiplasmdédica de
Palicourea hoffmannseggiana (Schut.) Borhidi (Rubiaceae) da Praia do
Crispim, municipio de Marapanim, estado do Para. Dissertacdo de Mestrado,
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas - PPGCF, Universidade
Federal do Para, Belém, 2020.

O presente trabalho descreve a analise farmacogndstica, fitoquimica e a avaliacao
da atividade antiplasmaddica in vitro em cultivo de Plasmodium falciparum (W2) de
Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi (Rubiaceae) coletada na praia do
Crispim, municipio de Marapanim, Para. Extratos etandlicos, hidroetandlicos e
aguosos das folhas e caules foram preparados por maceracdo descontinua,
sonicacdo e decoccdo. A extracdo de alcaloides foi realizada por métodos de
separacdo Aacido-base e o extrato etandlico de folhas foi submetido a particdo
liquido. A prospeccéo fitoquimica dos extratos foi realizada por Cromatografia em
Camada Delgada de silica gel (CCD), com resultados positivos para cumarinas,
saponinas, alcaloides, polifenois, taninos para todos o0s extratos, e esteroides e
triterpenos, apenas nos extratos etandlicos. Os perfis cromatograficos dos extratos e
fracbes obtidos foram registrados por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
acoplada a dispositivo de diodo (CLUE-DAD), e Espectrometria de Massas no modo
sequencial (CLUE-DAD-ESI-EM/EM), e foram avaliados para atividade
antiplasmaodica em culturas de P. falciparum resistente a cloroquina (clone W2) pelo
método PfLDH. Analises por CLUE-DAD demonstraram alta semelhanca de perfis
cromatograficos dos diferentes extratos brutos. Andlises por CLUE-DAD-ESI-EM/EM
revelaram a presenca majoritaria de acidos clorogénicos, estrictosidinico e lialosidico
nos diferentes extratos brutos, bem como permitiu a caracterizacdo de um possivel
novo alcaloide para o qual foi proposta a estrutura de um sinapoil derivado do acido
lialosidico. Além disso, alcaloides B-carbolinicos, como harmano e 4-metil-3-
carbolina, juntamente com a N-metiltriptamina, foram identificados nas fracdes mais
ativas. Em relacdo a atividade antiplasmdédica, as fracBes diclorometanica e
cloroférmica das extracBes de alcaloides e cloroférmica a partir da particao liquido-
liguido apresentaram atividade antiplasmddica de moderada a elevada, com
porcentagem de reducdo do crescimento do parasito entre 65,5 + 10,6% e 96,5 *
4,9%, enquanto os extratos etandlicos, hidroetandlicos e aguosos mostraram-se
inativos ou pouco ativos. Em concluséo, os fracionamentos por extracdes acido-base
e particdo liquido-liquido foram efetivos, levando a fragBes altamente ativas nas
quais foram identificados alcaloides p-carbolinicos, possivelmente responsaveis pela
atividade desta espécie, descrita neste trabalho pela primeira vez.

Palavras-chave: Alcaloides; Atividade antiplasmddica; CLUE-DAD-ESI-EM\EM,;
Fitoquimica; Palicourea hoffmannseggiana; Rubiaceae.



ABSTRACT

OHASHI, L H. Phytochemical characterization and antiplasmodial activity of of
Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi (Rubiaceae) from Crispim
beach, municipality of Marapanim, state of Para. Master Thesis, Programa de
Pos-graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas - PPGCF, UFPA, 2020.

The present master thesis describes the pharmacognostic, phytochemical analysis
and the evaluation of the antiplasmodial activity of Palicourea hoffmannseggiana
(Schult.) Borhidi (Rubiaceae), against Plasmodium falciparum (W2). Ethanol,
hydroethanol and aqueous extracts from leaves and stems were prepared by batch
maceration, sonication and decoction, the separation of alkaloids was carried out by
acid-base extraction methods. Phytochemical prospecting of the extracts was
performed by silica gel Thin Layer Chromatography (TLC) that showed positive
results for coumarins, saponins, alkaloids, polyphenols, tannins for all the extracts.
Steroids and triterpenes were detected only in the ethanol extracts. The
chromatographic profiles of the obtained extracts and fractions were registered by
Ultra-High Performance Liquid Chromatography coupled to Diode Array Detector
(UPLC-DAD), and mass analyses were determined by Ultra-High Performance Liquid
Chromatography tandem Mass Spectrometry (UPLC-DAD-ESI-MS\MS). Evaluation
of the antiplasmodial activity against chloroquine resistant. P. falciparum cultures
(clone W2) was performed by the lactatedehydrogenase method (PfLDH). Analyzes
by UPLC-DAD corroborate the results of the TLC prospecting, besides demonstrating
high similarity of chromatographic profiles of the crude extracts. Analyses by UPLC-
DAD-ESI-MS\MS revealed the presence of chlorogenic acids, strictosidinic acid and
lialosidic acid in different extracts, as well as allowed the characterization of a
possible new alkaloid, a sinapoyl derivative of lialosidic acid. In addition, B-carboline
alkaloids, such as harmano and 4-methyl-B-carboline, together with N-
methyltryptamine, have been identified in the most active fractions. Regarding the
antiplasmodial activity, the dichloromethane and chloroform fractions of the
extractions of alkaloids and the chloroform fraction from liquid-liquid partitions
showed high activity, with a percentage of reduction of the parasite growth between
65.5 £ 10.6% and 96.5 * 4.9%, while the crude extracts were inactive or showed low
activity. In conclusion, the fractionations by acid-base extractions and liquid-liquid
partitions were effective, leading to highly active fractions in which B-carboline
alkaloids were identified as possibly responsible for the activity of this species that is
described in this work for the first time.

Keywords: Alkaloids; Antiplasmodial activity; UPLC-DAD-ESI-MS\MS;
Phytochemistry; Palicourea hoffmannseggiana; Rubiaceae.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, um dos problemas relacionado ao tratamento da malaria, é a
resisténcia do parasito aos farmacos disponiveis. A resisténcia pode ocorrer como
consequéncia de diversos fatores, entre eles, a falta de adesdo do paciente ao
regime prescrito de antimalaricos, administragdo de uma dose incorreta de farmaco,
e 0 uso de monoterapias orais a base de artemisinina e medicamentos abaixo do
padrdo. O aumento da resisténcia aos antimalaricos impulsionou as pesquisas por
novas substancias quimicas efetivas e seguras para o tratamento da maléria
(KFFURI, 2014; DUARTE, 2019). Nesse contexto, a busca por novas alternativas de
tratamento e novas moléculas antimalaricas se torna urgente.

Os produtos naturais constituem ricas fontes de farmacos e a investigacdo de
plantas medicinais de uso popular ou tradicional representa uma estratégia valida na
pesquisa de substancias bioativas, potenciais farmacos (fitofarmacos).
Aproximadamente, 25% dos farmacos utilizados nos paises industrializados foram
obtidos de forma direta ou indiretamente de plantas medicinais (BRASIL, 2016;
CARVALHO & SILVEIRA, 2010). Entre os anos de 1940 e o final de 2014, 85 (49%)
moléculas aprovadas pelo FDA para o tratamento do cancer foram oriundas ou
derivados de produtos naturais (NEWMAN & CRAGG, 2016). Em relacdo aos
medicamentos antiparasitarios, 7 de um total de 20 moléculas aprovadas, no periodo
de janeiro de 1981 a setembro de 2019, foram obtidos de plantas, correspondendo a
35% (NEWMAN & CRAGG, 2020).

O uso de plantas para o tratamento de doencas data de milhares de anos,
contudo ndo existe um consenso sobre a época exata em que teve inicio (FIRMO et
al.,, 2011). Somente a partir do século XIX iniciou-se a pesquisa cientifica de
substéancias biologicamente ativas presentes nas plantas, tais como o isolamento da
morfina, de codeina, papaverina, atropina, cafeina, tubocurarina, camptotecina,
forscolina, vincristina e vimblastina, e o taxol, entre outras (CALIXTO & SIQUEIRA,
2008; GRANADA et al., 2007; CIOTONEA & CERNATESCU, 2010; MELEGARI,
2014; WANG et al., 2018).

Dentre as familias botanicas utilizadas na medicina tradicional pode-se citar a
familia Rubiaceae, que inclui 620 géneros e 13.000 espécies, distribuidas nas

regides tropicais e subtropicais, sendo também encontradas nas regides temperadas
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e frias da Europa e no norte do Canadd (CRUZ et al., 2020; LY et al., 2020). De
Cinchona calisaya Wedd. e C. succirubra Pav. ex Klotzsch, pertencentes a esta
familia botanica, Pierre Joseph Pelletier e Jean Bienaime Caventou isolaram a
quinina, em 1820, o primeiro farmaco utilizado no tratamento da malaria (OLIVEIRA
& SZCZERBOWSKI, 2009).

Nesse contexto, os géneros Palicourea e Psychotria, pertencentes a familia
Rubiaceae, destacam-se pelo seu uso na medicina tradicional e suas propriedades
farmacoldgicas, além de serem caracterizados pela presenca de alcaloides, assim
como flavonoides, cumarinas, terpenoides e peptidios ciclicos, que podem ser
responsaveis por uma ampla variedade de atividades biolégicas (CALIXTO et al.,
2016; DUSMAN et al., 2004; VENCATO et al., 2006; VALVERDE et al., 1999). O
género Palicourea compreende cerca de 230 espécies sendo seus representantes
encontrados nas regides tropicais da América Central e América do Sul (TAYLOR,
1989; ROSA et al.,, 2010). Ja a espécie Palicourea hoffmannseggiana (Schult.)
Borhidi, possui como sinonimia botanica os nomes Psychotria hoffmannseggiana
(Willd. Ex Schult.) Mull. Arg., Psychotria barbiflora DC., entre outros. E um arbusto
de pequeno porte, com altura entre de 0,5 a 2,0 m, amplamente distribuida no Brasil
(DELPRETE & KIRKBRIDE, 2016; TEIXEIRA & MACHADO, 2004; DELPRETE,
2010).

A diversidade de alcaloides bioativos presentes no género Palicourea
(PORTO et al., 2009), e a auséncia de estudos sobre a atividade antiplasmaddica da
espécie, motivaram o projeto desta dissertacdo que teve como objetivo a realizacdo
de estudos farmacognésticos do material vegetal, além da avaliacdo da atividade
antiplasmaddica de Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi e a caracterizacdo

fitoquimica dos extratos e das fracGes ativas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae € a mais representativa da ordem Gentianales e uma das
maiores dentre as Angiospermae, com aproximadamente 13.000 espécies,
correspondendo por volta de 66% do total das Gentianales, classificados em cerca
de 620 géneros. Estudos recentes de taxonomia botanica subdividiram esta familia
em trés subfamilias, Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae, e 65 tribos
(DELPRETE & JARDIM, 2012; XU & CHANG, 2017; WIKSTROM et al., 2020; CRUZ
et al., 2020; LY et al., 2020). As espécies desta familia estdo presentes em todos 0s
continentes, ocorrendo principalmente nas regides tropiciais e subtropicais, porém
também ocorrem nas regifes temperadas e frias do planeta (BREMER &
ERIKSSON, 2009; DAVIS et al., 2009; JUNG-MENDACOLLI, 2007; SOUZA et al.,
2013). Espécies pertencentes a familia Rubiaceae sdo encontradas nos seguintes
dominios fitogeograficos: Amazobnia (749 espécies), Caatinga (172 espécies),
Cerrado (401 espécies), Mata Atlantica (575 espécies), Pampa (47 espécies),
Pantanal (35 espécies) (http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB210).

A familia Rubiaceae é conhecida por reunir espécies com importancia
econbmica, seja medicinal, alimenticia, madeireira ou na producdo de corantes.
Demonstrou-se que diversas espécies desta familia apresentam atividades
biolégicas, experimentalmente comprovadas, como antimaldrica, antimicrobiana,
anti-hipertensiva, antidiabética, atividade antioxidante, anti-inflamatéria e acdo no
sistema nervoso, como ansiolitica, antidepressiva (KALA, 2015; FARIAS, 2006;
BOTH, 2005). Alcaloides bioativos s&do descritos entre 0s constituintes
micromoleculares de espécies desta familia, como Coffea arabica L., o popular café,
bebida estimulante e tonificante que contém a cafeina como substancia
farmacologicamente ativa, com acdo estimulante do sistema nervoso central (DI
STASI & HIRUMA-LIMA, 2002; MENDOZA et al, 2004; CAZARIM & UETA, 2014;
SANTOS et al., 2015). De uso medicinal, destacam-se espécies de Cinchona L.,
conhecidas como quinas, ricas em alcaloides quinolinicos, como a quinina, o
primeiro farmaco utilizado em tratamento da malaria (PORTO et al., 2009;
MELENDEZ-GOMEZ & KOUZNETSOV, 2005). O extrato de Uncaria tomentosa é
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conhecido por apresentar atividade antioxidante e citostatica que sédo devidas, em
parte, & presenca de alcaloides isolados dos extratos desta planta (PORTO et al.,
2009).

Estudos fitoquimicos de espécies desta familia revelaram uma grande
variedade de classes de metabdlitos secundarios, como iridoides, alcaloides
inddlicos, antraquinonas, terpenos (diterpenos e triterpenos), flavonoides e outros
fendlicos, muitos destes com alto potencial biolégico. O grande numero de
substancias descritas na literatura e as atividades farmacologicas relatadas para
diversas espécies desta familia demonstram que Rubiaceae é uma fonte promissora
de substancias bioativas, potenciais farmacos ou prototipos de novos farmacos
(MARTINS & NUNEZ, 2015; OLIVEIRA, 2009).

A familia Rubiaceae € conhecida por produzir alcaloides pertencentes a
diversas classes, destacando-se a dos alcaloides isoquilinicos, quinolinicos e
inddlicos. Os iridéides sé@o considerados marcadores da subfamilia Ixoroideae,
enquanto os alcaloides indolicos sdo considerados marcadores da subfamilia
Cinchonoideae e antraquinonas da subfamilia Rubioideae (MENDONCA et al.,
2015).

2.1.1 O GENERO PALICOUREA

O género Palicourea, compreende mais de 230 espécies (NASCIMENTO et
al., 2005; BERGER et al., 2012; MORAES, 2017; BERGER et al., 2015). Estudos
taxondmicos realizados por Schumann, em 1891, caracterizaram o0 género
Psychotria, separando-o do género Palicourea, apds um estudo sistematico da
familia Rubiaceae (STANDLEY, 1936; STEYERMARK, 1972; TAYLOR, 1989, 1997).

Entre os séculos 20 e inicio do século 21, Palicourea Aubl. e Psychotria L.
eram considerados como diferentes géneros da tribo Psychotrieae, apesar de suas
semelhancas morfologicas. A separacdo desses géneros ocorria a partir da
diferenciacdo das corolas. Espécies do género Palicourea apresentam corolas
relativamente grandes, com bases largas, de coloragdo amarela, laranja, vermelha,
rosa ou lilas, raramente brancas, e sdo polinizadas por beija-flores e borboletas. O
género Psychotria apresenta corolas glabras internamente, abaixo do estame, e nao

possui base larga, as coloracdes das corolas podem ser brancas, amarelas claras,
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verdes claras ou beges, e séo polinizados por abelhas e outros insetos pequenos
(DELPRETE & KIRKBRIDE, 2016; TAYLOR, 1989, TAYLOR et al., 2007).

O género Psychotria era dividido em dois subgéneros: Psychotria e
Heteropsychotria Steyern. Entretanto, recentemente, Delprete e Kirkbride (2016)
demonstraram, por meio de estudos de filogenia molecular, que a tribo Psychotrieae
€ composta por apenas dois grupos monofiléticos, um deles formado pelo subgénero
Psychotria e outro grupo incluindo o género Palicourea e o0 subgénero
Heteropsychotria, transferindo diversas espécies deste subgénero para o género
Palicourea (DELPRETE & KIRKBRIDE, 2016). Entre essas espécies encontra-se a
Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi, anteriormente denominada
Psychotria hoffmannseggiana (Schult.) Mull. Arg.

O género Palicourea pertence a subfamilia Rubioideae, que possui as
antraquinonas como marcadores fitoquimico, entretanto estudos sobre a distribuicdo
de metabdlitos secundarios em subfamilias da familia Rubiaceae apontaram que a
Rubioideae possui uma alta concentracdo de alcaloides, destacando-se por produzir
alcaloides indolicos monoterpénicos, porém em concentracao inferior a subfamilia
Cinchonoideae (PEREIRA & BARBOSA, 2006; MENDONCA et al., 2015).

2.1.2 Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi

Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi é uma denominacdo recente
(GARGOMINY, 2020) desta espécie para a qual sao registradas 22 sinonimias,
entre as quais Psychotria hoffmannseggiana (Willd. ex Schult.) Mull. Arg.,;
Carapichea patrisii DC, Cephaelis hoffmannseggiana Schult., Cephaelis patrisii (DC.)
D. Dietr., Cephaelis rubra Willd. ex Roem. & Schult., Psychotria bahiensis Mull. Arg.,
Psychotria barbiflora DC., Psychotria flavicans Mull. Arg., Psychotria furcata DC.,
Psychotria heterocephala Mull. Arg., Psychotria hoffmannseggiana (Schult.) Mull.
Arg., Psychotria hoffmannseggiana fo. Pubescens Steyerm., Psychotria rubra (Willd.
Ex Roem. & Schult.) Mill. Arg. e Uragoga carapichea Kuntze (DELPRETE &
KIRKBRIDE, 2016; www.tropicos.org/name/100408987; TAYLOR et al., 2014).

Atualmente, esta espécie tem a classificacdo taxonémica mostrada no Quadro 1.
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Quadro 01 - Classificagdo taxonémica de Palicourea hoffmannseggiana (Schult.)
Borhidi.

Classe Equisetopsida C. Agardh

Subclasse Magnoliidae Novak ex Takht.

Superordem Asteranae Takht.

Ordem Gentianales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia Rubiaceae Juss.

Género Palicourea Aubl.

Espécie Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi

Fonte: www.tropicos.org/name/100408987

Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi esta presente em paises das
Américas Central e do Sul, como, por exemplo, Brasil, México, Equador, Colémbia e
Venezuela. No Brasil, ocorre em Estados de todas as regifes, até Santa Catarina
(https://www.tropicos.org/name/100408987). Segundo Delprete (2010), esta espécie
€ amplamente distribuida e bastante comum, estando fora de perigo ecoldgico
eminente. No entanto, ndo localizamos imagens com esta denominacédo e imagens
de espécime identificado como Psychotria hoffmannseggiana (Willd. ex Schult.)
Mull.LArg, que € uma das sinonimias (DELPRETE & KIRKBRIDE, 2016;
www.tropicos.org/name/100408987) sdo mostradas na Figura 01. OK

Figura 01 - Psychotria hoffmannseggiana (Willd. ex Schult.) Mill.Arg
Legenda: a. Ramos com inflorescéncias; b. Ramo com inflorescéncia.
Fonte: FERREIRA JUNIOR & VIEIRA, 2015.

Psychotria hoffmannseggiana (Willd. ex Schult.) é, também, considerado um
nome aceito Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi e Psychotria barbiflora
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DC é uma das diversas sinonimias. Trata-se de um arbusto, com altura variando
entre 0,5 -1 m (DELPRETE, 2010; TEIXEIRA & MACHADO, 2004).

Em alguns herbarios encontra-se identificada com o nome Psychotria
barbiflora DC., atualmente relacionado entre os seus sindnimos (DELPRETE, 2010).
Para um espécimen com esta nomenclatura foi relatado o isolamento de dois
alcaloides, o harmano (Figura 02. a) e o acido estrictosidinico (Figura 02. b)
(OLIVEIRA et al.,, 2013). Estudos realizados por Naves (2014) com Psychotria
hoffmannseggiana, sinonimia de Palicourea hoffmannseggiana, levaram ao
isolamento de sinapato de metila (Figura 03. a), um éster metilico do acido sinapico;
uma cumarina, a 6-hidroxi-7-metoxicumarina, conhecida como isoescopoletina
(Figura 03. b); cinco alcaloides, sendo trés inddlicos, harmano, N-metil-1,2,3,4-
tetraidro-B-carbolina (Figura 02. c¢), N,N-dimetiltriptamina (Figura 02. d), um alcaldide
polinddlico, a (+) - quimonantina (Figura 02. e) e um alcaloide inddlico
monoterpénico, 0 acido estrictosidinico (Figura 02. b); além de um derivado da
glicose, a B-etilglicose (Figura 03. c).

Sob a nomenclatura de Psychotria rubra, Hayashi e colaboradores (1987)
isolaram duas substancias, uma quinona chamada psychorubrina (Figura 03. d) e
um terpeno, helenalina (Figura 03. e). Foi relatado o isolamento dos flavonoides, 6-
hidroxi-luteolina-7-O-rutenosideo (Figura 03. f) e luteolina-7-O-rutenosideo (Figura
03. g), os terpenos, 6a-hidroxigeniposideo (Figura 03. h) e psyrubrina A (Figura 03. i)
(LU et al.,, 2014). De Psychotria bahiensis DC., Paul e colaboradores (2003),
isolaram os seguintes alcaloides: 5a-carboxiestrictosidina (Figura 02. f), (E)/(Z)-
vallesiachotamina (Figura 02. g), angustina (Figura 02. h), bahienosida A (Figura 02.

i), bahienosida B (Figura 02. j), estrictosamida (Figura 02. k).
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Figura 02 - Estruturas quimicas de alcaloides isolados de Palicourea hoffmannseggiana e sinonimias.
Legenda: a — harmano ; b - &cido estrictosidinico; ¢ - N-metil-1,2,3,4-tetrahidro-B-carbolina; d — N,N-dimetiltriptamina; e -(+)-quimonantina; f - 5a-
carboxiestrictosidina; g - (E)/(2)-vallesiachotamina; h - angustina; i — bahienosida A; j — bahienosida B; k - estrictosamida.
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Figura 03 - Estruturas quimicas de metabdlitos n&do alcaloides isolados de Palicourea hoffmannseggiana e sinonimias.
Legenda: a — sinapato de metila; b - isoescopoletina; ¢ - B-etilglicose; d — psychorubrina; e - helenalina; f — 6-hidroxi-luteolina-7-O-rutenosideo; g - luteolina-
7-O-rutenosideo; h - 6a-hidroxygeniposideo; i — psyrubrina A.



29

2.2 A Maléaria

A maléria é uma parasitose humana grave. Esta doenca também é conhecida
como paludismo, impaludismo, febre palustre, o termo maléria surgiu apenas no
século XIX, visto se acreditar que esta doenca era causada por vapores dos
pantanos, justificando-se o nome “Mal aire”, em italiano. Apenas em 1880, foi
descoberto pelo médico Charles Louis Alphonse Laveran que a malaria era uma
hemoparasitose, descoberta que foi posteriormente confirmada por Gerhardt
(NEVES et al., 2004).

Trata-se de uma doenca infecciosa, cujos agentes etioldégicos sao
protozoarios do género Plasmodium sendo que cinco espécies sdo responsaveis
pela malaria em humanos: P. falciparum, P. vivax P. malariae, P. ovale, P. knowlesi
e P. cynomolgi. A infeccdo pelo P. falciparum é considerada a mais grave por ser
este causador da malaria cerebral, que leva o paciente a morte, na maioria dos
casos. A transmissdo do parasito ocorre através da picada de mosquitos fémeas
infectadas do género Anopheles (BENNET & WARREN, 1965; COX-SINGH et al.,
2008; FRANCA et al., 2008; HELLEMOND et al., 2009).

Esta patologia esta presente em regides tropicais e subtropicais, tendo sido
erradicada de paises temperados nos ultimos 100 anos. A incidéncia da doenca
depende de questbes ambientais adequadas para vetores, em relacdo a altitude,
clima, vegetacdo e a ndo implementacdo de medidas de controle e, portanto,
estando relacionado com a pobreza e desastres naturais (ASHLEY et al., 2018).

No ano de 2018 ocorreram cerca de 228 milhfes de casos de malaria no
mundo, e cerca de 405 000 mortes causadas por esta doenca. O maior nimero de
casos de maléaria registrados em 2018 ocorreu na Africa. Nesta regifio prevalece a
infeccéo por P. falciparum, responsavel por cerca de 99,7% dos casos, em 2018. No
entanto, nas Américas prevalece a infeccao pelo P. vivax, representando 75% dos
casos de malaria nesta regiao (WHO, 2019).

Globalmente, observou-se uma reducdo na incidéncia da malaria no mundo
gue passou de 71 casos por 1.000 habitantes em risco no ano de 2010, para 57
casos em 1.000 no ano de 2018. No entanto, nas Américas, houve um aumento
moderado na incidéncia neste periodo, devido ao aumento dos casos na Venezuela.
Em relacdo as mortes causadas pela malaria houve um declinio entre os anos de

2010 a 2018, com excegdo das Américas, em que ocorreu um aumento devido as
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mortes na Venezuela, e do Mediterraneo oriental devido ao aumento de mortes na
Somalia, Sudéo e Iémen (WHO, 2019).

O ciclo biologico do Plasmodium (Figura 04) no hospedeiro humano se inicia
com a transmissao do parasito, que ocorre durante o repasto sanguineo de fémeas
de mosquitos do género Anopheles infectadas. Neste processo, 0S esporozoitos,
formas infectantes do parasito, sao inoculadas na derme do hospedeiro com a saliva
infectada do mosquito. Os esporozoitos ganham os capilares sanguineos e
alcancam o figado. Nesse 6rgao, penetram nos hepatdcitos, onde formam o vacuolo
parasitéforo e inicia 0 chamado ciclo hepético ou extra-eritrocitico da malaria, com
intensa multiplicagdo no interior dos hepatdcitos, por esquizogonia, gerando o0s
merozoitos envoltos por uma vesicula chamada merossoma. Alguns esporozoitos
das espécies de parasita, P. vivax e P. ovale, podem permanecer em estado latente
ou de dorméncia durante meses ou anos apos alojarem-se nos hepatdcitos, sendo
denominados de hipnozoitos e sdo essas formas as responsaveis pelas ocorréncias
de episddios tardios ou recaidas da malaria. Apos aproximadamente uma semana
de intensa multiplicacdo, ocorre o rompimento dos hepatocitos infectados e a
liberacdo dos merozoitos na circulacdo sanguinea, sendo denominados
exoeritrociticos. Essas formas séo liberadas do interior do merossoma e invadem 0s
eritrocitos, dando inicio ao ciclo eritrocitico da malaria, nesta fase do ciclo, os
parasitas intraeritrociticos sdo sujeitos a acao de anticorpos, macréfagos e citocinas
malaria (GREENWOOD et al., 2008).

No decorrer da internalizacdo do parasito ocorre a formag¢do do vacuolo
parasitoforo que envolve o parasita até o momento da ruptura do eritrocito, quando
ocorre a liberagcdo de novos merozoitos. A partir desse momento ocorre uma seérie
de modificagcbes morfolégicas e estruturais no parasito, passando pelos estagios
iniciais de trofozoito jovem (ou anel) e trofozoito maduro. Este originara um
esquizonte multinucleado, através de um novo processo de esquizogonia, € a Nnovos
merozoitos que irdo invadirdo novos eritrocitos. Os merozoitos sanguineos se
diferenciam em gametécitos masculino e feminino, formas sexuadas do parasita,
formas infectantes para o hospedeiro invertebrado. Estes gametécitos permanecem
na circulacdo sanguinea até que ocorra 0 repasto sanguineo por uma fémea de
anofelino e a ingestdo destas formas malaria (Figura 04; GREENWOOD et al.,
2008).



31

1
/' Mosquito takes a blood meal,
inoculating human
with sporozoites <
Mosquito stages

viii

¢ immunity

Peritrophic matrix

Vil
Antibody,
complement

Mosquito takes a blood meal,
ingesting gametocytes

Figura 04 — Principais etapas do ciclo biolégico de protozoéarios Plasmodium sp.
Fonte: GREENWOOD et al., 2008

No interior do mosquito ocorre a fertilizacdo e os gametocitos originam novas
formas de desenvolvimento do parasito, chamadas de oocineto, oocisto e o0s
esporozoitos. No momento que a fémea do mosquito Anopheles, contendo milhares
de esporozoitos infectantes, em suas glandulas salivares, realiza o repasto
sanguineo, inocula os esporozoitos na pele de um novo hospedeiro vertebrado,
iniciando um novo ciclo da malaria (Figura 04; GREENWOOD et al., 2008).

As manifestacdes clinicas da doenca ocorrem durante o ciclo eritrocitario
assexuado do parasita. Devido a destruicao dos eritrocitos e liberacéo dos parasitas,
juntamente, com seus metabolitos, acarretando em uma resposta do organismo do

hospedeiro (NEVES et al., 2004). Assim, manifestagfes clinicas como febre alta
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intermitente, que pode atingir 39 — 40 °C e durar de 3 a 4 horas, além de mal-estar
geral, com nauseas, sudacdo profunda, mialgia e artralgia, anemia, ictericia, inchago
no figado e no baco sédo recorrentes. Na forma grave da doenca pode ocorrer
malaria cerebral, anemia grave, dificuldades respiratorias, insuficiéncia renal,
coagulacao intravascular disseminada, acidose latica e hipoglicemia (FRANCA et al.,
2008; ROSAS, 2003).

2.2.1 QUIMIOTERAPIA ANTIMALARICA

A quimioterapia antimalarica é o principal fator para a reducdo da morbidade e
mortalidade desta doenca. A escolha do tratamento adequado de um paciente com
malaria deve ser precedida de informacdes sobre a gravidade da doenca, espécie
do Plasmodium, idade do paciente, histérico de exposicdo anterior a infeccédo e a
suscetibilidade dos parasitas aos antimalaricos convencionais. Atualmente, ainda
nao foi estabelecido tratamento Unico efetivo igualmente contra ambas as espécies
de Plasmodium prevalentes no Brasil (P. vivax e P. falciparum). Para cada espécie,
vem sendo utilizado um medicamento ou associacfes de medicamentos especificos,
em dosagens adequadas a situacdo de cada paciente (PIMENTEL et al., 2007).

Entre os principais farmacos antimalaricos, destacam-se quinina, cloroquina,
primaqguina, mefloquina e artemisinina e seus derivados (Figura 05). A quinina foi
isolada em 1820 de cascas da Chichona officinalis (Rubiaceae), planta nativa da
América do Sul, e € ativa contra formas eritrociticas de P. falciparum e P. vivax
(MULLER & HYDE, 2010). O alcaloide quinina continuou sendo usada como
principal tratamento da malaria ate a década de 1920, quando se tornaram
disponiveis farmacos sintéticos entre os estdo a primaquina, descoberta durante a
segunda guerra mundial, e a cloroquina, sintetizada em 1934, por quimicos alemaes
e passou a ser amplamente usada a partir de 1946. ApoOs alguns anos, outra
quinolina antimaléarica desenvolvida por pesquisadores norte-americanos surgiu no
mercado, a primaquina. Atualmente a quinina é usada no tratamento de malaria nao
complicada, ou seja, infeccbes que ndo apresentam complicacdes em diversos
orgaos, como insuficiéncia renal aguda, malaria cerebral, entre outros sinais e
sintomas clinicos (KFFURI, 2014; MELENDEZ-GOMEZ & KOUZNETSOV, 2005;
BRUNTON et al., 2012; MULLER & HYDE, 2010).
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Figura 05 — Estruturas quimicas dos principais farmacos antimalaricos.

Legenda: a - quinina; b — cloroquina; ¢ — primaquina; d — mefloquina; e — artemisinina; f — artemeter;
g — artesunato.

Fonte: Ferreira, 2015; Rang & Dale, 2012.

A cloroquina foi amplamente utilizada na quimioterapia antimalarica por ser de
baixo custo e altamente eficiente contra as formas sanguineas de varias espécies de
Plasmodium, humanos e ndo humanos. No entanto, seu uso durante décadas, como
monoterapia, no tratamento e na profilaxia da malaria, selecionou mutantes
resistentes ao farmaco, tanto em P. falciparum quanto em P. vivax, esse Ultimo em
menor escala (VENANZI & LOPEZ-VELEZ, 2016; BURGESS et al., 2010). A partir
da década de 1960 comecaram a surgir relatos de P. falciparum resistentes a
cloroquina (KFFURI, 2014). Neste sentido, a cloroquina, possui mecanismo de agao
como esquizonticida, induzindo a destruicdo ou inibicdo das formas assexuadas de
plasmadios nos eritrocitos, sendo utilizada para tratar a forma aguda da doenca. A
primaquina, outro derivado de quinolina, sintetizada em 1946, € ativa contra
gametocitos de todas as espécies de malaria humana e contra hipnozoitos do P.
vivax. J& a mefloquina, também quinolina-derivado, é um potente esquizonticida
sanguineo, de acdo prolongada contra o P. falciparum cloroquina resistente

(BRUNTON et al., 2012; RANG & DALE, 2012).
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Outro antimalérico importante é a artemisinina (Figura 05. e), uma lactona
sesquiterpénica contendo um grupo endoperoxido, isolada de Artemisia annua L.
(Asteraceae), uma planta nativa medicinal na China. Da artemisinina foram obtidos
derivados semissintéticos, como artéter, arteméter, artesunato e di-hidroartemisinina,
sendo o arteméter e o artesunato utilizados atualmente na terapia combinada
baseada em artemisinina — ACT, do inglés Artemisinin-based Combination Therapy
(WHO, 2019; BRASIL, 2020). A utilizacdo crescente da artemisinina no tratamento
da malaria deu-se a partir da década de 90 do século XX, passando a ser a primeira
linha terapéutica frente a malaria ndo complicada. Neste sentido, recentemente a
pesquisadora Youyou Tu, responsavel pelo projeto chinés que levou ao
desenvolvimento da artemisinina, recebeu o Nobel de Medicina, em reconhecimento
pela importancia mundial deste fitofarmaco no tratamento da malaria (GESSNER,
2015; LIU & LIU, 2016). A artemisinina e os seus derivados mais recentes
(artesunato, artemeter, artemotil, di-hidroartemisinina) produzem uma répida
resolucdo da parasitemia, causando uma reducdo no numero de parasitas no
sangue maior do que qualquer outro antimalarico conhecido. Por possuir um curto
tempo de meia-vida e um rapido inicio de acdo as artemisininas devem ser sempre
combinadas, no tratamento da malaria, com um farmaco de longa semi-vida que
remova 0s parasitas restantes, tal como mefloquina, lumefantrina, amodiaquina
(VILACA, 2010). A artemisinina e derivados sdo esquizonticidas sanguineos
potentes e de acdo rapida, provocando a eliminacdo do parasito e melhora dos
sintomas em menos tempo que a cloroquina ou a quinina (FERREIRA, 2015). Por
outro lado, as falhas na terapéutica da malaria sdo devidas a diversos fatores
(ASHLEY et al., 2018). Entre estes, destaca-se a dificil adesdo do paciente ao
tratamento, visto que os esquemas de tratamento da malaria sdo complexos e,
geralmente, consistem em dois ou mais medicamentos, além de possuir eventos
adversos como pruridos, nauseas, vomitos, dores abdominais e cdlicas. Outro fator
€ o0 baixo indice terapéutico dos antimalaricos e algumas interacfes
medicamentosas, que em alguns casos restringem a aplicacdo, comprometendo a
eficacia do tratamento. Adicionalmente, falhas técnicas e operacionais na execucgao
de campanhas de combate a doenca, aliadas a reducdo de recursos financeiros
governamentais destinados as campanhas e ao tratamento, a resisténcia do vetor
aos inseticidas utilizados, a resisténcia do Plasmodium aos antimalaricos e as

condi¢cbes socioecondmicas das populacdes atingidas, agravam as dificuldades para
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a erradicacédo da doenca no mundo (FERREIRA et al., 2014; MEDA, 2017; GOMES
et al., 2018). Contudo, a resisténcia do Plasmodium aos farmacos antimalaricos é o
maior problema no controle da malaria. P. falciparum, a espécie mais virulenta,
desenvolveu resisténcia a cloroquina ha mais de 50 anos. Atualmente, a resisténcia
desta espécie se estende a muitos farmacos, incluindo a sulfadoxina associada a
pirimetamina, atovaquona associada ao proguanil, & mefloquina e a artemisinina,
determinando o aparecimento de locais no qual a multirresisténcia a farmacos é
predominante (VENANZI & LOPEZ-VELEZ, 2016, WHO, 2019). O desenvolvimento
de multirresisténcia aos antimalaricos determina a urgéncia de novas terapéuticas
para a malaria, buscando controlar a propagacao da doenca.

Neste contexto, dado a origem de varios medicamentos antimalaricos e a
necessidade de novas agentes terapéuticos, a busca de produtos naturais com agao
antiplasmaodica e/ou antimalarica se apresenta de forma destacada no ambito de
PD&l (Pesquisa, Desenvolvimento & Inovagao), devido a sua diversidade estrutural
e quimica e as suas propriedades farmacologicas (RODRIGUES, 2018; SILVA,
2014). Neste sentido, o fracionamento bioguiado e a utilizacdo de técnicas
analiticas, como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
espectrometrias no UV (CLUE-DAD) e de massas (CLUE-DAD-ESI-EM), constitui
uma estratégia Util upara a identificacédo de substancias bioativas.

2.3 Desreplicacdo por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Dispositivo de Diodos e Espectrometria de Massas - CLUE-DAD-ESI-EM

Extratos de plantas possuem composicdo quimica bastante complexa,
contendo diversas classes de metabdlitos secundarios. Portanto, técnicas analiticas
que permitam a identificacdo da composi¢cdo quimica sao ferramentas Uteis para o
estudo da composicao fitoquimica das plantas. Entre os métodos mais usuais estéo
a cromatografia liguida e a espectrometria de massas (ERNST et al.,, 2014). A
cromatografia liquida é uma Gtima técnica de separagdo e analises qualitativas de
amostras e o acoplamento desta técnica ao espectrometro de massas originou uma
potente ferramenta para analises qualitativas e quantitativas, a Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada & Espectrometria de massas com ionizagao por
electrospray (CLUE-ESI-EM) (LANCAS, 2009). A CLUE-ESI-EM permite a

identificacdo substancias presentes em misturas complexas, com as vantagens de
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simplicidade no preparo das amostras, rapidez na obtencéo dos resultados, além de
uma alta seletividade e sensibilidade (RODRIGUES et al., 2006; SOUZA, 2008;
SPRENGER, 2011; GAUDENCIO & PEREIRA, 2015).

A espectrometria de massas com ioniza¢do por electrospray (ESI) tem sido
bastante utilizada nas mais diversas areas das ciéncias, com aplicagfes que variam
desde uma simples determinacdo do peso molecular ou quantificacdo até a
determinacao estrutural de uma substancia (CROTTI et al., 2006; GOBBO-NETO,
2007; ROCHA, 2017).

Utilizando um procedimento conhecido como desreplicacdo é possivel
identificar compostos presentes em uma mistura complexa, como um extrato,
simplificando-se o processo analitico por meio do uso de técnicas analiticas
acopladas a espectrometrias no UV e de massas (CLUE-DAD-ESI-EM). Esta técnica
vem sendo utilizada nos estudos de produtos naturais como uma ferramenta de
triagem molecular, permitindo identificar moléculas bioativas, sem a necessidade de
isolamento (SOUZA et al., 2011; FELICIO et al., 2012; PILON, 2015).

Neste contexto, o grupo de pesquisa liderado pela professora Alaide Braga de
Oliveira vem trabalhando, com sucesso, nesta linha de desreplicacdo de
extratos/fracdes bioativos frente ao P. falciparum. Estudos realizados pelo grupo ja
levaram a identificacdo de flavonoides, alcaloides, terpenos e acetogeninas de
extratos e fracdes de diferentes espécies também avaliadas quanto a atividade
antiplasmaodica em ensaios in vitro (NASCIMENTO et al., 2018; GONTIJO et al.,
2019a; GONTIJO et al., 2019b). Desta maneira, foi observada a atividade
antiplasmaddica do extrato etanélico das folhas de Psychotria suterella, oriunda do
bioma Mata Atlantica, Parque Estadual Serra do Brigadeiro, no sudeste de Minas
Gerais, no qual foram identificados por CLUE-ESI-EM (Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas) 7 diferentes alcaloides
indolicos  monoterpénicos ainda ndo avaliados quanto a atividade
antiplasmaddica/antimalarica (GONTIJO et al., 2019; GONTIJO, 2016). Este fato torna
de interesse a investigacdo de espécies dos géneros Palicourea e Psychotria como

potenciais fontes de alcaloides antimalaricos.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico e farmacogndstico de Palicourea

hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi e avaliar a atividade antiplasmddica de extratos

e fracbes em cepa de Plasmodium falciparum (W2), resistente a cloroquina.

3.2. Objetivos especificos

Coletar e identificar taxonomicamente a espécie vegetal;

Separar caules e folhas, secar e pulverizar o material vegetal;
Caracterizar farmacognosticamente o material vegetal pulverizado dos
caules e das folhas;

Realizar prospeccdo fitoquimica dos extratros;

Comparar a eficiéncia dos solventes etandlicos, hidroetandlicos (7/3 e
1/1) e aquosos dos caules e folhas da planta na atividade
antiplasmadica;

Obter fracBes enriquecidas em alcaloides por extracdes acido-base;
Efetuar a desreplicacdo por CLUE-DAD e CLUE-DAD-ESI-EM\EM de

extratos e fracdes obtidos a partir de caules e folhas de P. hoffmannseggiana;

Avaliar a atividade antiplasmddica de extratos e fracbes de P.

hoffmannseggiana por testes in vitro em cultivos de Plasmodium falciparum (W2),

resistente a cloroquina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais e vidrarias

Balédo de fundo redondo (250 mL, 500 mL e 1000 mL);
Bastédo de vidro;

Béquer de vidro (50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL e 1000 mL);
Cadinho de porcelana;

Cuba cromatogréfica;

Dessecador de vidro;

Enlermeyer (100 mL, 125 mL, 250 mL e 500 mL);

Tubos Eppendorf de 2 mL (Sigma Chemical Company);
Espatulas de metal;

Fita de pH (Macherey-Nagel —MN);

Filtro de seringa de teflon hidrofébico (0,22 pm);

Frascos vials para CLUE (Analitica);

Funil de Buchner;

Funil de decantacéo (125 mL, 250 mL, 500 mL e 1000 mL);
Funil de vidro;

Papel aluminio comercial;

Papel de filtro;

Pesa-filtro;

Pipeta graduada (1 mL, 5 mL e 10 mL);

Pipeta Pasteur;

Placas cromatogréaficas de vidro (10 x 5);

Placas com 96 pocos;

Ponteiras (10 a 1000 pL e 20 a 200 pL);

Proveta (10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL e 1000 mL);
Seringa de 1mL (SR);

Seringa de 3mL (Embramac);

Tubo tipo capilar;

Tubo Falcon (15, 50 mL)

4.2 Equipamentos

Autoclave (Phoenix);

Capela de exaustao (Quimis);

Centrifuga (Quimis);

Balanca analitica, modelo AB204 (Mettler Toledo);

Balanca de alta precisao (Denver Instrument);

Balanca semi-analitica (Nucleo);

Banho ultrassom (Unique);

Bomba a vacuo V700 (Buchi);

Camara de ultravioleta de 254 e 365 nm (Warning);

Concentrador rotatorio — Centrivap Concentrator e Centrivap cold trap (Labconco);
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Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia acoplado a Dispositivo de Diodos — UPLC-
DAD, com injetor automatico, detector 2996 Photodiode Array Detector — PDA
(Waters);

Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a dispositivo de Diodos - lonizacdo
por spray de eletrons e acoplado a espectrometria de massas (Waters)

Evaporador rotativo — Rotavapor R-114 (Buchi), com banho Maria modelo 480;
Estufa com ventilacdo de ar forcado (Fanem);

Moinho de facas, modelo MA048 (Marconi);

Lampada de ultravioleta (Boitton);

Leitora de microplaca, modelo 2100 (ELISA Stat Fax®)

Liofilizador, modelo L101 (Liotop);

Recirculador de dgua com controle de temperatura (Servylab);

Sistema de purificacdo de agua Milipore (Milli-Q plus)

Geladeira (Consul);

Freezer — 80 °C (LioBras);

Destilador de agua;

Geladeira (Consul);

Micropipeta, volume ajustavel de 10 — 1000 pL (Ependorff);

Micropipeta, volume ajustavel de 20 — 200 uL (Ependorff);

Estufa (Biomatic).

4.3 Solventes e reagentes quimicos

4.3.1 SOLVENTES GRAU PA

Acetato de etila (CRQ);

Alcool etilico 96 °GL (Santa Cruz);
Alcool metilico (Neon);

Alcool n-butilico (Vetec);
Cloroférmio (Neon);

Hexano P.A. (Neon);
Diclorometano (CRQ);

Tolueno (Vetec);

Eter dietilico (Vetec).

4.3.2 SOLVENTES GRAU HPLC

Acetonitrila — HPLC (LS Chemicals);
Alcool metilico — HPLC (Lichrosolv).

4.3.3 REAGENTES QUIMICOS

Acido cloridrico P.A. A.C.S. (Alphatec);
Anisaldeido (Merk);
Acido Acético Glacial 99,8% P.A (Neon);
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Acido sulfarico (Isofar);

Hidréxido de amonio (FMaia);
Sulfato de sédio anidro (Merck; Dinamica);
Cloreto de aluminio (Dinamica);
Ferricianeto de potassio (Synth);
Cloreto férrico (Synth);

Hidréxido de potassio (Dinamica);
Subnitrato de bismuto (Synth);
lodeto de potassio (Synth);
Anidrido acético (Dinamica);

Acido 3,4-dinitrobenzoico (Vertec);
Hidroxido de sodio (Synth);
Dimetil-sulféxido - DMSO (Aldrich).

4.4 Fases estacionarias

Coluna cromatografica de fase reversa Acquity UPLC, BEH C18, 1.7 um, 2.1 mm X
100 mm (Waters);

Coluna cromatografica de fase reversa, Acquity UPLC, BEH C18, 1,7 ym, 2.1 mm x
50 mm, (Waters);

Silica gel 60 para cromatografia de camada delgada (CCD) (Machery Nagel — MN);
Placas cromatograficas de aluminio contendo silica gel 60 (Merck).

4.5 Reveladores utilizados na prospeccao fitoquimica por cromatografia em
camada delgada (CCD)

¢ Anisaldeido sulftrico (Saponinas)

Misturou-se 0,5 mL de anilsadeido, 10 mL de &cido acético glacial, 85 mL
de metanol e 5 mL de &cido sulfarico, seguindo esta ordem. O reagente foi
guardado em frasco de vidro &mbar, sob refrigeracdo (WAGNER et al., 1984).

e Cloreto de aluminio a 2% (Heterosideos Flavénicos e Geninas Flavbnicas)
Dissoveu-se 1 g de cloreto de aluminio em 50 mL de metanol. O reagente

foi guardado em frasco de vidro &mbar, sob refrigeracdo (WAGNER et al., 1984).

e Ferricianeto de potassio a 1% e cloreto férrico a 2% (Polifendis e taninos)
Solubilizou-se 0,259 de ferricianeto de potassio em 25 mL de agua destilada,
obtendo-se a solucéo A. A solucédo B foi obtida solubilizando-se 1 g de cloreto férrico
em 25 mL de agua destilada. As duas solu¢des foram borrifadas na CCD no
momento da revelagdo. O reagente foi mantido em frasco de vidro ambar, sob
refrigeracao (WAGNER et al., 1984).
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e Hidroxido de potassio a 5% (Heterosideos Antracénicos, Geninas
Antracénicas, Naftoquindnicas e cumarinas)
Solubilizou-se 0,5 g de hidroxido de potassio em 50 mL de metanol. O
reagente foi guardado em frasco de vidro ambar, sob refrigeracdo (WAGNER et
al., 1984).

e Reagente de Dragendorff (Alcalbides)

Misturou-se 0,850 g de subnitrato de bismuto, 10 mL de acido acético glacial
e 40 mL de agua destilada, obtendo-se a solucdo A. A solucao B foi preparada
solubilizando 8,0 g de iodeto de potassio em 20 mL de agua destilada. As solucbes
A e B foram combinadas na proporcdo 1:1, obtendo-se a solucdo estoque. O
reagente foi guardado em frasco de vidro ambar, sob refrigeracdo. No momento da
pulverizacdo do reagente na placa cromatografica, diluiu-se 2 mL da solucdo
estoque com 4 mL de acido acético glacial e 20 mL de agua destilada (WAGNER et
al., 1984).

e Reagente de Liebermann — Burchard (Triterpenos e Esterodides)

5 mL de anidrido acético e 5 mL de acido sulfarico concentrado s&o,
cuidadosamente, adicionados a 50 mL de etanol absoluto, mantidos em banho de
gelo. O reagente deve ser recentemente preparado e conservado em frasco de vidro
ambar, sob refrigeracdo. Apés pulverizacdo do reagente, a placa deve ser aquecida
a 100° C por 5 - 10 min e depois observada ao UV 365nm (WAGNER et al., 1984).

¢ Reagente de Kedde (Heterosideos Cardiotdnicos)
Misturou-se 0,5 g de acido 3,4-dinitrobenzoico em 25 mL de metanol, obtendo
a solucdo A e misturou-se 2 g de hidroxido de sodio (NaOH) em 25 mL de agua
destilada, em banho de gelo, obtendo-se a solugdo B. No momento da aplicagéo nas
placas cromatograficas as solu¢cfes foram combinadas na proporcédo 1:1. O reagente

foi guardado em frasco de vidro &mbar, sob refrigeracdo (WAGNER et al., 1984).

4.6 Cultivo do Plasmodium falciparum (W2)
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4.6.1 MEIO DE CULTIVO

4.6.1.1 Preparo do meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute)

O meio incompleto ou solucdo estoque foi preparado solubilizando 50 mg de
hipoxantina em 400 mL de agua destilada, em aquecimento a 40 °C. ApOs
solubilizacdo completa, adicionou-se, em temperatura ambiente e agitacdo
constante, 40 mg de gentamicina, 300 mg de glutamina, 2 g de bicarbonato de
sédio, 2 g de D-glicose (dextrose), 5,98 g do tampéo HEPES e 10,4 g do RPMI 1640
(sem bicarbonato de sodio e com L-glutamina). Em seguida, completou-se o volume
até 1000 mL com agua deionizada, ajustou-se o pH para 7 e filtrou-se, no fluxo
laminar, em sistema de filtracdo a vacuo, utilizando membrana de 0,22 ou 0,44 pum.
O meio RPMI incompleto foi estocado sob refrigeracéo a 4 °C.

4.6.1.2 Preparo do meio completo

O meio completo utilizado no cultivo do parasita foi preparado suplementando
o meio RPMI estoque com 10% de plasma humano inativado. Para o
descongelamento do parasita 0 meio incompleto foi suplementado com 20% de
plasma.

4.6.2 REAGENTES UTILIZADOS NO TESTE DE ATIVIDADE ANTIPLASMODICA

4.6.2.1 Reagente MALSTAT

O reagente foi preparado solubilizando-se 400 mL de Triton X-100; 4 g de L-
lactato de sdédio; 1,32 g de Tris e 22 mg de 3-acetilpiridina adenina dinucleotidio
(APAD) em 200 mL de agua destilada. Os reagentes foram adquiridos de Sigma-
Aldrich Inc.

4.6.2.2 Reagente NBT/PES
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O reagente foi preparado solubilizando-se 160 mg de Nitro Blue Tetrazolium
Salt (NBT) e 8 mg de etosulfato de fenazinna (PES) em &gua destilada. Os

reagentes foram adquiridos de Sigma-Aldrich Inc.

4.7 Coleta do material vegetal de Palicourea hoffmannseggiana (Schult.)
Borhidi

O material vegetal foi coletado durante o periodo da manha, na praia do
Crispim, no municipio de Marapanim, no estado do Para, nas coordenadas S 0° 35’
35.23” W 47° 39 28.92”, em area de vegetagdo de restinga marinha. Foram
realizadas duas coletas no mesmo local, no periodo da manha, em diferentes dias, a
primeira coleta foi realizada no dia 14 de abril de 2018 e a segunda no dia 16 de
maio de 2019. A coleta foi realizada pelo técnico em botanica Luiz Carlos Batista
Lobato, da Coordenacdo de Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi, e para a
identificacdo taxonémica contou-se, também, com a colaboracdo do Prof. Dr.
Luciano Ferreira Margalho, Instituto Federal de Educacédo Ciéncia e Tecnologia do
Para- IFPA, Ananindeua PA. A identificacdo da espécie foi realizada por
comparacao com a exsicata mostrada na Figura 06, a qual se encontra depositada
no herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi, com o numero de registro MG
226057, referente a espécie Psychotria hoffmannseggiana (Schult.) Mull. Arg.,
sinonimia de Palicourea hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi, que € 0 nome mais
recentemente aceito (GARGOMINY, 2020)
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Herbirio MG <Belém « Pard - Brasil
MG226057 RUBIACEAE
Pachoteia hoffmannseggiana (Sehult) Mull, Arg,

Det: Lobato, L.CB 1OVINR01?

Brasil, Para, Matapanim, Praja do Crispim, Vegetaglo de
restinga.

Arbusto de |m de altura, [nflorescéncin alva e frilos verdes
Lobato, L.C.B,; Ohashi, L, 4573 10/VIV2017

Figura 06 - Exsicata de Psychotria hoffmannseggiana (Schult.) Mull. Arg. depositada no herbario do
Museu Paraense Emilio Goeldi, nimero de registro MG 226057.

4.8 Métodos

4.8.1 PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

ApoGs coleta e identificacdo, o material vegetal da primeira coleta foi lavado
com agua corrente, para a remocao de algumas impurezas, posteriormente, foram
separados os caules das folhas que foram secos em estufa com ventilagdo de ar
forcado e, estes foram triturados em moinho de facas, obtendo-se o p6 das folhas e
0 po6 do caule de P. hoffmannseggiana (Schult.) Borhidi. Este mesmo procedimento

foi realizado com o material vegetal da segunda coleta.
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4.8.2 TESTES FARMACOGNOSTICOS

Apbs pulverizagdo, o material vegetal dos caules e das Folhas, da primeira
coleta, foram utilizados na realizacdo dos testes farmacognoésticos. Foram
efetuados a determinacdo da granulometria dos pulverizados da planta, a
determinacdo do pH, a perda por dessecacdo, o teor de cinzas e o indice de

espuma.

4.8.2.1 Determinagao da granulometria dos pulverizados da planta

As determinacdes da granulometria dos pulverizados dos caules e das folhas
da primeira coleta, foram realizadas, separadamente, de acordo com a metodologia
da Farmacopeia Brasileira (52 edicdo), com modificacbes. A granulometria foi
determinada em referéncia a abertura nominal da malha do tamis utilizado. Os
tamises de diferentes aberturas foram colocados em um dispositivo mecanico, o qual
realiza movimentos horizontais e verticais de forma uniforme. Neste aparelho foram
colocados 6 tamises de aberturas nominais de malha de 125 pm, 180 pm, 355 pm,
710 ym e 1,7 nm, com o tamis de maior abertura sobre o de menor abertura e o
coletor abaixo. Pesou-se 5 g do material vegetal e transferiu-se para o tamis
superior, distribuindo de maneira uniforme, tampou-se 0 conjunto e acionou-se o
dispositivo por 15 minutos, com vibracdo adequada. Apds o término deste periodo
foi removida a amostra retida em cada malha e pesou-se. O calculo do percentual

retido em cada tamis foi realizado com a seguinte equacgao:
% retirada pelo tamis = % x 100

Onde:
P1 = Peso da amostra retirada em cada tamis (em gramas)
P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas)

100 = Fator de porcentagem
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ApGs o calculo da porcentagem retirada pelo tamis o material foi classificado
como po grosso, p6 moderadamente grosso, p6 semifino, po fino e po finissimo, de

acordo com a farmacopeia brasileira (5% edi¢do).

4.8.2.2 Determinacéo do pH

A determinacédo do pH foi também realizada de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (52 edigdo), com modificacdes. Pesou-se 3 g do material vegetal dos
caules e das folhas da primeira coleta, separadamente, e adicionou-se agua
destilada, até obtencdo de uma solucdo a 1%, que foi aguecida em chapa elétrica
por 5 minutos. Apés este periodo a solucdo foi filtrada em algodédo e levada ao
potencidometro, previamente calibrado. O procedimento foi realizado em triplicata e

os resultados obtidos pela média das aferi¢cdes.

4.8.2.3 Determinacéo da perda por dessecacéo

A determinacdo da perda por dessecacdo tem como objetivo determinar a
quantidade de substancia volatil, como a agua, presente na amostra, avaliando
assim o teor de umidade. A metodologia utilizada para esta determinagéo foi
segundo a Farmacopeia Brasileira (52 edi¢do). Pesou-se 2 g do material vegetal dos
caules e das folhas da primeira coleta, separadamente, e transferiu-se para um
pesa-filtro, previamente dessecado, em seguida, levou-se a estufa a 100 °C por 5
horas. Ap6s este periodo o pesa-filtro contendo a amostra foi resfriado em
dessecador, pesado novamente e calculada a diferenca entre 0s pesos inciais e

finais. Cada procedimento foi realizado em triplicata.

4.8.2.4 Determinacéo do teor de cinzas totais

A determinacgdo de cinzas totais for realizada de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (52 edicao). Pesou-se 3 g do material vegetal pulverizado de caules e de
folhas da primeira coleta e transferiu-se, separadamente, para um cadinho,
previamente tarado. Espalhou-se a amostra no cadinho e incinerou-se, em forno
mufla, com aumento gradativo de temperatura, até alcancar no maximo 600 * 25 °C.

Resfriou-se o cadinho em dessecador, pesou-se e calculou-se a porcentagem de
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cinzas em relagcdo a droga seca ao ar. O teste foi realizado em triplicata e o

resultado foi obtido pela média.

4.8.2.5 Determinacgéo do indice de espuma

A determinacdo do indice de espuma foi realizada de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (52 edi¢cao). Neste teste 1 g do material vegetal, da primeira
coleta, de caules e de folhas foram transferidos, separadamente, para um
erlenmeyer com 50 mL de agua destilada fervente que foi mantido a fervura
moderada durante 30 minutos. Apés este periodo a solucao foi resfriada, filtrada e
transferida para um baldo volumétrico, onde se completou o volume até 100 mL.
Este decocto foi distribuido de maneira seriada (10 mL; 9 mL; 8 mL até 1mL) em 10
tubos de ensaio com tampas e 0s volumes ajustados para 10 mL com agua. Os
tubos foram tampados e agitados por 15 segundos, seguindo-se e repouso por 15
minutos, apos este periodo a altura da espuma foi medida e o calculo do indice de
espuma foi feito com a seguinte equacgao: 1000/A, onde o A consiste no volume do
decocto usado no preparo da diluicdo no tubo onde a altura da espuma alcancou 1

cm.

4.8.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE PALICOUREA HOFFMANNSEGGIANA
(SCHULT.) BORHIDI

Inicialmente, foram obtidos quatro extratos diferentes dos caules e das folhas.
Uma extracdo foi realizada com alcool etilico comercial 96°GL (92,8 INPM), duas
extragbes foram obtidas com solucdo hidroetandlica, nas proporces 7:3 e 1:1, e

uma extracao foi realizada com agua destilada (Figura 07).

4.8.3.1 Obtencdo dos extratos etandlicos de folhas e caules de Palicourea
hoffmannseggiana - Maceragéo

Os extratos etandlicos de folhas e caules da primeira coleta foram obtidos por
maceracao descontinua, a frio, utilizando-se alcool etilico comercial 96°GL (92,8
INPM) da marca Santa Cruz® como liquido extrator. Assim, 200 g de p6 das folhas e
500 g de p6 dos caules foram colocados em contato com o liquido extrator por 24 h,

sendo o solvente coletado apés este periodo. Este processo foi repetido durante 6
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dias consecutivos, utilizando-se, ao total, aproximadamente, 10 L de etanol. O
solvente foi removido, sob pressao reduzida, em evaporador rotativo, obtendo-se o
extrato etandlico das folhas (EEFPH) e o extrato etandlico dos caules de P.
hoffmannseggiana (EECPH) (Figura 07).

4.8.3.2 Obtencdo dos extratos hidroetanodlicos de folhas e caules de Palicourea
hoffmannseggiana - Sonicacao

A obtencgé&o dos extratos hidroetandlicos de folhas e caules da primeira coleta
foi realizada com duas propor¢des de etanol-agua: 7:3 e 1:1. Em cada caso, 10 g
dos pos de folhas e caules da primeira coleta foram colocados em contato com 40
mL do liquido extrator, em recipientes distintos. Os recipientes contendo os poés de
folhas e caules e o liquido extrator foram colocados no banho de ultrassom por 30
minutos e, apOs este periodo o material foi filtrado para a separacdo solucéo
extrativa. Este processo foi realizado a frio e repetido 5 vezes, obtendo-se 150 mL
de cada extrato. O solvente foi removido em evaporador rotativo e liofilizador,
obtendo-se os extratos hidroetandlicos de folhas 7:3 (EHEF7:3); de caule 7:3
(EHEC7:3); de folhas 1:1 (EHEF1:1) e de caules 1:1 (EHEH1:1) (Figura Q7).

4.8.3.3 Obtencdo dos extratos aquosos de folhas e caules de Palicourea
hoffmannseggiana - Decocgéo

Os extratos aquosos de folhas e caules da primeira coleta de P.
hoffmannseggiana foram obtidos a partir de 10 g de folhas e caules, separadamente,
por decoccdo, a quente, empregando-se, agua destilada fervente. Apos o
esfriamento, filtrou-se a mistura para separacado da solucdo aquosa, seguindo-se
liofilizacdo. Ao final do processo, foram obtidos o extrato aquoso das folhas de P.
hoffmannseggiana (EAFPH) e o extrato aquoso dos caules de P. hoffmannseggiana
(EACPH) (Figura 07).
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hoffmannseggiana
Lavagem
Secagem
Moagem Moagem
Folhas Caule
| I I | ! I l |
200g 109 10g 10g 5009 10g 10g 10g
| | | | | |
7:3 1:1 2 7:3 1:1 2|
|Macera;éu| | Sonicagan | | Sonicagan | | Cecocgao | IMacera;éu | | Sonicagan | | Sonicagan | | Decocgao |
EEFPH EHEF7:3 EHEF1:1 EAFPH EECPH EHECT7:3 EHEC1:1 EACPH
16,63 g7 8319 0,84 g 083g" 13,00 g7 03690 053g" D45g*
831%™ 544 %™ &40 %™ 8,38 %" 260 % 361%™ 5,30 %" 451%™
I 1 1 ] I 1 ] ]
CLUE-DAD

Analises fitoquimicas
Avaliacao antiplasmddica

Figura 07. Fluxograma da obtencdo dos extratos etandlicos e hidroetandlicos de Palicourea
hoffmannseggiana, a partir do material vegetal da 1° coleta.

Legenda: EtOH 96 = alcool etilico 96 °GL; EtOH:H,O 7:3 = alcool etilico: agua, na proporcéo 7:3;
EtOH:H,0O 1:1 = alcool etilico: agua, na proporcéo 1:1; H,O = 4gua; EEFPH = Extrato etandlico das
folhas de P. hoffmannseggiana; EECPH = Extrato etandlico dos caules de P. hoffmannseggiana;
EHEF7:3 = Extratos hidroetandlicos de folhas 7:3; EHEC7:3 = Extratos hidroetandlicos de caule 7:3;
EHEF1:1 = Extratos hidroetandlicos de folhasl:1; EHEC1:1= Extratos hidroetandlicos de caule 1:1;
EAFPH = Extrato aquoso das folhas de P. hoffmannseggiana; EACPH = Extrato aquoso dos caules
de P. hoffmannseggiana. * Quantidade de extrato obtido; ** Rendimento da extracao.

4.8.4 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE PALICOUREA
HOFFMANNSEGGIANA (SCHULT.) BORHIDI (2° COLETA)

Partindo-se do material vegetal da segunda coleta da planta foi obtido um
extrato etandlico de folhas por maceragdo descontinua, utilizando-se alcool etilico
comercial 96 °GL (92,8 INPM) da marca Santa Cruz® como liquido extrator. Assim,
200 g de po das folhas foram colocados em contato com o liquido extrator por 24 h,
sendo o solvente coletado apds este periodo, repetindo este processo por 6 dias,
utilizando-se, ao total, aproximadamente, 3 L de etanol comercial. O solvente foi
removido em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida, obtendo-se o extrato
etandlico das folhas P. hoffmannseggiana, segunda coleta (EEFPH-2). Este extrato

foi utilizado para a realizacdo do fracionamento por particéo liquido-liquido.
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4.8.5 SEPARACAO DE ALCALOIDES POR EXTRACOES ACIDO-BASE

Visando a separacédo de alcaloides relatados anteriormente na espécie (PAUL
et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2013; NAVES, 2014) foram realizadas extracfes acido-
base por duas diferentes metodologias: por extracdo direta do material vegetal de
caules e folhas com HCI 1N (método A) e a partir do extrato etandlico das folhas por

extracdo com acido acético aquoso (método B).

4.8.5.1 Separacao de alcaloides por extracao direta do material vegetal com HCI 1N
- Método A (VERMA et al. 2007, com modificacfes)

Um total de 10 g dos pés de caules e folhas de P. hoffmannseggiana da
primeira coleta foram, separadamente, submetidos a percolacdo com uma solugao
de HCI 1N (50 mL) sendo a solucao acida recolhida apos 1 hora de maceracao. Este
processo foi repetido 3 vezes (3 x 50 mL), os extratos foram reunidos, seguindo-se
filtracdo, obtendo-se a solugdo aquosa acida. Inicialmente essa camada foi
particionada em funil de decantacdo com n-hexano (2 x 100 mL), para a remocéo de
clorofila e compostos lipofilicos, obtendo-se a fracdo n-hexanica pelo método A
(FrHMetA). Apdés esse processo, a camada aquosa acida foi alcalinizada com
hidroxido de aménio (NH,OH) até pH 9 — 10 e, em seguida fez-se extracdo com
diclorometano (2 x 100 mL). Essa camada foi seca com sulfato de sédio anidro
(Na,SO, anidro), filtrada em papel de filtro e o solvente foi removido em evaporador
rotativo, sob presséo reduzida, obtendo-se a fracdo diclorometanica de alcaloides
(FrDMetA). A camada aquosa alcalina foi extraida com n-butanol (2 x 100 mL). A
solucdo em n-butanol foi seca com sulfato de sédio anidro (Na,SO,4 anidro), filtrada
em papel de filtro e o solvente foi removido em evaporador rotativo, sob presséo
reduzida, obtendo-se a fracdo n-butanolica de alcaloides de caule (FrBMetA) (Figura
08).
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10g do po de Palicourea
hoffmannseggiana

HCI 1N (3 x 50mL)

Camadaaquosa acida
Hexano (2 x 100mL)

| Sulfato de Sédio anidro

Camada aquosa acida Evaporador Rotativo
Fracdo hexanica - Método A
| NH,OH (pH 9 - 10) FrHFMetA- 1,8 mg (0,018%)
Camada aquosa alcalina FrHCMetA- 1,9 mg (0,019%)

DCM (2 x 100mL)

| Na,SO,
Evaporador Rotativo

Camada aquosa alcalina

Fracdo diclorometanica — Método A
FrDFMetA- 89,9 mg (0,89%)
N - BuCH (2 x 100mL) FIDCMetA- 84,4 mg (0,84%)

NaQSO4
Evaporador Rotativo

Camada aquosa alcalina - -~ -
Fracao n-butanodlica — Método A

FrBFMetA- 29,2mg (0,29%)
FrBCMetA-11,3mg (0,11%)

Figura 08. Fluxograma da extracdo de alcaloides a partir de pé de caules e folhas da primeira coleta
de Palicourea hoffmannseggiana, com HCI 1N (Verma e colaboradores (2007).

Legenda: FrHFMetA = Fracdo hexanica de folhas, obtida pelo método A; FrHCMetA = Fracao
hexanica do caule, obtida pelo método A; FrDFMetA = Fragdo alcaloidica diclorometénica de folhas,
obtida pelo método A a pH 9 — 10; FrDCMetA = Fracgéo alcaloidica diclorometanica do caule, obtida
pelo método A a pH 9 — 10; FrBFMetA = Fracao alcaloidica butandlica de folhas, obtida pelo método
A a pH 9 - 10; FrBCMetA = Fragao alcaloidica butandlica do caule, obtida pelo método A a pH 9 — 10.

4.8.5.2 Separacdo de alcaloides a partir do extrato etandlico de folhas da primeira
coleta de Palicourea hoffmannseggiana por extracdo com acido acético diluido -
Método B (NAVES, 2014, com modificacdes).

O extrato etandlico de folhas de P. hoffmannseggiana da primeira coleta
(EEFPH-1) foi submetido a extracfes acido-base para separacéo de alcaloides. A 10
g do EEFPH-1 adicionou-se 100 mL de solucdo aquosa a 10 % de &cido acético
(v/v) e colocou-se a mistura no banho de ultrassom por 40 minutos. A solugao foi
filtrada em funil de Blchner para a separacao de residuo, fornecendo uma solugéo
aquosa &cida. Esta foi transferida para um funil de decantacdo e foi extraida
sucessivas vezes com cloroférmio (4 x 50 mL), sendo as solucdes extrativas

reunidas. Esta solucédo cloroférmica foi tratada com Na,SO, anidro, filtrada e o
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solvente organico foi eliminado em evaporador rotativo, obtendo-se a fragéo
cloroférmica acida de folhas (FrCAcMetB). A camada aquosa &cida foi neutralizada
com hidréxido de amoénio, até pH 7, e em seguida, extraida com cloroformio (4 x
50mL). A fase cloroférmica foi seca sob Na,SO, anidro, filtrada e o solvente organico
foi eliminado em evaporador rotativo, obtendo-se a fracdo cloroférmica neutra de
folhas (FrCNMetB). A camada aquosa neutra foi basificada com hidréxido de
amonio, até o pH entre 9-10, sendo denominado camada aquosa basica, a qual foi
extraida, sucessivamente, com cloroformio (4 x 50 mL), acetato de etila (4 x 50 mL)
e n-butanol (4 x 50 mL). As fases organicas foram secas sob Na,SO, anidro,
filtradas e os solventes organicos eliminados em evaporador rotativo, obtendo-se as
fracGes cloroférmica basica de folhas (FrCMetB), fracdo basica de acetato de etila

(FrAcOetMetB) e fracd@o basica n-butandlica (FrBMetB), respectivamente.
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10 g de EE das folhas Palicourea hoffmannseggiana
Solugdo de 10% de acido acético (pH = 1 -2)
Filtrarem Funil de Buchner

Camada aquosa acida

CHClI, (4 x 50mL)

\

Residuo insoluvel

Na,S0, | NH,OH (pH 7)
Rotavapor Camada aquosa neutra
FrCAcMetB | CHCI, (4 x 50mL)
203,7mg (2,0%) Na,SO, LNH,OH (pH 10
Rotavapor Camada aquosa alcalina
FrCNMetB | CHCI, (4 x 50mL)
31,2mg (0,3%) Na,SO0, |
Rotavapor Camada aquosa alcalina
FrCBMetB Acetato de etila (4 x 50 mL)
16,1mg (0,1%) Na,SO, ] :
Rotavapor Camada aquosa alcalina
FrAcOEtMetB | n- butanol (4 x 50mL)
76,3mg (0,7%) Na,SO,
Rotavapor
Residuo aquoso
FrBMetB

1283,2mg (12,9%)

Figura 09. Fluxograma da extracdo de alcaloides a partir do extrato etandlico de folhas da primeira coleta de Palicourea hoffmannseggiana, pelo método B
(Naves, 2014, com modificacdes).

Legenda: FrCAcMetB - Fracao cloroférmica acida de folhas, obtida pelo método B; FrCNMetB - Fracéo cloroférmica neutra de folhas obtida pelo método B;
FrCBMetB - Fracdo cloroférmica béasica de folhas, obtida pelo método B; FrAcOetMetB - Fracdo de acetato de etila basica de folhas, obtida pelo método B;
FrBMetB - Fracéo n-butandlica bésica de folhas, obtida pelo método B.
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4.8.6 FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO DE PALICOUREA
HOFFMANNGESIANA POR PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO (Método C)

O extrato etanolico de folhas de P. hoffmannseggiana (EEFPH-2), obtido a
partir do material vegetal da segunda coleta, foi submetido a particdo liquido-liquido,
para separacdo de uma fracdo alta polaridade e uma fracdo de polaridade média.
Uma aliquota do EEFPH-2 (3 g) foi solubilizada em 50 mL de solugéo
hidrometandlica (MeOH:H20 6:4) e, posteriormente, filtrada, para remocdo de
compostos insoluveis na solucdo, logo apds esta solucdo foi submetida a extracédo
com cloroférmio, obtendo-se a fracdo cloroférmica, obtida por particdo liquido-liquido
(FrCPLLF) e a fracdo hidrometandlica, obtida por particdo liquido-liquido
(FrTHMPLLF).

3 g do Extrato Etanodlico das folhas
de Palicourea hoffmannseggiana

MeOH : H,O 6:4 (50mL)

Solugdo MeOH:H,O do EE de P. hoffmannseggiana
Cloroférmio (3 x 150mL)

Sulfato de Sodio anidro Sulfato de Sodio anidro
Evaporador Rotativo Evaporador Rotativo
Fracdo Cloroférmica — Particdo Fracdo MeOH:H,O — Particdo
liquido-liquido (FrCPLLF) liquido-liquido (FrHMPLLF)
0,849 (28,21%) 1,559 (51,97%)

Figura 10. Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico (EEFPH-2) de folhas por particdo
liquido-liquido.

Legenda: FrCPLLF - Fragdo cloroférmica, obtida por meio de particdo liquido-liquido; FTHMPLLF -
Fracdo hidrometandlica, obtida por meio de partico liquido-liquido.

4.8.7 PROSPECCAO FITOQUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA (CCD)

A prospeccéo fitoquimica por CCD foi realizada de acordo com a metodologia
de prospeccdo fitoquimica da Wagner & Bladt (1996), com os extratos de P.
hoffmannseggiana, portanto, extrato etandlico dos caules (EECPH) e das folhas
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(EEFPH); extrato hidroetandlico dos caules na propor¢do 7:3 (EHEC7:3) e das
folhas (EHEF7:3); extrato hidroetandlico dos caules na proporcao 1:1 (EHEC1:1) e
das folhas (EHEF71:1); extrato aquoso dos caules (EACPH) e das folhas (EAFPH).
Uma aliquota de 10 mg de cada amostra foi solubilizada em 1,0 mL de metanol, em
tubos do tipo Eppendorf. As classes de metabdlitos secundarios pesquisadas nas
amostras foram alcaloides, cumarinas, esteroides e triterpenos, geninas
antracénicas e naftoquinbnicas, geninas flavonicas, heterosideos antracénicas,
heterosideos cardiotdnios, heterosideos flavonicos, polifendis, taninos e saponinas.
Foram empregadas placas de silica gel 60 G (Merck®), para cromatografia em
camada delgada (CCD). As fases maveis, os reveladores e amostras de referéncia

constam do Quadro 02.



Quadro 02. Condicdes utilizadas na prospeccéo fitoquimica por cromatografia em camada delgada - CCD

Metabdlitos Fase movel Amostra de | Revelador Resultados
referéncia
Alcaldides Alcool n-butilico: Acetona: | Quinina Reagente de | Manchas de cor marrom
Acido acético: Agua Dragendorff ou alaranjada (vis.)
(35:35:10:20)
Cumarinas Fase movel: Tolueno: Eter | Cumarina  (1,2- | Hidroxido de potassio | Manchas de coloragéo
(1:1) saturado com acido | benzopirona) a 5% em metanol verde - azulada a Iluz

acético

UV3es € intensificacdo da
fluorescéncia apos
revelagdo com hidroxido
de potassio a 5%.

Triterpenos Hexano: Acetato de etila | B-sitosterol Reagente de | Manchas de coloragéo

Esterdides (7:3) Lieberbanm-Burchard | marron ou acinzentada no
visivel e fluorescéncia do
alaranjado ao vermelho
em luz UVzgs.

Geninas Tolueno: Acetona: | 1,8-di-hidroxi- Hidroxido de potassio | Manchas de cor laranja ao

Antracénicas e
Naftoquinbnicas

Cloroférmio (81:11:8)

antraquinona

a 5% em metanol

vermelho ou amarelo no
visivel e fluorescéncias de
cor do alaranjado ao
vermelho a luz UVzgs

Geninas Flavdnicas | Acetato de etila: Acido | Quercetina Cloreto de aluminio a | Manchas amareladas no
formico: Acido acético: Agua 2% em metanol visivel e fluorescéncia
(100:11:11:27) amarelo - esverdeada em
luz UV3e5
Heterosideos Acetato de etila: metanol: | Aloina Hidréxido de potassio | Manchas de cor laranja ao

Antracénicos

agua (81:11:8)

a 5% em metanol

vermelho no visivel e
fluorescéncias de cor do
alaranjado ao vermelho no
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UV365 ou manchas
amarelas no visivel e

100°C

fluorescéncias de cor
alaranjada no UVzgs.
Heterosideos Acetato de etila: Metanol: | Digoxina Reativo de Kedde Manchas de coloracéo
Cardiotbnicos Agua (81:11:8) rosa ou azul-violacea no
visivel
Heterosideos Acetato de etila: Acido | Rutina Cloreto de aluminio a | Manchas de cor amarela
Flavonicos formico: Acido acético: Agua 2% em metanol, com | no visivel e fluorescéncia
(100:11:11:27) aguecimento a 100 | amarelo-esverdeada em
°C por 5 minutos luz UV3es.
Polifenéis e taninos | Alcool butilico normal: Acido | Acido tanico Solugoes de | Manchas de cor negro-
acético: Agua  (40:10:50) ferricianeto de | azulada ou negro-
Fase superior potdssio a 1% e | esverdeada no visivel.
cloreto férrico a 2%.
Saponinas Cloroférmio: Acido acético: | Fracio de | Anisaldeido sulfarico, | Manchas de cor azul ou
Metanol: Agua (15:8:3:4) saponinas com aquecimento a | azul-violeta no visivel.

Fonte: WAGNER & BLADT, 1996.
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4.8.8 PERFIS CROMATOGRAFICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA
EFICIENCIA ACOPLADA A DETECTOR DE ARRANJOS DE DIODO (CLUE-DAD) E
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLUE-ESI-EM/EM)

4.8.8.1 Preparo das Amostras

As amostras utilizadas nas andlises foram os extratos e fracdes obtidos como
descrito nos itens anteriores. Cada amostra (5 mg) foi pesada em tubo Eppendorf
para as analises por UPLC-DAD e 2 mg para andlises por CLUE-ESI-EM/EM, e
solubilizada em 1 mL de metanol grau CLAE ou agua filtrada em sistema Milli-Q. Em
seguida as amostras foram submetidas a sonicacdo em ultrassom, a 10.000 rpm,
por 20 minutos, seguindo-se centrifugacdo por 10 minutos e filtragdo em membrana
de filtracdo de 22 um, coletando-se apenas o sobrenadante que foi armazenando
em tubos vials para as analises por CLUE-DAD-ESI-EM/EM. Em todas as etapas,

foram empregados solventes grau CLAE e agua destilada, filtrada em sistema Milli-

Q.

4.8.8.2 Parametros Cromatograficos para analises por CLUE-DAD

Para as andlises por CLUE — DAD utilizou-se cromatografo Waters Acquity
Ultra Performance LC, detector PDA. A coluna utilizada foi de fase reversa RP-18
LiChroCART® RP 18. A temperatura do forno da coluna manteve-se a 40 °C e a
temperatura do amostrador manteve-se em 10 °C. O volume de injecdo da amostra
foi de 2 pL e utilizou-se uma metodologia de perfil exploratério, com tempo de
varredura de 28 min., em gradiente linear de 5 a 95%, utilizando-se agua deionizada
(MilliQ) acidificada com 0,1% de &cido formico e acetonitrila acidificada com 0,1% de
acido formico, passando por um periodo isocratico e, posteriormente, voltando-se a
condicao inicial (Tabela 01). As leituras foram feitas em detector de UV-DAD nos
comprimentos de onde de 220 — 400 nm, registrando-se cromatogramas nos

comprimentos de onda de 220, 280 e 330 nm.
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Tabela 01: Condi¢cBes cromatograficas utilizadas nas analises por CLUE-DAD.

Condic6es cromatogréficas

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Eluente A Eluente B
0,3 5 95
23 0,3 95 5
25 0,3 95 5
28 0,3 5 95

Legenda: Eluente A = Acetonitrila grau CLAE acidificada com &cido férmico (0,1% HCOOH); Eluente
B = agua ultrapura acidificada com &cido férmico (0,1% HCOOH)

4.8.8.3 Parametros cromatograficos para as analises por CLUE-DAD-ESI-EM/EM

Para o registro dos perfis cromatograficos por CLUE-DAD utilizou-se
cromatdgrafo Waters Acquity Ultra Performance LC, detector PDA e TQ Detector.
Utilizou-se coluna de fase reversa RP-18 Acquity UPLC BEH (particulas 2,1 x 50
mm, 1,7 um), fluxo de 0,3 mL/min e manteve-se o forno da coluna a 40 °C.

Injetou-se um volume de 4 pL da amostra, com a eluicdo em gradiente
utilizando agua ultrapura acidificada com &cido férmico (0,1% HCOOH) e acetonitrila
acidificada com acido férmico (0,1% HCOOH). O programa de elui¢éo iniciou linear
de 0 a 10 min (5 — 95% Acetonitrila - ACN), mantendo a seguir, um curto periodo de
eluicdo isocrética de 10 a 11 min (95% ACN), com posterior retorno a condi¢do de
eluicdo inicial pelo periodo de 11 a 13 min (5% ACN) (Tabela 02).

Para a obtencdo dos espectros de massas as amostras foram ionizadas por
spray de elétrons, registrando-se uma varredura completa (TIC ou Full Scan) e outra
sequencial ou tandem (EM/EM), nos modos positivo e negativo. O equipamento
utilizado foi Waters ACQUITY® TQD, equipado com analisador quadrupolo. As
analises foram realizadas com as seguintes condicbes de operacdo do aparelho:
voltagem do capilar de 3,5 kV; temperatura do capilar 320 °C; temperatura de
dessolvatagdo 320°C; gas de colisdo argobnio; voltagem do cone 5 kV, ionizacao -
4kV e do orificio do cone -60 kV. As amostras foram injetadas em um fluxo continuo
de 0,1 pL/min. Os registros dos espectros foram feitos com energia de 30 eV na
faixa de m/z 100 a 2000 Da.
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Tabela 02: Condi¢cdes cromatogréaficas utilizadas nas analises por CLUE-DAD-ESI-
EM/EM.

Condi¢Bes cromatograficas

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Eluente A Eluente B
0,3 5 95
10 0,3 95 5
11 0,3 95 5
13 0,3 5 95

Legenda: Eluente A = Acetonitrila grau CLAE acidificada com acido férmico (0,1% HCOOH); Eluente
B = agua ultrapura acidificada com acido férmico (0,1% HCOOH).

4.8.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPLASMODICA IN VITRO

O cultivo de P. falciparum resistente a cloroquina (W2) foi realizado de acordo
com a metodologia de Rieckmann e colaboradores (1978), com modificacdes. A
cepa de P. falciparum (W?2) foi cultivado em placas de cultivo com hematdcrito a 5%,
utilizando hemécias humanas, em meio RPMI completo, suplementado com tampéao
Hepes (25 mM), bicarbonato de sddio (21 mM), hipoxantina (300 mM), glicose (11
mM), gentamicina (40 mg/mL) e 10 % (v/v) de pasma humano inativado, ou seja,
ausente de patdgenos e leucocitos.

Colocou-se o cultivo em placas de Petri, acondicionadas em estufa a 37 °C,
com aproximadamente 5% de CO,. Diariamente, confeccionaram-se esfregacos e
gota espessa do cultivo corados com Giemsa para avaliar as formas do parasito e 0
percentual da parasitemia. Quando a parasitemia estava superior a 6 % com formas
trofozoitas e esquizontes, o cultivo foi sincronizado pela metodologia do sorbitol,
descrita por Lambros e Vanderberg (1979). Quando a parasitemia foi superior a
10%, e estava sincronizada, realizou-se o ensaio de atividade antiplasmadica.

Neste contexto, a avaliacdo in vitro das amostras foi realizada com hemacias
infectadas por P. falciparum, cepa resistente a cloroquina (W2), por meio da
quantificacdo da enzima Lactato Desidrogenase do Plasmodium falciparum (PfLDH),
de acordo com a metodologia realizada rotineiramente em nosso laboratério na
Faculdade de Farmacia, UFMG (GONTIJO et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020).
Os ensaios in vitro foram realizados pela Doutoranda do PPGCF/UFMG, Maria
Fernanda Alves do Nascimento.

As culturas sincronizadas no estagio de anel, com parasitemia a 2% e
hematocrito de 1%, foram distribuidas em microplacas de 96 pocos, no volume de

180 pyL em cada pogo, e adicinou-se 20 pL das amostras, nas concentragdes de 50 e
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100 pg/mL. Foram usados controles sem drogas, com hemé@cias infectadas (controle
positivo) ou hemacias ndo infectadas (controle negativo). O antimalarico padrédo
utilizado foi a cloroquina. As placas foram incubadas em atmosfera de 5% de CO,, a
37 °C, por 48 h, com amostras e controles. Apos o periodo de incubacdo as
microplacas foram congeladas (-20 °C) por no minimo 24 h, para promover a lise das
hemacias.

Em outra placa de 96 pocos adicionou-se 100 pyL/pogo do reagente Malstat,
além de 25 plL/pocgo da solugdo NBT/PES. Enfim, transferiu-se 15 pyL do conteudo de
cada poco da placa teste para esta segunda placa que foi incubada por 1 h, a 37 °C,
ao abrigo da luz. A leitura foi feita em espectrofotdmetro Stat Fax®, no comprimento
de onda de 540 nm. Considerou-se a média de producdo da enzima PfLDH dos
controles positivos como 100% de viabilidade e 0% de viabilidade a média dos
controles negativos. Partindo desses valores, calculou-se a viabilidade dos
parasitos.

A avaliacdo da viabilidade do P. falciparum na presenca das amostras teste
foi demonstrada pelo percentual de reducéo ou inibicdo (% Red) do crescimento de
P. falciparum cloroquina-resistente (W2) na presenca de diferentes amostras.

Calculado através da seguinte equacao:

(Abs. controle — Abs. amostras)

(o) —
% Red = 700

x 100

4.9 Analises estatisticas

Os resultados da % de reducdo do crescimento de P. falciparum foram
expressos como meédia + desvio padréo das determinacfes em triplicata. A atividade
antiplasmodica foi determinada para duas concentracdes (100 e 50 pg/mL) dos
diferentes extratos e fracdes e os resultados foram submetidos aos testes ANOVA e
Tukey. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software SigmaPlot 12.5
com a = 0,05 (SYSTAT, 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparacéo do material vegetal e extragdes

Apoés lavagem, secagem e moagem do material vegetal da primeira coleta,
obteve-se 1,67 kg de p6 dos caules e 711,42 g do po das folhas. Destes, foram
utilizados 500 g do pdé dos caules e 200 g do p6 das folhas para o preparo dos
extratos etandlicos; 10 g de p6 de cada parte da planta foram empregados para a
obtencdo dos extratos hidroetandlicos na proporcéo 7:3; 10 g para a obtencédo dos
extratos hidroetandlicos na proporcdo 1:1; e 10 g de cada para obtencdo dos
extratos aquosos. Dos extratos etandlicos das folhas e dos caules (Figura 07) foram
obtidos 13,00 g e 16,63 g, respectivamente, com rendimentos de 8,31% das folhas e
2,60% dos caules (Tabela 03). Portanto, obteve-se um maior rendimento do extrato
das folhas, este fato pode ser justificado devido a concentracéo de clorofila ser maior
nas folhas.

A partir de folhas da segunda coleta, apds lavagem, secagem e moagem,
foram obtidos 250 g de material vegetal pulverizado, dos quais 200 g foram
utilizados para a obtencdo do extrato etandlico por maceracdo. Este processo
resultou em 6,26 g de extrato etandlico das folhas de P. hoffmannseggiana — 2°
coleta (EEFPH-2), com um rendimento de 3,13%.

A preparacdo dos extratos hidroetandlicos (Figura 07) na propor¢cédo de 7:3
forneceu 0,54 g do extrato das folhas e 0,36 g do extrato dos caules. Ja dos extratos
hidroetandlicos na propor¢cdo de 1:1 foram obtidos 0,84 g do extrato das folhas e
0,45 g do extrato dos caules. Para os extratos aquosos foram obtidos 0,83 g de
extrato de folhas e 0,45 g dos caules (Tabela 03). Em sintese, os extratos obtidos
das folhas foram os que apresentaram um maior rendimento com todos os diferentes
solventes em comparacéo aos rendimentos dos extratos dos caules.

O emprego de diferentes métodos de extracdo fornece extratos com
diferencas significativas na sua constituicdo em termos de metabolitos secundarios
(SILVEIRA et al.,, 2008). A percolagcdo com solventes polares, como metanol ou
etanol, a temperatura ambiente, € o método mais utilizado para o preparo dos
extratos, pois evita a formacdo de artefatos produzidos pela interacdo do solvente
com os metabdlitos quando se empregam altas temperaturas (MACIEL et al., 2002).
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Estudos realizados por Trabulsi Filho e colaboradores (2013) demonstraram que 0s
processos de maceracdo e percolacdo produzem resultados mais expressivos,
destes o processo de percolacédo se destaca, mostrando melhor rendimento, devido
a dindmica com a difuséo do liquido extrator ser mais acentuada neste processo.

Os rendimentos das extracdes variaram de acordo com a solucao extratora
utilizada, obtendo-se um maior rendimento com a solu¢éo hidroetandlica 1:1. Na
literatura, muitos autores recomendam a utilizacdo deste sistema de solventes para
a extracao, visto que se assemelha as tinturas utilizadas em fitoterapia (CECHINEL
FILHO & YUNES, 1998). Os teores de alguns metabdlitos secundarios nos extratos
podem resultar das interferéncias do liquido extrator com os metabdlitos, visto que
Trabulsi Filho e colaboradores (2013) demonstraram que a quantidade de alcaloides,
compostos fendlicos, taninos hidrolizaveis, esteroides, flavondis, catequinas e
flavonas podem sofrer esta influéncia.

Diferentes rendimentos foram obtidos pelas extracdes de alcaloides (Figuras
08 e 09, pag. 50 e 52, respectivamente) com diferentes solventes extratores
(Tabelas 04 e 05, pag. 63 e 64). Nas extracdes acido-base, as fragbes n-butandlicas
apresentaram um maior rendimento em comparacao as outras fracbes obtidas. Este
resultado deve-se a alta polaridade do n-butanol que é capaz de extrair substancias
nado extraidas pelos outros solventes e substancias de polaridades mais altas, como
alguns alcaloides e iridoides, classes de metabdlitos secundarios presentes no
género, principalmente derivados glicosilados (SILVA, 2007; CALIXTO et al., 2016).
Moraes (2013) isolou o alcaloide bahienosida A, que é um glicosideo, da fracdo n-
butandlica de Psychotria sp. Além disso, Naves (2014) obteve um rendimento de
25% da fracdo n-butandlica e desta isolou um alcaloide indélico monoterpénico, o

acido estrictosidinico, também um glicosideo.



64

Tabela 03. Rendimentos dos extratos etandlicos, hidroetandlicos e aquosos de
folnas e caules de Palicourea hoffmannseggiana da primeira coleta do material

vegetal.

Folhas Caules
Quantida Quantida Rendime | Quantida Quantida Rendime
de de de de nto (%) de de de de nto (%)
Extratos material extr_atos material extr_atos
vegetal obtidos vegetal obtidos
utilizada (9) utilizada (9)
9) 9)
Extrato 200 16,63 8,31 500 13,00 2,60
etanolico
Extrato 10 0,54 5,44 10 0,36 3,61
hidroetandl
ico 7:3
Extrato 10 0,84 8,40 10 0,53 5,30
hidroetandl
ico 1:1
Extrato 10 0,83 8,38 10 0,45 4,51
aguoso
Extrato 200 6,26 3,13 - - -
etanolico —
2° coleta
Tabela 04. Rendimentos das extracbes de alcaldides de Palicourea

hoffmannseggiana da primeira coleta do material vegetal pelo método A (Figura 08).

Método A - P6 da planta

Caules Folhas
Quantidade de Rendimento | Quantidade de | Rendimento
Amostras extratos obtidos (%) extratos (%)
(mg) obtidos (mgQ)
F. n-Hexano 19 0,01 1,8 0,01
F. Dcm. 84,4 0,84 89,9 0,89
(pH10)
F. n-BuOH 11,3 0,11 29,2 0,29

Legenda: F. n-Hexano = Fracdo hexanica; F. Dcm = Fracao diclorometanica; n-BuOH = Fracao n-

butanélica.
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Tabela 05. Rendimentos das extracdes de alcaloides a partir do extrato etandlico de
folnas de Palicourea hoffmannseggiana da primeira coleta pelo método B (Figura
09).

Método B - Extrato etandlico das folhas

Quantidade de fracdes

Rendimento (%)

ATOSilEE obtidas (mg)
F. CHCI;5 Acido 203,7 2,03
F. CHCI; Neutro 31,2 0,31
F. CHCI; Basico 16,1 0,16
F. AcOEt 76,3 0,76
F. n-BuOH 1241,8 12,98

Legenda: F. CHCI; = Fracao cloroférmica; F. AcOEt = Fracdo de acetato de etila; F. n-BuOH =

Frac&o n-butandlica.

Partindo-se de 3 g do extrato etandlico das folhas — 2° coleta (EEFPH-2) foi

realizada a particdo liquido-liquido, obtendo-se duas fracdes, a fracdo cloroformica e
a fracdo MeOH:H,0 (6:4). As quantidades e os rendimentos de cada fracdo desta
extracdo encontram-se na Tabela 06.

Tabela 06. Rendimentos das frac6es obtidas na particdo liquido-liquido a partir do
extrato etandlico de folhas de Palicourea hoffmannseggiana da segunda coleta.

Quantidade de fracdes

Rendimento (%)

A .

mostras obtidas (mg)
F. CHCI; 846,5 28,21
F. MeOH:H,0 (6:4) 1559,3 51,97

Legenda: F. CHCI; = Fracéo cloroférmica; F. MeOH:H,O = Fragcdo metanol:agua.

A extracado liquido-liquido é um método de separacdo amplamente utilizado
em laboratérios, devido a sua simplicidade e baixo custo. Por meio deste método é
possivel separar substancias de diferentes polaridades, utilizando-se dois solventes
imisciveis, onde a separacéo destas substancias ocorre por diferentes afinidades ao
liquido extrator (SHAH et al., 2016; TSHEPELEVITSH et al., 2017). Este processo é
amplamente utilizado na pesquisa fitoquimica, sendo utilizados métodos similares,
modificados ou baseados no método de Kupchan, o qual consiste em uma particao
do extrato etandlico com diferentes solventes (KUPCHAN et al., 1980; NABAVI et al.,

2020). Os rendimentos das diferentes fracdes obtidas neste processo, no presente
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caso, mostraram uma predominancia de compostos com maior afinidade pela fase

hidrometandlica (MeOH:H,0), mais polar do que a fase cloroférmica (Tabela 06).

5.2. Anélises farmacognadsticas

As analises farmacognosticas foram realizadas com o material vegetal obtido
da primeira coleta. A analise granulométrica demonstrou que 55 * 0,2% do material
vegetal pulverizado dos caules ficaram retidos no tamis de malha de 355 um, sendo
classificado, segundo a farmacopeia brasileira (52 Edi¢do), como pé moderadamente
grosso e 50,8 + 0,8% do material das folhas ficaram retidos na malha de 710 pm,
sendo classificado como pé grosso (Tabela 07). A determinacdo da granulometria do
po refere-se ao tamanho das particulas do material vegetal que se esta trabalhando
e interfere diretamente na eficiéncia do processo extrativo (SIMOES et al., 2007).

As plantas sé@o constituidas por diversas partes, com estruturas histologicas
bastante heterogéneas, a exemplo tém-se as raizes e caules com tecidos bem
compactados, além das folhas e flores com tecidos mais delicados. Visto que a
penetracdo dos solventes depende da consisténcia do tecido do material vegetal,
portanto, deve-se considerar que a granulometria deve ser menor quando utilizar
materiais mais rigidos (SIMOES et al., 2007). Os caules s&o tecidos compactados,
portanto, a granulometria moderadamente grossa, provavelmente, interferiu na
extracdo e consequentemente no rendimento dos extratos dos caules, que se

demonstrou inferior aos rendimentos dos extratos obtidos a partir das folhas.

Tabela 07. Resultados das analises granulométricas do pdé de caules e folhas de
Palicourea hoffmannseggiana da primeira coleta.

Resultados (%) *

Malha dos tamis

Caule Folha
1,70 mm 0,2+0,2 75+25
710 um 14,1+0,1 50,8+0,8
355 um 55+0,2 256+1
250 ym 13,6 +0,4 6,7 +0,1
180 um 82+1 44 +0,2
125 pym 42 +0,2 31+11
Coletor 47+1,3 1,9+0,9

*Média da retencao do po (%) = Desvio padréo
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Na afericdo do pH do material vegetal, foram determinados pH de 6,8 + 0,00
para os caules e de 6,64 £ 0,01 para as folhas, demonstrando-se uma semelhanca
no pH e o carater neutro de ambas as amostras. Os resultados sugerem
predominancia de metabdlitos de carater neutro tanto nas folhas como nos caules
desta espécie.

Outro parametro avaliado foi a perda por dessecacéo, pelo qual se determina
o teor de umidade da amostra. Os resultados, 9,91 + 0,08 para os caules e 14,75 +
0,10 para as folhas (Tabela 08), encontram-se dentro dos parametros exigidos, de 8
- 14% pela farmacopeia brasileira (52 edicédo), para a umidade. Vale ressaltar que a
determinacdo do teor de umidade do pdé é um parametro importante para a
conservacdo e armazenamento da amostra, visto que a umidade favorece o
crescimento de fungos, leveduras e bactérias, além de interferir na estabilidade
quimica da amostra, por favorecer a hidrolise de substancias (PAULA &
PETROVICK, 1997; SIMOES et al., 2007).

O teor de cinzas totais também foi um parametro farmacogndstico avaliado,
sendo que nos caules foi de 2,5 £ 0,2 e nas folhas foi de 5,8 + 0,1 (Tabela 08). Estes
resultados encontram-se dentro do limite aceitavel pela farmacopeia brasileira (52
edicdo), que é de até 14% de cinzas totais. Este parametro é importante para o
controle de qualidade da amostra, visto que avalia a quantidade de material
inorganico presente no material vegetal, seja presente intrinsecamente na amostra,
sejam substancias aderentes de forma extrinseca a amostra (BRAGA et al., 2007,
SIMOES et al., 2007; SOBOTA et al., 2016). O resultado dentro do limite sugere a
auséncia de adulterantes na amostra (BRASIL, 2010). Assim como a granulometria,
o teor de cinzas pode interferir no redimento dos extratos, notando-se um maior teor
de cinzas no material vegetal das folhas, o qual apresentou maior rendimento nas
obtencdes dos extratos.

Outro estudo realizado no material vegetal foi a determinacdo do indice de
espuma, para verificar a presenca de saponinas nas amostras trabalhadas. Os
resultados mostraram-se positivo para a presenca desta classe de metabdlitos
secundarios (Tabela 08). Os caules apresentaram um indice de espuma maior que a
amostras das folhas, apresentando de altura de espuma acima de 1 cm no tubo
contendo a diluicdo de 2 mL de decocto da amostra em 8 mL de &gua destilada,
enquanto as folhas apresentaram espuma acima de 1 cm no tubo contendo 4 mL do

decocto diluido em 6 mL de agua destilada. Saponinas podem ser usadas como



68

adjuvante para um aumento da absorcdo de medicamentos, devido o aumento da
solubilidade ou interferéncia nos mecanismos de absorcdo (CASTEJAN, 2011).
Entretanto, alguns compostos desta classe sdo capazes de levar a destruicdo dos
glébulos vermelhos do sangue, por desorganizar as membranas destas células e
alterar a sua permeabilidade (SCHENKEL et al., 2001; ALVARES, 2006).

Tabela 08. Dados farmacogndsticos dos pés de cascas e folhas de Palicourea
hoffmannseggiana da primeira coleta.

Resultados *

Parametros

Caules Folhas
Granulometria P6 moderadamente grosso P6 grosso
pH 6,8 + 0,00 6,64 + 0,01
Umidade (%) 9,91 + 0,08 14,75 £ 0,10
Teor de cinzas (%) 25+0,2 58+0,1
indice de espuma ** 500 250

* Média = Desvio padréo
** O indice de espuma € um numero inteiro, sem unidade

5.3 Prospeccao fitoquimica por CCD

Os resultados da prospeccéo fitoquimica realizada com o extrato etandlico
obtido do material vegetal da primeira coleta podem ser observado, em sintese, no
Quadro 03 e as placas cromatogréaficas sdo mostradas nas Figuras 11 a 14.

Nas Figuras 11 a 14 as CCDs 1 para alcaloides, reveladas com o reagente de
Dragendorff, a coloracdo da amostra de referéncia (quinina) aparece nitidamente em
todas elas. No entanto, uma coloracdo fraca aparece somente para o0 extrato
etandlico dos caules de Palicourea hoffmannseggiana (EECPH — Figura 11. CCD 1 -
A), enquanto que nas CCDs 2, sob luz UV, de todas estas figuras, tanto para a
quinina, como para as amostras em analise, observam-se manchas com
fluorescéncia azul turquesa, caracterizando, possivelmente, a presenca de
alcaloides, cumarinas ou derivados de &cidos cindmicos. A ndo observacdo de
coloracdo com o reativo de Dragendorf pode ser explicada pelo baixo teor de
alcaloides nos extratos e a menor sensibilidade do teste quimico em relacdo a
fluorescéncia na luz UV. A presenca de alcaldides era prevista uma vez que ocorrem
em espécies do género Palicourea, sendo a classe de metabolito mais estudada no
género (CALIXTO et al., 2016; MORAES, 2013). Um estudo anterior de Psychotria

hoffmannseggiana realizado por Naves (2014) relatou o isolamento de cinco
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alcaloides desta espécie, destes, trés sdo inddlicos, um é polinddlico e um inddlico
monoterpénico (Figura 02), também foi isolada uma cumarina (Figura 03. b). Além
disso, Oliveira e colaboradores (2013) isolaram desta espécie os alcaloides harmano
(Figura 02. a) e o acido estrictosidinico (Figura 02. b), enquanto PAUL e
colaboradores (2003) isolaram os alcaloides 5a-carboxiestrictosidina (Figura 02. f),
(E)/(Z2)-vallesiachotamina (Figura 02. g), Angustina (Figura 02. h), bahienosida A
(Figura 02. i) e B (Figura 02. )), estrictosamida (Figura 02. k).

Uma coloracdo azul turquesa € observada nas CCDs 3 das Figuras 11 (A-
extrato etandlico dos caules) e 13 (A- extrato hidroetandlico (1:1) dos caules), a luz
UV, para uma cumarina mais polar do que a amostra de referéncia. Nas demais
figuras (12 e 13 — CCD 3) as manchas apresentam uma fraca coloracdo azulada,
tanto nas amostras quanto no padrdo de cumarina. Diversas cumarinas ja foram
isoladas do género. Da espécie em estudo, P. hoffmannseggiana, Naves (2014)
obteve a isoescopoletina do extrato etandlico das folhas. Moreno e colaboradores
(2014) detectaram escopoletina em P. vellosiana e Benevides e colaboradores
(2004) isolaram duas cumarinas, psoraleno e umbeliferona, de P. spectabilis.

Manchas de cor rosea, e outras acinzentadas, em CCDs reveladas com
reagente de Lieberbanm-Burchard, correspondem a esteroides e triterpenos,
respectivamente, e sdo observadas apenas nas CCDs 4 A e B Figura 11, sendo que
na CCD 5 a luz UV, manchas amareladas com bordas azuis correspondem a
esteroides, como se pode deduzir a partir da mancha da amostra de referéncia, (-
sitosterol/C. Do extrato hexanico de P. viridis foram isolados e caracterizados trés
esteroides, 24-metilenocicloartenol, B-sitosterol e estigmasterol, e um triterpeno, o
esqualeno (SOARES, 2015). No presente estudo pode-se observar nos testes
fitoquimicos por CCD (Figuras 11 a 14) uma auséncia de esteroides e triterpenos
com o aumento da polaridade da solucao extratora.

Geninas antracénicas e naftoquindnicas estdo ausentes na CCD 6, a luz UV,
visto que ha uma auséncia de manchas de cor alaranjada ao vermelho a luz UV34s
nas CCDs (Figuras 11 a 14, CCD 6. A e B), enquanto observam-se coloragdes
alaranjada a vermelho em todas as figuras na amostra de referéncia (CCD 6 — C;
1,8-di-hidroxi-antraquinona). Apesar da auséncia nas amostras estudadas, sob a
nomenclatura de Psychotria rubra, sinonimia de Palicourea hoffmannseggiana,
Hayashi e colaboradores (1987) isolaram e identificada uma naftoquinona, a

psychorubrina.
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Manchas de geninas flavonicas ndo foram observadas na CCD 7 (revelada
com cloreto de aluminio) e na CCD 8 (a luz UV), nas quais a amostra de referéncia
(quercetina) apresenta manchas amarelas, as manchas com fluorescéncia azul
devem ser devidas a cumarinas ou alcaloides. Nao ha duvida quanto a auséncia de
heterosideos antracénicos e naftoquinénicos, como se vé nas CCDs 9, 10, enquanto
que mancha nitida € observada para a amostra de referéncia, a aloina.

Heterosideos cardiotdnicos estdo ausentes em todos os extratos (Figura 11 a
14 — CCD 11), uma vez que nao se observam manchas de coloracédo rosea nestas
CCDs reveladas com o reativo de Kedde, sendo que o padréo digoxina apresenta
mancha résea (CCD 11 — C). A presenca de flavonodis e flavonas em extratos
etandlicos de folhas e caules de Psychotria hoffmannseggiana, foi relatada por
Mendonca e colaboradores (2015) na prospeccao fitoquimica pelo método de
preciptacdo ou mudanca de coloracdo. Sob a nomenclatura de P. rubra, sinonimia
da P. hoffmannseggiana, foram obtidos os heterosideos flavbnicos, 6-hidroxi-
luteolina-7-O-rutinosideo e luteolina-7-O-rutinosideo (LU et al., 2014). De P. serpens
ja foram isolados e identificados os flavonoides rutina, quercetina e kaemferol (LIN et
al., 2015).

Em todas as CCDs reveladas com solucéo de ferricianeto de potéssio a 1% e
cloreto férrico a 2% foram observadas manchas azuladas referentes a polifenois e
taninos (CCD 13), nas amostras (CCD 11. A e B) e também na amostra de
referéncia (acido tanico). Entretanto, algumas placas mostraram uma fraca coloracao
(Figura 11 e 12. CCD 13), que pode ser explicada pelo baixo teor destes
metabdlitos. Mendonca e colaboradores (2015) realizaram uma prospecc¢ao
fitoquimica pelo método de precipitacdo ou mudanca de coloracdo, dos extratos
etandlicos brutos dos caules e folhas de P. hoffmannseggiana e relataram a
presenca de fendis e taninos.

Manchas de coloracdo azul-violaceo foram observadas para o extrato
etandlico dos caules (Figura 11. CCD14 — A), extratos hidroetandlicos (7:3) de folhas
e caules (Figura 12. CCD14 — A e B), extrato hidroetandlicos (1:1) dos caules (Figura
13. CCD14 - A) e extratos aquosos de caules e folhas (Figura 14. CCD14 — A e B),
no visivel, quando reveladas com anisaldeido. Zhang e colaboradores (2013)
isolaram e identificaram 8 saponinas triterpénicas, em uma espécie ndo identificada

de Psychotria sp., os psychotrianosideos A-G e o ardisianosideo D.



Quadro 03. Resultados da prospeccéo fitoquimica dos extratos de cascas e folhas de Palicourea hoffmannseggiana da primeira

coleta por cromatografia em camada delgada (CCD).

Metabdlitos

Resultados

EECPH

EEFPH

EHEC7:3

EHEF7:3

EHEC1:1

EHEF71:1

EACPH

EAFPH

Alcaloides

+*

+*

+*

+*

+*

+*

+*

+*

Cumarinas

+

+

+

+

+

+

Esteroides e
triterpenos

+

+

Geninas
antracénicas e
naftoquinonicas

Geninas flavonicas

Heterosideos
antracénicos e
naftoquinonicos

Heterosideos
cardiotbnicos

Heterosideos
flavonicos

Polifenois e taninos

+

+

+

+

+

+

+

+

Saponinas

+

+

+

+

+

+

+

+

Legenda: EECPH = Extrato etandlico dos caules de P. hoffmannseggiana; EEFPH = Extrato etandlico das folhas de P. hoffmannseggiana; EHEC7:3 =
Extrato hidroetandélico dos caules de P. hoffmannseggiana na propor¢cdo 7:3; EHEF7:3 = Extrato hidroetandlico das folhas de P. hoffmannseggiana na
proporcao 7:3; EHEC1:1 = Extrato hidroetanélico dos caules de P. hoffmannseggiana na propor¢cédo 1:1; EHEF1:1 = Extrato hidroetandlico das folhas de P.
hoffmannseggiana na proporcdo 1:1; EACPH = Extrato aquoso dos caules de P. hoffmannseggiana; EAFPH = Extrato aquoso dos caules de P.
hoffmannseggiana.* Fraca coloracédo pelo Reagente de Dragendorff.
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Figura 11. Prospeccao fitoquimica dos extratos etandlicos de caules e folha de Palicourea hoffmannseggiana.

Legenda: CCDs 1, 2 — Alcaloides; CCD 3 — Cumarinas; CCDs 4, 5 — Esteroides e triterpenos; CCD 6 — Geninas antracénicas e naftoquinonicas; CCDs 7, 8 —
Geninas flavbnicas; CCDs 9, 10 — Heterosideos antracénicos e naftoquinonicos; CCD 11 — Heterosideos cardiotdnicos; CCD 12 — Heterosideos flavdnicos;
CCD 13 - Polifenois e taninos; 14 — Saponinas; A — Extrato Etandlico dos Caules de P. hoffmannseggiana (EECPH); B — Extrato Etandlico das Folhas de P.
hoffmannseggiana (EEFPH); Amostras de referéncia 1C/2C — Quinina; 3C — Cumarina; 4C/5C — B-sitosterol; 6C — 1,8-Dihidroxiantraquinona; 7C/8C —
Quercetina; 9C/10C - Aloina; 11C — Digoxina; 12C - Rutina; 13C - Acido tanico, 14C — Fracdo de saponinas.
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Figura 12. Prospeccao fitoquimica dos extratos hidroetandlicos (7:3) de caules e folhas de Palicourea hoffmannseggiana.
Legenda: CCDs 1, 2 — Alcaloides; CCD 3 — Cumarinas; CCDs 4, 5 — Esteroides e triterpenos; CCD 6 — Geninas antracénicas e naftoquinonicas; CCDs 7, 8 —
Geninas flavbnicas; CCDs 9, 10 — Heterosideos antracénicos e naftoquinonicos; CCD 11 — Heterosideos cardiotdnicos; CCD 12 — Heterosideos flavdnicos;
CCD 13 - Polifenois e taninos; 14 — Saponinas; ; A — Extrato Hidroetandlico (7:3) dos Caules de P. hoffmannseggiana (EHEC7:3); B — Extrato Hidroetandlico
(7:3) das Folhas de P. hoffmannseggiana (EHEF7:3); Amostras de referéncia 1C/2C — Quinina; 3C — Cumarina; 4C/5C — B-sitosterol; 6C — 1,8-
Dihidroxiantraquinona; 7C/8C — Quercetina; 9C/10C — Aloina; 11C — Digoxina; 12C — Rutina; 13C — Acido tanico; 14C — Frac&o de saponinas.
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Figura 13. Prospeccao fitoquimica dos extratos hidroetandlicos (1:1) de caules e folhas de Palicourea hoffmannseggiana.

Legenda: CCDs 1, 2 — Alcaloides; CCD 3 — Cumarinas; CCDs 4, 5 — Esteroides e triterpenos; CCD 6 — Geninas antracénicas e naftoquinonicas; CCDs 7, 8 —
Geninas flavbnicas; CCDs 9, 10 — Heterosideos antracénicos e naftoquinonicos; CCD 11 — Heterosideos cardiotdnicos; CCD 12 — Heterosideos flavonicos;
CCD 13 - Palifenois e taninos; 14 — Saponinas; A — Extrato Hidroetandlico (1:1) dos Caules de P. hoffmannseggiana (EHEC1:1); B — Extrato Hidroetandlico
(1:1) das Folhas de P. hoffmannseggiana (EHEF1:1). Amostras de referéncia 1C/2C — Quinina; 3C — Cumarina; 4C/5C — B-sitosterol; 6C — 1,8-
Dihidroxiantraquinona; 7C/8C — Quercetina; 9C/10C — Aloina; 11C — Digoxina; 12C — Rutina; 13C — Acido tanico; 14C — Fracdo de saponinas.
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Figura 14. Prospeccéo fitoquimica dos extratos aquosos de caules e folhas de Palicourea hoffmannseggiana.
Legenda: CCDs 1, 2 — Alcaloides; CCD 3 — Cumarinas; CCDs 4, 5 — Esteroides e triterpenos; CCD 6 — Geninas antracénicas e naftoquinonicas; CCDs 7, 8 —
Geninas flavbnicas; CCDs 9, 10 — Heterosideos antracénicos e naftoquinonicos; CCD 11 — Heterosideos cardiotdnicos; CCD 12 — Heterosideos flavonicos;
CCD 13 - Polifenois e taninos; 14 — Saponinas; A — Extrato Aquoso dos Caules de P. hoffmannseggiana (EACPH); B — Extrato Aquoso das Folhas de P.
hoffmannseggiana (EAFPH); Amostras de referéncia 1C/2C — Quinina; 3C — Cumarina; 4C/5C — B-sitosterol; 6C — 1,8-Dihidroxiantraquinona; 7C/8C —
Quercetina; 9C/10C — Aloina; 11C — Digoxina; 12C — Rutina; 13C — Acido tanico; 14C — Frac&o de saponinas.
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5.4 Perfis cromatogréficos dos extratos e fracdes obtidos a partir de caules e
folhas de Palicourea hoffmannseggiana da primeira coleta por Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodos - CLUE-
DAD

Nas Figuras 15 a 24 sdo mostrados os perfis cromatograficos por CLUE-DAD
das diferentes amostras registrados a 280 nm, com tempo de varredura de 28 min.

Dessa forma, os extratos etandlicos de caules (EEC; Figura 15A) e folhas
(EEF; Figura 17A); os extratos hidroetandlicos (7:3) também de caules (EHEC7:3;
Figura 15B) e folhas (EHEF7:3; Figura 17B); os extratos hidroetandlicos 1:1 de
caules (EHEC1:1; Figura 16A) e de folhas (EHEF1:1; Figura 18A) e os extratos
aquosos de caules (EAC; Figura 16B) e de folhas (EAF; Figura 18B) apresentam
perfis muito semelhantes, com predominancia de picos de substancias polares (Tr <
10 min), observando-se a co-ocorréncia de algumas substancias, como infere-se a
partir da proximidade de tempos de retencéo (Tr) e semelhancas de espectros no
UV. Nota-se, claramente, uma menor complexidade dos extratos aquosos que Sao
muito semelhantes apresentando oito picos mais intensos. E interessante ressaltar
gue estes mesmos picos estdo presentes nos cromatogramas dos demais extratos
gue sao, contudo, tanto mais complexos quanto maior o teor de etanol.

Os espectros no UV de alguns dos picos mais intensos apresentam perfis
muito distintos o que pode ser relacionado a presenca de diversas classes de
substancias naturais. Além disso, alguns dos metabolitos estdo presentes em
diferentes extratos como se pode deduzir a partir dos Trs e espectros no UV. Como
€ 0 caso do pico no Tr 3,91 min e absorcao no UV (Amax) de, aproximadamente, 218,
243, 324 nm. Diversos cromatogramas apresentam picos com estas mesmas
caracteristicas de absor¢gdo no UV (Ama), conforme pode ser visualizado nos
cromatogramas das Figura 15A, 15B; e Figura 16A, 16B, espectros 2 a 4; Figura
17A, 17B e Figura 18A, 18B, espectros 2 a 4.
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Figura 15. Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) dos extratos etandlico e hidroetandlico (7:3) de
caules de Palicourea hoffmannseggiana. Detec¢do em 280 nm.

Legenda: A — Extrato etandlico de caules (EECPH); B — Extrato hidroetandlico 7:3 de caules
(EHECT:3).
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Figura 16. Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) dos extratos hidroetandlico (1:1) e aquoso de
caules de Palicourea hoffmannseggiana. Detec¢do em 280 nm.

Legenda: A — Extrato hidroetandlico (1:1) de caules (EHEC1:1); B — Extrato aquoso de caules
(EACPH).
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Figura 17. Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) dos extratos etandlico, hidroetandlico (7:3) de
folhas de Palicourea hoffmannseggiana. Detecgéo em 280 nm.

Legenda:
(EHEF7:3).

A — Extrato etandlico de folhas (EEFPH); B — Extrato hidroetandlico 7:3 de folhas
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Figura 18. Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) dos extratos hidroetandlico (1:1) e aquoso de
folhas de Palicourea hoffmannseggiana. Detec¢do em 280 nm.
Legenda: A — Extrato hidroetandlico (1:1) de folhas (EHEF1:1); B - Extrato aquoso de folhas

(EAFPH).



81

5.4.1. PERFIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA
ACOPLADA A DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS - CLUE-DAD DAS
FRACOES OBTIDAS POR EXTRACOES ACIDO-BASE A PARTIR DE CAULES E
FOLHAS DE PALICOUREA HOFFMANNGESIANA (Métodos A e B)

Quanto as fragBes obtidas pelos processos para separacdo de alcaloides por
extracdes acido-base pelo método A (Figura 8; pag. 50) nota-se que os perfis
cromatograficos das fracdes diclorometanicas, correspondentes a extracfes das
solucbes aquosas alcalinas (pH 9-10) de caules (FrDCMetA; Figura 19A) e folhas
(FrDFMetA; Figura 19B) sdo muito semelhantes, apresentando, ambos, dois picos
majoritarios de substancia de baixa polaridade (Tr 25,400 min, 79,04% é&rea, 27,057
min, 10,41% érea, nas folhas e Tr 25,387 min, 83,38% area, 27,041 min, 10,64 %
area, nos caules). A presenca destas substancias nas amostras pode ser devido a
contaminac@o externa, oriundo de materiais de uso rotineiro no laboratério, como
pipetas plasticas descartaveis, tubos do tipo eppendorf, ponteiras descartaveis para
micropipetas, tampas de borrachas usadas em frascos de estocagem de amostras,
entre outras fontes (ZACHOW, 2016).

E interessante destacar que esta frag&o foi obtida com o mesmo rendimento
(0,84%) a partir de caules e folhas (Figura 8; pag. 50). Picos de muito baixa
intensidade aparecem em Trs 4 — 6 min e poderiam corresponder a alcaloides uma
vez que estas fracbes se originaram da extracdo com HCI 1IN a qual foi
posteriormente alcalinizada com hidroxido de aménio, seguindo-se extragdo com
diclorometanto. E possivel que a presenca dos ftalatos anteriormente apontados,
sejam responsaveis pela baixa intensidade dos picos em Trs 4 — 6 min. Ja as
fracOes alcaloidicas n-butandlicas obtidas pelo método A, a partir de folhas
(FrBFMetA; Figura 20A), e de caules (FrBCMetA; Figura 20B), apresentam
predominédncia de constituintes de alta polaridade, destacando-se trés picos
majoritarios, entre 5 — 6 min, com espectros no UV semelhantes, devendo, portanto,
corresponder a alcaloides mais polares que néo teriam sido completamente

extraidos por diclorometano.
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Figura 19 - Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) das fracdes diclorometanicas de Palicourea
hoffmannseggiana obtidas por extracdes acido-base pelo método A. Detecgdo em 280 nm.

Legenda: A - Fracdo alcaloidica diclorometanica das folhas de P. hoffmannseggiana, obtida pelo
método A (FrDFMetA); B - Fracdo alcaloidica diclorometanica do caule de P. hoffmannseggiana,
obtida pelo método A (FrDCMetA).
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Figura 20 - Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) das fracbes butandlicas de Palicourea
hoffmannseggiana obtidas por extracdes acido-base pelo método A. Detecgdo em 280 nm.

Legenda: A - Fracao alcaloidica butandlica das folhas de P. hoffmannseggiana, obtida pelo método A
(FrBFMetA); B - Fracdo alcaloidica butandlica dos caules de P. hoffmannseggiana, obtida pelo
método A (FrBCMetA).

Outro processo para separacdo de alcaloides (Método B; Figura 9; pag. 52)
de

hoffmannseggiana, empregando-se acido acético, em vez de acido cloridrico 1N,

foi realizado a partir do extrato etandlico das folhas Palicourea
alcalinizacdes a diferentes pHs e extracbes com cloroférmio, acetato de etila e n-
butanol (NAVES, 2014, com modificacfes). A fracdo cloroférmica obtida a partir da
fase aquosa acida de folhas de P. hoffmannseggiana (FrCAcMetB; Figura 21A),
correspondendo, portanto, a constuintes ndo alcaloidicos, € muito complexa, com

predominéncia de substancias mais polares (Tr < 12min), destacando-se um pico
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intenso em Tr 10,402 min (Amax 320,8 nm). O cromatograma da fracdo cloroférmica
obtida a partir da fase aquosa neutra a pH 7 (FrCNMetB; Figura 21B), podendo,
portanto, conter alcaloides, mostrou dois picos mais intensos, em Tr 2,537 min e
3,773 min, o segundo sendo mais intenso do que o primeiro, e ambos devendo
corresponder a alcaloides de diferentes classes estruturais, tendo em vista a
diferenca marcante entre seus espectros no UV. Ja o cromatograma da fracao
cloroférmica, resultante da extracdo da fase aquosa alcalina a pH 9-10, apresentou
um pico predominante em Tr 3,534 min (FrCMetB; Figura 22A) que é semelhante
aguele registrado em Tr 2,537 min na Figura 21B, uma vez que apresentam o0s
mesmos espectros no UV. Na fracdo acetato de etila (FrAcOEtMetB) obtida a partir
da fase aquosa alcalina (pH 9-10) pelo método B (Figura 22B) observam-se picos
muito proximos relativos a substancias de alta polaridade, dentre os quais se
destaca um pico em Tr 9,013 min (Amax 225,8 nm). O cromatograma da fracdo n-
butandlica obtida, também, a partir da fase aquosa alcalina a pH 9-10 (FrBMetB)
pelo método B (Figura 23), mostrou a predominancia de substancias de alta
polaridade, com trés picos mais intensos em Tr 5,310 min; 5,882 min e 6,315 min,
correspondendo a espectros no UV bem distintos, possivelmente de alcaloides
inddlicos monoterpénicos ja isolados desta espécie (NAVES, 2014; OLIVEIRA et al.,
2013).
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Figura 21 - Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) das amostras obtidas a partir de folhas de
Palicourea hoffmannseggiana por extracdes acido-base pelo método B. Detecgdo em 280 nm.

Legenda: A - Fracéo cloroférmica acida de folhas de P. hoffmannseggiana, obtida pelo método B
(FrClAcMetB); B - Fragéo cloroférmica neutra de folhas de P. hoffmannseggiana, obtida pelo método

B (FrCINMetB).
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Figura 22 - Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) das amostras obtidas a partir de folhas de
Palicourea hoffmannseggiana por extracdes acido-base pelo método B. Continuacdo. Deteccao em
280 nm.

B

Legenda: A - Fracdo cloroférmica basica de folhas de P. hoffmannseggiana, obtida pelo método B

(FrCIBMetB); B - Fracao de acetato de etila basica de folhas de P. hoffmannseggiana, obtida pelo
método B (FrAcOETMetB).
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Figura 23 - Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) da fragcdon n-butandlica béasica de folhas de
Palicourea hoffmannseggiana, obtida pelo método B (FrBMetB). Detec¢cao em 280 nm.

5.4.2 PERFIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA
ACOPLADA A DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS - CLUE-DAD DAS
FRACOES OBTIDAS POR PARTICOES LiQUIDO-LIQUIDO A PARTIR DO
EXTRATO ETANOLICO DE FOLHAS DE PALICOUREA HOFFMANNGESIANA

O extrato etandlico de folhas da 2° coleta do material vegetal foi submetido a
partices liquido-liquido, conforme consta da Figura 10 (pag. 53). A solucao
hidrometandlica (MeOH:H,0 6:4) do EEFPH2 foi extraida com cloroférmio obtendo-
se uma fracdo hidrometandlica e uma fragdo cloroférmica. Nota-se uma diferenca
marcante entre os perfis cromatogréficos destas fragdes por CLUE-DAD (Figura 24).
A fracdo cloroférmica (FrCPLL - Fracdo cloroférmica por particdo liquido-liquido;
Figura 24A) apresenta perfil muito complexo, na regido de constituintes de mais alta
polaridade (Tr < 12 min) com destaque para 0 pico intenso em 6,472 min, e trés
picos mais intensos na regido de TR > 12 min (Trs 11,619; 19,222 e 25,580 min). A
fracdo hidrometandlica (FrHMPLL — Fracdo hidrometandlica por particdo lig-lig;
Figura 24B) tem um perfil menos complexo, com predominancia de sete picos mais
intensos com Trs < 12 min (0,810; 3,831; 4,042; 4,388; 5,530; 6,067 e 6,431 min).
Os espectros no UV dos metabdlitos correspondentes aos picos mostrados na

Figura 24B sugerem tratar-se de alcaloides inddlicos monoterpénicos (Amax ~ 245;
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303; 360 nm) ja isolados desta espécie e de outras espécies deste género, como P.
suterella e P. laciniata (SANGSTER & STUART, 1964; NAVES, 2014; PASSOS et

al., 2013).
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Figura 24 - Cromatogramas por CLUE-DAD (Waters) das fracdes obtidas a partir de folhas de
Palicourea hoffmannseggiana por parti¢cdes liquido-liquido (método C). Deteccdo em 280 nm.
Legenda: A - Fracdo cloroférmica obtida por particdo liquido-liquido (FrCPLL); B — Fracéo
hidrometandlica obtida por parti¢cdo liquido-liquido (FrHMPLL)

5.5 Atividade antiplasmodica de extratos e fracdes obtidos a partir de caules e

folhas de Palicourea hoffmannseggiana

A Tabela 09 apresenta os resultados da atividade antiplasmodica e os dados

estatisticos para os diferentes extratos e fragdes avaliados.
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Os resultados para o Grupo 1 (Tabela 09) demonstram que todos o0s extratos
foram inativos, visto que apresentaram % Red < 50%, mesmo na concentragdo mais
alta (100 pg/mL). Sabe-se que variando os métodos extrativos, a temperatura, o
solvente e o tempo de extracdo, a composi¢cdo quimica do extrato pode ser alterada
e, com isso, alterar também a atividade bioldgica da amostra (SARKIS, 2014;
ARAUJO, 2019). Entretanto, a utilizacdo de diferentes métodos de obtencéo dos
extratos (maceracdo, sonicacdo e decoccdo) e liquidos extrativos (etanol 96° GL,
EtOH:H,O 7:3; EtOH:H,O 1:1, e agua) nao influenciou na reducéo da parasitemia,
que ficou na faixa de 20 — 40%. Assim, a similaridade da atividade antiplasmodica
das diversas amostras estdo associada a semelhanca dos perfis fitoquimicos dos
extratos etandlicos, hidroetandlicos (7/3 e 1/1) e aquosos, tanto do caule quanto das
folhas, como pode ser observado nos cromatogramas por CLUE-DAD registrados no
equipamento Waters Acquity Ultra Performance LC, detector PDA e TQ Detector
(CLUE-DAD-ESI-EM), como mostrado na Figura 25. Alguns picos, como assinalados
na Figura 25, estdo presentes em todos os cromatogramas, diferindo em
intensidade, o0 que permite inferir sobre os teores dos metabdlitos correspondentes,
uma vez que as amostras injetadas em cromatégrafo foram preparadas em
condicbes padronizadas (5 mg de amostra solubilizado em 1mL de MeOH grau
CLAE, volume de inje¢c&o no equipamento = 2pL).

Tabela 09. Porcentagem de inibigdo do crescimento do Plasmodium falciparum (W2)
frente a extratos e fragcbes obtidos a partir de caules e folhas de Palicourea
hoffmannseggiana avaliados pelo método da Lactato Desidrogenase do parasito
(PfLDH) e dados estatisticos para atividade antiplasmaédica

Amostras % Inibicdo do crescimento
'Grupo 1 [100,0 pg/mL] [50,0 pg/mL]
Ext. EtOH caule (EECPH-1) 24,0+99" 24,0+99%
Ext. EtOH/H,O Caule (7/3) (EHECT7:3) 33,0+7,0" 30,0+ 4,24
Ext. EtOH/H,O (1/1) Caule (EHEC1:1) 37,0+0,0% 28,0 +2,8"
Ext. H,O Caules (EACPH) 39,5+0,7% 255+12,0%
Ext. EtOH Folhas (EEFPH-1) 26,0+ 4,2"% 250+5,6"
Ext. EtOH/H,0O (7/3) Folhas (EHEF7:3) 31,0+ 1,4% 27,5+35"
Ext. EtOH/H,0 (1/1) Folhas (EHEF1:1) 37,0+7,0" 35,5+6,3"

Ext. H,O Folhas (EAFPH) 33,0+1,4" 255+2,1"°
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Grupo 2
Ext. EtOH Caule (EECPH-1) 24,0+99° 24,0 +9,9°5¢
Fr. DCM Caule (FrDCMetA) 65,5+ 10,6 * 60,5+ 35"
Fr. N-BuOH Caule (FrBCMetA) 52,5+2,1° 375+2,1°
Ext. EtOH Folhas (EEFPH-1) 26,0+4,2° 250+56°¢
Fr. DCM Folhas (FrDFMetA) 64,0+ 14" 59,5+4,9"
Fr. n-BuOH Folhas (FrBFMetA) 275+3,5°€ 250+1,4°¢
3Grupo 3
Ext. EtOH Folhas (EEFPH-1) 26,0+4,2° 250+5,6°¢
Fr. CHCI; Ac. (FCAcMetB) 80,0+ 8,45 735+6,3"%
Fr. CHCI; Neu. (FCNMetB) 785+21° 76,5+0,7 "
Fr. CHCI; Bas. (FrCBMetB) 92,5+0,7" 67,0+ 1,478
Fr. AcOEt Bas. (FrAcOEtMetB) 65,0+ 7,0° 245+77°¢
Fr. n-BuOH (FrBMetB) 23,0+2,8° 16,5+0,7°€
‘Grupo 4
Ext. EtOH 2°Coleta (EEPHF-2) 71,0+4,.2° 43,0+4,2°
Fr. CHCI3 (FCPLLF-2) 96,5+ 4,94 88,0+2,38"
Fr. MeOH:H,O (FHMPLLF-2) 51,5+2,1° 36,5+35°
Controle Positivo
Cloroquina 100,0£0,0* 100,0£0,0*

Notas: As médias (£ DP, n = 3) seguidas por letras diferentes foram significativamente diferentes nas
colunas (teste de Tukey, a = 0,05). As analises estatisticas da redugédo da parasitemia em 100,0 e
50,0 pg/mL foram realizadas separadamente para cada concentragcdo, bem como para cada grupo
analisado. * A andlise estatistica da atividade antiplasmdédica do controle (cloroquina) foi realizada
separadamente com cada amostra e concentracdo, e significativa para p <0,05. * Grupo 1: Extratos;
2Grupo 2: Extracao de alcaloides (Método A); 2 Grupo 3: Extracéo de alcaloides (Método B); 4 Grupo
4: Particdo liquido-liquido. As fracdes potencialmente ativas encontram-se destacadas em negrito.
Legendas: Ext.: Extrato; Fr.: Fracdo; EtOH: etanol; H,O: dgua; CHCls: cloroférmio; AcOEt: acetato de
etila; n-BuOH: n-butanol; DCM: diclorometano; EECPH - Extrato etandlico de caules de P.
hoffmannseggiana; EHEC7:3 - Extratos hidroetandlicos (7:3) de caules de P. hoffmannseggiana;
EHEC1:1 - Extratos hidroetandlicos (1:1) de caule de P. hoffmannseggiana; EACPH - Extrato aquoso
dos caules de P. hoffmannseggiana; EEFPH-1 - Extrato etandlico de folhas de P. hoffmannseggiana,
1° coleta; EEFPH-2 - Extrato etandlico de folhas de P. hoffmannseggiana, 2° coleta; EHEF7:3 -
Extratos hidroetandlicos (7:3) de folhas de P. hoffmannseggiana; EHEF1:1 - Extratos hidroetandlicos
(1:1) de folhas de P. hoffmannseggiana; EAFPH - Extrato aquoso das folhas de P. hoffmannseggiana;
FrDFMetA - Fragdo alcaloidica diclorometanica de folhas, obtida pelo método A, a pH 9 — 10;
FrDCMetA - Fracdo alcaloidica diclorometanica do caule, obtida pelo método A a pH 9 — 10;
FrBFMetA - Fracao alcaloidica butanolica de folhas, obtida pelo método A a pH 9 — 10; FrBCMetA -
Fracdo alcaloidica butandlica do caule, obtida pelo método A a pH 9 — 10; FrCAcMetB - Fracéo
cloroférmica acida de folhas, obtida pelo método B; FrCNMetB - Fragdo cloroférmica neutra de folhas
obtida pelo método B; FrCBMetB - Fracdo cloroférmica basica de folhas, obtida pelo método B;
FrAcOetMetB - Fracdo de acetato de etila basica de folhas, obtida pelo método B; FrBMetB - Fragéo
n-butandlica basica de folhas, obtida pelo método B; FrCPLLF - Fracéo cloroférmica, obtida por meio
de particdo liquido-liquido; FrHMPLLF - Fracdo hidrometandlica, obtida por meio de particdo liquido-
liquido.
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Figura 25. Cromatogramas por CLUE-DAD registrados no equipamento CLUE-DAD-ESI-EM dos extratos etanolicos, hidroetandlicos (7/3 e 1/1) e aquosos
dos caules e folhas de Palicourea hoffmannseggiana, destacando-se os picos presentes em todos os cromatogramas. Deteccdo em 220 nm.
Legenda: (A) Extrato etandlico dos caules (EECPH-1); (B) Extrato hidroetandlico (7:3) dos caules (EHEC7:3); (C) EHEC1:1 — Extrato hidroetanolico (1:1) dos
caules; (D) EACPH — Extrato aquoso dos caules; (E) EEFPH-1- Extrato etandlico das folhas; (F) EHEF7:3 — Extrato hidroetandlico (7:3) das folhas; (G)
EHEF1:1- Extrato hidroetandlico (1:1) das folhas; (H) EAFPH — Extrato aquoso das folhas.
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E importante enfatizar que extratos etanolicos sdo, frequentemente, avaliados
na triagem de plantas para atividades biolégicas e, em sendo inativos, como no
presente caso, em geral se exclui a possibilidade de investigar os efeitos de
componentes minoritarios. Com 0 objetivo de identificar metabdlitos minoritarios
presentes em P. hoffmannggesiana possivelmente ativos foram realizadas as
extracdes &cido-base para separacao de alcaloides pelos métodos A e B, bem como
por particdo liquido-liquido, sendo as fracdes obtidas significativamente mais ativas
quando avaliadas para atividade antiplasmaddica in vitro, como descrito em itens

anteriores.

5.5.1 ATIVIDADE ANTIPLASMODICA DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE CAULES
E FOLHAS DE PALICOUREA HOFFMANNGESIANA E DAS FRACOES
ALCALOIDICAS OBTIDAS PELO METODO A, DADOS ESTATISTICOS E
ANALISES POR CLUE-DAD (Grupo 2 Tabela 09)

Os resultados demonstram a eficacia do fracionamento pelo método A, visto
que as fracBes diclorometanicas, tanto dos caules quanto das folhas, apresentaram
significativo aumento da atividade antiplasmddica, com % Red de aproximadamente
65% e foram, portanto, ativas, enquanto que os extratos etandlicos correspondentes
foram inativos (% Red < 50) (Tabela 09). A fracdo n-butandlica de caules
(FrBCMetA) apresentou baixa atividade antiplasmaddica (% Red 52,5 + 2,1) enquanto
aquela de folhas foi inativa (% Red < 50). Os perfis cromatograficos das fracdes
diclorometénicas de caules (FrDCMetA) e de folhas (FrDFMetA), por CLUE-DAD,
registrados no equipamento CLUE-DAD-ESI-EM\EM (Figura 26), sdo semelhantes e
caracterizam-se por apresentarem picos de baixa intensidade para metabdlitos
polares (Trs < 4 min) e dois picos mais intensos de constituintes de baixa polaridade
(Trs > 9 min). Quanto as fracdes extraidas com n-butanol, observa-se que se
diferenciam na faixa de Tr < 4min, sendo que aquela oriunda de caules tem um perfil
muito semelhante ao do extrato etandlico original, enquanto naquela oriunda de
folhas, destacam-se dois picos nesta regido (Trs 2,57 min e 3,04 min). Os perfis
cromatograficos das fragdes n-butandlicas refletem uma diferenca acentuada no teor
de alcaloides nos extratos etandlicos de folhas e caules, levando-se em conta as
intensidades de picos correspondentes e o fato de que os cromatogramas foram
registrados em condi¢cOes padronizadas. As diferencas marcantes nas intensidades

dos picos nos cromatogramas da fragdo n-butandlica dos caules (FrBCMetA; Figura
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26C) e da fracdo n-butandlica das folhas (FrBFMetA; Figura 26F) podem justificar a
diferenga significativa entre os resultados dos testes biolégicos destas fracdes que
apresentaram % Red 52,5 + 2,1% e 27,5 + 3,5%, respectivamente.

A atividade antiplasmaodica das fracdes obtidas pelo Método A para separacao
de alcaloides estdo relacionadas as suas composi¢cdes quimicas, fato confirmado
pelas suas similaridades indicadas pelos dados estatisticos o que pode ser atribuido
a semelhanca dos seus perfis cromatograficos, como ja mostrado na Figura 26 e,
também, na Figura 27, no qual os picos presentes em mais de um cromatograma
sdo destacados em azul. Entretanto a fracdo diclorometanica dos caules
(FrDCMetA; Figura 26B) diferencia-se da fragdo diclorometanica das folhas
(FrDFMetA; Figura 26E) pela presenca de um pico em Tr 2,17 min, destacado em
verde na Figura 27B, contudo, esta diferenca nao interferiu na atividade bioldgica

das fracoes.
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Figura 26. Cromatogramas por CLUE-DAD, registrados no equipamento CLUE-DAD-ESI-EM, dos extratos etandlicos de caules e folhas de Palicourea
hoffmannseggiana e das fragc6es obtidas pelo método A de extracédo de alcaloides. Detec¢do em 220 nm.

Legenda: (A) — Extrato etandlico dos caules (EECPH); (B) - Fragdo alcaloidica diclorometanica do caule, obtida pelo método A a pH 9 — 10 (FrDCMetA); (C) -
Fracao alcaloidica butandlica do caule, obtida pelo método A a pH 9 — 10 (FrBCMetA); (D) — Extrato etandlico das folhas (EEFPH); (E) - Fracdo alcaloidica
diclorometanica de folhas, obtida pelo método A, a pH 9 — 10 (FrDFMetA); (F) - Fragdo alcaloidica butandlica de folhas, obtida pelo método A a pH 9 — 10
(FrBFMetA).
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Figura 27. Expansdo dos cromatogramas por CLUE-DAD registrados no equipamento CLUE-DAD-ESI-EM dos extratos e fracdes de Palicourea

hoffmannseggiana, obtidas pelo método A de extracao de alcaloides (Tr 0 — 5 min). Detec¢cdo em 220 nm.

Nota: Em azul estdo destacados os picos semelhantes entre as frag6es diclorometanicas dos caules (Cromatograma B) e das folhas (coleta 1)
(Cromatograma E) e aqueles presentes em torno de Tr 1,90 min nos cromatogramas C, D e E. Em verde encontra-se destacado o0 pico presente apenas na
fracdo diclorometanica dos caules (cromatograma B). Em vermelho sdo destacados os picos diferentes entre as fragdes butandlica dos caules
(cromatograma C) e das folhas (cromatograma F). Em amarelo estdo destacados picos semelhantes nos extratos dos caules e folhas. Legenda: (A) —
Extrato etandlico dos caules (EECPH); (B) - Fracao alcaloidica diclorometénica do caule, obtida pelo método A a pH 9 — 10 (FrDCMetA); (C) - Fracao
alcaloidica butandlica do caule, obtida pelo método A a pH 9 — 10 (FrBCMetA); (D) — Extrato etandlico das folhas (coleta 1) (EEFPH-1); (E) - Fracdo
alcaloidica diclorometanica de folhas (coleta 1), obtida pelo método A, a pH 9 — 10 (FrDFMetA); (F) - Fracdo alcaloidica butandlica de folhas, obtida pelo

método A a pH 9 — 10 (FrBFMetA).



96

5.5.2 ATIVIDADE ANTIPLASMODICA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FRACOES
ALCALOIDICAS DE FOLHAS DE PALICOUREA HOFFMANNGESIANA OBTIDOS
PELO METODO B, DADOS ESTATISTICOS E ANALISES POR CLUE-DAD

Os resultados dos ensaios de atividade antiplasmédica das fracdes obtidas
pelo método B constam do Grupo 3 (Tabela 09) e mostram a eficacia deste método
pelo aumento da atividade antiplasmaodica de algumas fracdes em relacdo ao extrato
etandlico de folhas que foi inativo. As fracdes cloroférmicas obtidas por extracao das
fases aquosas acida a pH 1 — 2 (FrCAcMetB) e neutra a pH 7 (FrCNMetB) e basica a
pH 9-10 (FrCBMetB) apresentaram boa atividade antiplasmodica nas duas
concentracbes avaliadas; a fracdo em acetato de etila basica a pH 9-10
(FrAcOEtMetB) foi ativa somente na concentracdo mais alta enquanto que a fracéo
n-butandlica foi inativa nas duas concentracdes. E interessante destacar que as
fracGes mais ativas foram aquelas extraidas com cloroférmio, um solvente mais polar
do que o diclorometano e menos polar do que o n-butanol, usado no Método A,
demonstrando que as substancias ativas sdo melhor extraidas por este solvente.

Os perfis cromatograficos do extrato etandlico de folhas de P.
hoffmanngesianna da coleta 1 e das fracGes obtidas a partir deste, pelo método B
para separacdo de alcaloides (Figura 28), mostram alta seletividade nas condicfes
empregadas. A fracdo cloroféormica, obtida na extracdo da fase aquosa acida
(FrCAcMetB), tem um perfil significativamente diferente daquele do extrato etandlico
(EEFPH-1), principalmente em Trs > 3,40 min, observando-se que praticamente nao
apareciam nesta regido, no cromatograma do extrato etandlico, inferindo-se que se
trata de constituintes minoritarios, de natureza neutra ou acida. Por outo lado, na
faixa de Tr < 3,20 min observam-se picos mais intensos, também ausentes no
cromatograma do extrato etandlico. Este € um resultado bastante distinto daquele
obtido no método A, em que se empregou diclorometano na extracdo (Figura 08,
pag. 35). Nas fracBes cloroférmicas, resultantes das extragbes da fase aquosa
neutra (pH 7, FrCNMetB) e da fase aquosa basica (pH 9-10, FrCBMetB)
predominam dois picos largos, em Tr 2,40 e 1,83 min, respectivamente, ambos
fracos nos cromatogramas do extrato etandlico e na fracdo n-butandlica, e ausente
na fracdo cloroférmica acida. Na fracdo em acetato de etila (FrAcOetMetB), o pico
em Tr 2,48 min esta, possivelmente, contido no pico intenso e largo do

cromatograma da fracdo neutra (FrCNMetB), apresentando, na faixa de Tr 2,60 a
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4,60 min, um perfil muito semelhante aquele da fracéo cloroférmica extraida a pH 9-
10 (FrCBMetB). Ja na fracdo basica n-butandlica (FrBMetB) observam-se dois picos,
o primeiro, em Tr 2,56 min, € mais intenso e pode estar superposto aguele pico largo
em 2,40 min no cromatograma das fracao cloroférmica neutra (FrCNMetB), sendo o
segundo, em Tr 3,03 min, mais fraco; ambos estdo presentes no cromatograma do
extrato etandlico e s&o, provavelmente, alcaloides indolicos monoterpénicos
glicosilados ja descritos nesta espécie, pois apresentam UV relativo a esta classe de
alcaloides (NAVES, 2014; OLIVEIRA et al., 2013).
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Figura 28. Cromatogramas por CLUE-DAD registrados no equipamento CLUE-DAD-ESI-EM do extrato etandlico de folhas de Palicourea hoffmannseggiana
e das fracdes obtidas pelo método B de extracdo de alcaloides. Detecgdo em 220 nm.

Legenda: (A) — Extrato etandlico das folhas de P. hoffmannseggiana (EEFPH); (B) — Fracdo cloroférmica acida (FrCAcMetB); (C) — Fracdo cloroférmica
neutra (FrCNMetB); (D) — Fracdo cloroférmica basica (FrCBMetB); (E) — Fracdo acetato de etila basica (FrAcOEtMetB); (F) — Fracdo butandlica basica
(FrBMetB).
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5.5.3 ATIVIDADE ANTIPLASMODICA PELO METODO PfLDH DAS FRACOES
OBTIDAS POR PARTICOES LIQUIDO-LIQUIDO A PARTIR DO EXTRATO
ETANOLICO DE FOLHAS DE PALICOUREA HOFFMANNGESIANA, DADOS
ESTATISTICOS E ANALISES POR CLUE-DAD

A Tabela 09 (Pag. 88) mostra os resultados referentes as amostras do Grupo
4, compreendendo a avaliacdo da atividade antiplasmédica em termos da % Red
(porcentagem de reducédo do crescimento) do P. falciparum (W2) para o extrato
etandlico das folhas da coleta 2 e da fracao cloroférmica (FrCPLLF), obtida a partir
da solucdo hidrometandlica (FrHMPLLF), por particdo liquido-liquido, juntamente
com os dados da andlise estatistica para avaliar a similaridade entre estas fracoes.
Este fracionamento foi muito eficiente uma vez que, ocorreu um aumento na
atividade antiplasmddica do extrato etandlico da coleta 2, levando a uma fracéo
cloroférmica muito ativa, em ambas as concentragdes nos testes realizados, sendo
que a fracdo hidrometandlica apresentou % Red proxima a 50% (pouco ativa), na
concentracdo mais alta (100 pg/mL) e % Red < 50% (inativa), na concentracao mais
baixa (50 pg/mL).

Os cromatogramas das Figuras 29A e 29B registrados por UPLC-DAD no
equipamento Waters Acquity Ultra Performance LC, detector PDA, mostram uma
similaridade entre os perfis fitoquimicos dos extratos etanolicos de folhas da primeira
e segunda coletas. Ja os cromatogramas das Figuras 29C e 29D sao das fracdes
resultantes da particdo liquido-liquido, a primeira correspondendo a fracao
cloroférmica (FrCPLLF), mostrou a presenca de substancias de alta a média
polaridade, com picos na faixa de Tr 2 a 7 min, enquanto que o 0 segundo
cromatograma, correspondente a fracdo hidrometandlica (FrHMPLLF), tem

predominéncia de substéancias de alta polaridade (Tr < 3,40 min) .
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Figura 29. Cromatogramas por CLUE-DAD registrados no equipamento CLUE-DAD-ESI-EM do extrato etandlico de folhas de Palicourea hoffmannseggiana
(coletas 1 e 2) e das fra¢des obtidas por particdo liquido-liquido. Detec¢cdo em 220 nm.

Legenda: (A) — Extrato etandlico das folhas (coleta 1) de P. hoffmannseggiana; (B) — Extrato etandlico das folhas de P. hoffmannseggiana (coleta 2); (C) —
Fracdo  cloroférmica, particdo  liquido-liquido  (FrCPLLF); (D) - Fracdo hidrometandlica  particdo  liquido-liquido  (FrHMPLLF).
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Em sintese, as fragbes obtidas com diclorometano na extracdo de alcaloides
pelo método A (FrDCMetA e FrDFMetA, Grupo 2 Tabela 09), aquelas extraidas com
cloroféormio pelo método B (FrCAcMetB, FrCNMetB, FrCBMetB e FrAcOEtMetB
Grupo 3, Tabela 09) e as fracBes obtidas pela particdo liquido-liquido (FrCPLLF,
Grupo 4 Tabela 09) foram ativas, apresentando um percentual de reducéo (% Red)
do crescimento de parasito entre 64 - 96%, na concentragdo de 100 pg/mL. Esta
atividade pode estar relacionada a presenca de alcaloides indélicos e B-carbolinicos
em P. hoffmannseggiana, como descrito no presente trabalho e, anteriormente, por
Naves (2014).

Entre os alcaloides pB-carbolinicos presentes nas espécies do género, pode-se
destacar o harmano cuja amostra comercial foi testada em relacdo a sua atividade
antiplasmadica, e também amostra isolada de Guiera senegalensis (Combretaceae),
planta de uso popular no Mali para o tratamento da malaria (FIOT et al., 2006;
ANCOLIO et al.,, 2002). Estudos utilizando uma amostra comercial do alcaloide
harmano mostraram uma CI50 de 2,48 ug/mL, por meio de teste in vitro frente a
cepa K1 (cloroguina-resistente) de P. falciparum, sendo considerado como
moderadamente ativo (MONTEIRO et al., 2014). Contudo, outro estudo utilizando
também amostra comercial do mesmo alcaloide, apresentou resultado negativo em
testes in vitro frente a cepas K1 multi-resistente K1, porém os testes in vivo,
realizados pelo mesmo autor, apresentaram moderada atividade contra cepa NK65
de P. berghei (MONTOIA, 2017).

Hé& poucos dados sobre atividade antiplasmodica de alcaloides de espécies
do género Palicourea, porém existem alguns relatos sobre atividade antimalarica de
espécies do género Psychotria. A benz(g)isoquinolina-5,10-diona, isolado de
Psychotria camponutans, apresentou Clsp = 4 umol/mL frente a cepa K-1 de P.
falciparum cloroquina resistente (SOLIS et al., 1995). Os alcaloides isoquinolinicos
isolados de P. Kklugii (klugina, 7’-O-dimetlisocefaelina, cefaelina e isocefaelina) foram
avaliados frente a duas cepas de P. falciparum W-2 cloroquina resistente, e D-6,
sensivel a cloroquina. Os alcaloides klugina e cefalina apresentaram as melhores
atividades, com valores de Clsp de 98,90 a 61,65 nmol/mL para a cepa W-2 e de
80,51 a 84,57 nmol/mL para a cepa D-6, mostrando-se semelhantes a cloroquina
(Clsp D-6 56,27 nmol/mL; Clsp W2 120 nmol/mL) (MUHAMMAD et al., 2003).
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5.6 Comparacdo dos perfis cromatograficos por CLUE-DAD dos extratos
etanolicos de caules e folhas de Palicourea hoffmannseggiana e das fracdes
com atividade antiplasmadica in vitro

Nos itens anteriores foram apresentados os resultados dos ensaios de
atividade antiplasmadica para extratos e fracfes obtidos a partir de caules e folhas
de P. hoffmanngesianna por diferentes métodos de extracdo, juntamente com seus
perfis cromatograficos por CLUE-DAD, registrados no equipamento CLUE-DAD-ESI-
EM/EM, tendo sido mostrados, também, os dados estatisticos para avaliacdo das
similaridades entre as atividades antiplasmaodicas destas amostras.

Neste item serd considerada a Tabela 10, a qual mostra os resultados dos
testes in vitro de atividade antiplasmaddica para as fracfes ativas que apresentaram
% Red > 50, e do extrato etandlico de folhas (EEFPH-1) o qual, embora inativo, foi
incluido nesta tabela como referéncia. Serdo realizadas comparacdes entre as
fracbes ativas de acordo com suas similaridades em termos de suas atividades
antiplasmadica, contida na Tabela 10. Os extratos etandlicos de caules (EECPH) e
folnas (EEFPH-1) apresentaram baixa reducéo de parasitemia (% Red < 50), sao
estatisticamente equivalentes (Tabela 09), e os seus perfis registrados por CLUE-
DAD no equipamento por CLUE-DAD-ESI-EM/EM, sado qualitativamente muito
semelhantes (Figura 25A e Figura 25B), o que permite inferir que 0s constituintes
majoritarios sao inativos. As fracdes alcaloidicas extraidas com diclorometano pelo
método A na extracdo de solucbes aquosas béasicas (pH 9 - 10) de caules
(FrDCMetA) e folhas (FrDFMetA) apresentaram atividade antiplasmddica moderada
(% Red ~ 65), em ambas as concentragdes e séo estatisticamente equivalentes
(Tabela 10). Ja as fracdes obtidas pelo método B, a saber, a fracdo cloroférmica
acida (FrCAcMetB), a fracéo cloroférmica neutra (FrCNMetB) e a fracéo cloroférmica
basica (FrCBMetB), bem como a fracdo cloroférmica obtida por particdo liquido-
liguido (FrCPLLF) foram as mais ativas, com porcentagem de reducdo de

parasitemia na faixa de 78,5+ 2,1% a 96,5+ 0,7%.

Tabela 10. Porcentagem de inibigéo do crescimento do Plasmodium falciparum (W2)
do extrato etandlico de folhas da coleta 1 e das fracbes ativas de Palicourea
hoffmannseggiana avaliados pelo método da Lactato Desidrogenase do parasito
(PfLDH) e dados estatisticos

Amostras % Inibig&o do crescimento
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[100,0 pg/mL]

[50,0 pg/mL]

Ext. EtOH Folhas (EEFPH-1) 26,0 +4,2° 250+56F
Fr. DCM Caule (FrDCMetA) 65,5 + 10,6 © 60,5+ 3,5°
Fr. DCM Folhas (FrDFMetA) 64,0+1,4°¢ 59,5+ 4,9°
Fr. CHCI3 Ac. (FCAcMetB) 80,0+ 8,45 735+6,3°
Fr. CHCl; Neu. (FCNMetB) 785+2,1° 76,5+0,7 8
Fr. CHCIl; Bas. (FrCBMetB) 92,5+0,7" 67,0£1,4°¢
Fr. CHCIl; (FCPLLF-2) 96,5+4,9" 88,0+28"
Controle Positivo
Cloroquina 100,0+0,0* 100,0+0,0 *

Notas: As médias (x DP, n = 3) seguidas por letras diferentes foram significativamente diferentes nas
colunas (teste de Tukey, a = 0,05). As analises estatisticas da redugdo da parasitemia em 100,0 e
50,0 pg/mL foram realizadas separadamente para cada concentragéo, bem como para cada grupo
analisado. * A andlise estatistica da atividade antiplasmdédica do controle (cloroquina) foi realizada
separadamente com cada amostra e concentragdo, e significativa para p <0,05.

Os perfis cromatograficos por CLUE-DAD das amostras ativas frente ao
Plasmodium falciparum, contidas na Tabela 10 sdo mostrados nas Figuras 30 e 31,
a primeira com uma varredura dos Trs de 0 a 13 min, e a segunda para
cromatogramas expandidos, com varreduras de Trs de 0 a 8 min. Os cromatogramas
30A e 30B, correspondentes aos extratos etanodlicos de caules (EECPH) e folhas
(EEFPH), sdao muito semelhantes, foram inativas e 0S respectivos extratos S&ao
estatisticamente equivalentes, como ja foi discutido anteriormente (pag 87-91). As
Figuras 30C e 30D referem-se as fracGes alcaloidicas diclorometanicas obtidas pelo
método A, a pH 9 — 10, de folhas (FrDFMetA) e de caules (FrDCMetA) e distingem-
se das demais por apresentarem dois picos destacados de substancias de baixa
polaridade (Trs 9,68 e 10,38 min). As Figuras 30E, 30F, 30G e 30H mostram 0s
perfis das trés fracbes obtidas pelo método B, a saber fracdo cloroférmica acida
(FrCAcMetB), fracdo cloroférmica neutra (FrCNMetB) e fracdo cloroformica basica
(FrCBMetB), além da fracdo cloroférmica obtida por particdo liquido-liquido
(FrCPLLF). Das fracOes obtidas pelo método B, aquelas resultantes das extracdes
com cloroférmio das fragbes aquosas a pH 1-2 (FrCAcMetB) e pH 7 (FrCNMetB)
foram ativas e estatisticamente equivalentes, no entanto seus perfis cromatograficos
sdo muito distintos, o primeiro com um pico mais intenso em Tr 5,27 min e 0
segundo no Tr 2,40 min sendo que ambas apresentam picos de baixa intensidade

na faixa de Trs de 3 a 4 min. Ja a fragdo cloroférmica resultante da extracdo da
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camada aquosa basica a pH 9-10, também pelo método B (FrCBMetB), e a fracdo
cloroférmica obtida na particdo liquido-liquido com a camada hidrometandlica
oriunda do extrato etandlico de folhas da segunda coleta do material vegetal
(FrCPLLF) e que foram as mais potentes, apresentaram picos de baixa intensidade
na faixa de Tr 2,50 a 4,50 min e diferem porque na primeira observa-se um pico
intenso e largo em Tr 1,83 min, enquanto no segundo, picos fracos ocorrem nas
faixas de 2,50 a 7,50 min e também de 9 a 11 min. Os presentes resultados
mostram a importancia de se realizar fracionamentos de extratos etandlicos inativos
e\ou empregar métodos de extracdo seletivos na fase de triagem, o que permite
detectar fracBes ativas contendo constituintes ativos que sdo minoritarios nos
extratos brutos iniciais. Estes mesmos cromatogramas por CLUE-DAD, mas
registrados de modo expandido na faixa de Trs 0 a 8 min, sdo mostrados na Figura
31, com melhor visibilidade das intensidades dos picos, destacando-se mudancas
nos perfis dos cromatogramas 30C e 30D que, nestas condi¢des, apresentam picos
de substancias polares na faixa de 1 a 3 min. Deve-se destacar que, na Figura 31, o
pico em 2,45 min € mais intenso no cromatograma (A) — Extrato etandlico dos caules
de P. hoffmannseggiana, coleta 1 (EECPH-1) do que no cromatograma B- Extrato
etandlico das folhas, coleta 1 (EEFPH-1) e que este se intensificou no cromatograma
F-Fracao cloroférmica neutra, método B (FrCNMetB). Observou-se, também, que o
pico em 1,82 min, muito fraco nos cromatogramas dos extratos etandlicos
(cromatogramas A e B), apresenta-se como majoritario no cromatograma G- Fracao
cloroférmica béasica, método B (FrCBMetB). Com relacdo a fracdo cloroférmica
oriunda da particao liquido-liquido (cromatograma H - Fragéo cloroférmica, particao
liquido-liquido, FrCPLLF), embora tenha sido a mais ativa (% Red ~96%),
apresentou um perfil muito semelhante aquele do cromatograma da fracdo E Fracéo
cloroférmica &cida, método B (FrCAcMetB) na faixa de 2,0 a 5,70 min com o
aparecimento de picos de baixa intensidade na faixa de 6,20 a 7,50 min. As
diferencas nos perfis cromatograficos destas amostras € uma demonstracdo clara
de que processos de fracionamentos preliminares de extratos etandlicos podem
levar a amostras com diferentes composi¢cOes fitoquimicas facilitando a etapa

seguinte de isolamento de substancias bioativas.
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Figura 30. Cromatogramas por CLUE-DAD registrados no equipamento CLUE-DAD-ESI-EM dos extratos etandlicos de caules e folhas e de fragbes ativas
obtidas a partir de Palicourea hoffmannseggiana frente ao Plasmodium falciparum (TR 0 —13 min). Detec¢cdo em 220 nm.
Legenda: (A) — Extrato etandlico dos caules de P. hoffmannseggiana, 1° coleta (EECPH-1); (B) — Extrato etandlico das folhas, 1° coleta (EEFPH-1); (C) —
Fracao alcaloidica diclorometanica do caule, obtida pelo método A, a pH 9 — 10 (FrDCMetA); (D) - Fracao alcaloidica diclorometanica de folhas, obtida pelo
método A, a pH 9 — 10 (FrDFMetA); (E) Fracao cloroférmica acida, método B (FrCAcMetB); (F) - Fracdo cloroférmica neutra, método B (FrCNMetB); (G)
Fracao cloroférmica basica, método B (FrCBMetB); (H) - Fracao cloroférmica, particéo liquido-liquido (FrCPLLF).
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Figura 31. Cromatogramas por CLUE-DAD expandidos e registrados no equipamento CLUE-DAD-ESI-EM dos extratos etandlicos de caules e folhas e
fracdes ativas de Palicourea hoffmannseggiana frente ao Plasmodium falciparum (TR 0 — 8 min). Detec¢éo em 220 nm.
Legenda: (A) — Extrato etandlico dos caules de P. hoffmannseggiana, coleta 1 (EECPH-1); (B) — Extrato etandlico das folhas, coleta 1 (EEFPH-1); (C) -
Fracéo alcaloidica diclorometanica de folhas, obtida pelo método A, a pH 9 — 10 (FrDFMetA); (D) - Fracao alcaloidica diclorometanica do caule, obtida pelo
método A a pH 9 — 10 (FrDCMetA); (E) - Fracao cloroférmica acida, método B (FrCAcMetB); (F) - Fragéo cloroférmica neutra, método B (FrCNMetB); (G) -
Fracao cloroférmica basica, método B (FrCBMetB); (H) - Fracao cloroférmica, particéo liquido-liquido (FrCPLLF).
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5.7 Caracterizagcao e identificagao por CLUE-DAD-ESI-EM\EM de constituintes
dos extratos de caules e folhas de Palicourea hoffmannseggiana - Grupo 1
(Tabela 09)

Neste item serdo discutidos os dados de CLUE-DAD-ESI-EM\EM que levaram
a identificacdo de constituintes majoritarios dos extratos etandlicos de caules e de
folnas (coletas 1 e 2) os quais foram inativos nos testes in vitro de atividade
antiplasmadica (Tabela 09). Os cromatogramas de ions totais (TIC) ou de varredura
completa (Full Scan) destes extratos apresentam perfis muito semelhantes, nos
modos positivo e negativo (ESI® e ESI) como mostrado, respectivamente, nas

Figuras 32 e 33, destacando os principais picos, que sdo semelhantes nos extratos,
m/z 355, 513, 517, 719 no ESI* e seus respectivos ions no ESI .

Alguns dos picos mais intensos nos cromatogramas de ions totais do extrato
etandlico das folhas de P. hoffmannseggiana (EEFPH-1) correspondem aos TRs
1,45, 1,82 e 1,95 min no cromatograma UPLC-DAD (Figura 34), os dados de UV e
MS foram: Amax ~ 217, 280sh, 325 nm; m/z 353,09 [M - H]", juntamente com o0s
fragmentos m/z 191,40 [M - H - 162]" e 161,26 [M - H - 192]", resultado da perda de
um radical cafeoil acilium e um radical acido quinico, respectivamente. Esses dados
levaram a identificacdo dos acidos clorogénico, neoclorogénico e criptoclorogénico,
embora ndo seja possivel definir qual pico corresponde a cada um dos isémeros. A
presenca destes compostos ja foi relatada para as espécies dos géneros
Notopleura, Psychotria e Palicourea (BERGER et al., 2016). Entretanto, ndo ha
relatos do isolamento destas substancias a partir de Palicourea hoffmannsegginana

e nem em outras espécies pertecentes ao género.
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Figura 32. CLUE-ESI-MS expandido (TIC Scan Positivo) de Extrato Etanolico, Extratos hidroetanolicos e extratos aquosos de Palicourea hoffmannseggiana
caules e folhas (Grupo 1).

Legenda: (A) - Extrato etandlico - caule (EECPH), (B) - Extrato hidroetanélico 7:3 -caule (EHEC7:3), (C) - Extrato hidroetandlico 1:1 -caule (EHEC1:1), (D) —
Extrato Aquoso — caules (EACPH), (A) - Extrato etandlico - folhas (EEFPH), (B) - Extrato hidroetandlico 7:3 - folhas (EHEF7:3), (C) - Extrato hidroetandlico
1:1 - folhas (EHEF1:1), (D) — Extrato Aquoso — folhas (EAFPH).

Nota: Barras vermelhas indicam picos presentes em todos os extratos dos caules e folhas (m/z 355, 513, 517 e 719).
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Figura 33. CLUE-ESI-MS expandido (TIC Scan Negativo) de Extrato Etandlico, Extratos hidroetanolicos e extratos aquosos de Palicourea
hoffmannseggiana caules e folhas (Grupo 1).

Legenda: (A) - Extrato etandlico - caule (EECPH), (B) - Extrato hidroetandélico 7:3 -caule (EHEC7:3), (C) - Extrato hidroetandlico 1:1 -caule (EHEC1:1), (D) —
Extrato Aquoso — caules (EACPH), (A) - Extrato etandlico - folhas (EEFPH), (B) - Extrato hidroetandlico 7:3 - folhas (EHEF7:3), (C) - Extrato hidroetandlico
1:1 - folhas (EHEF1:1), (D) — Extrato Aquoso — folhas (EAFPH).

Nota: Barras vermelhas indicam picos presentes em todos os extratos dos caules e folhas (m/z 353, 511, 515 e 717).
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Figura 34. Cromatograma CLUE-DAD do extrato etandlico das folhas (EEFPH-1) e espectros no UV dos picos nos Trs 1,45, 1,82 e 1,95 min.
Nota:

R, = Cafeoil, R, = R; = H (acido clorogenico — 354 Da);

R; = Rz = H, R, = Cafeoil (4cido criptoclorogenico — 354 Da);

R; = R, = H, Rz = Cafeoil (4cido neoclorogenico — 354 Da)
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Trés outros picos mais intensos mostrados no cromatograma UPLC-DAD
encontram-se nos TRs 2,62, 2,81 e 3,05 min (Figura 34). Os dois primeiros foram
identificados como possiveis isdbmeros configuracionais dos acidos lialosidico e
estritosidinico. O primeiro, a TR 2,62 min, foi identificado como acido lialosidico
(Figura 38B) com base nos seguintes dados de UV e MS (ESI" e ESI): Amax ~ 217,
303, 350sh nm; m/z 513,28 [M + H]" e m/z 511,38 [M - H]". Este dado, associado a
um padrdao de fragmentacdo semelhante deste acido, permitiu sugerir que se
tratasse do &acido lialosidico (Figura 35), um alcaloide presente nos géneros
Psychotria e Palicourea (CALIXTO et al., 2016; MAGEDANS et al., 2019; MOURA et
al.,, 2020). Fragmentacbes esperadas confirmaram a identificacdo do &cido
lialosidico, pelos picos em m/z 351 Da [M + H - 162]" resultante da perda de glicose,
m/z 469 Da [M + H - 44]" resultante da descarboxilacéo, e m/z 333 Da [M + H — 162 -
18]", resultante de uma desidratacio apos perda de glicose (Figura 35).

O acido lialosidico é um alcaloide ja isolado de espécies do género Psychotria
e Palicourea (GONTIJO et al., 2019; BERGER et al., 2017). Estudos de atividade
biolégica deste composto, isolado de outra espécie, a Sickingia williamsi,
demonstrou uma atividade antiespasmadica (AQUINO et al., 1996). Contudo, néo

foram encontrados estudos sobre a atividade antiplasmoddica deste alcaloide.
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Figura 35. Espectro no UV (A), Espectro de massas ESI® (B) e fragmentacdes (C) do &cido
lialosidico, identificado nos extratos etandlicos, hidroetandlicos (7/3 e 1/1) e aquosos de caules e

folhas de Palicourea hoffmannseggiana.

O metabdlito com Tr 2,81 min foi identificado como um isémero do acido

estridosidinico m/z 515,37 [M - HJ, possui fragmentacfes semelhantes (Figura 36),

como a perda de glicose m/z 355,26 [M + H - 162]", seguida pela perda de CO, m/z
307,19 [M + H - 162 - 44]", uma fragmentacao retro-Diels-Alder (RDA) da fragdo de
secologanina deu m/z 284,94 [M + H - 232]", m/z 182,06 deve corresponder a

unidade indol apés a perda da por¢do secologanina-glicose [M + H - 330]", além de

m/z 144,24 correspondente a CioHioN + [M + H - 373]" que provavelmente é
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derivado por uma fisséo heterociclica em anel (HRF) do nucleo inddlico. A presenca
de isdmeros do acido lialosidico e do acido estritosidinico em diferentes extratos de
folhas e caules de P. hoffmannseggiana esta de acordo com dados da literatura para
varias espécies de Palicourea, das quais ja foram isolados o acido estrictosidinico
(BERGER et al., 2012, 2015, 2017; KLEIN-JUNIOR et al., 2017), e 0 seu isbmero o
acido epi-estrictosidinico (Figura 38C; NASCIMENTO et al., 2006), porém s6é ha
relatos do isolamento do acido lialosidico nas espécies do género, ndo havendo
relatos de isolamento de outro isbmero (BERGER et al., 2017).

O &cido estrictosidinico é um alcaloide j& isolado desta espécie (NAVES,
2014; OLIVEIRA et al., 2013). Os efeitos do acido estrictosidinico isolado de folhas
de Psychotria myriantha, sobre os niveis de monoamino oxidases no hipocampo de
ratos mostrou que este alcaloide age na transmissédo dopaminérgica por inibicdo da
atividade da monoamimo oxidase A (MAO A) o que sinaliza para uma potencial acédo
na depressdo, no aprendizado e na memoria (FARIAS et al.,, 2012). Além deste
estudo, também se demonstrou que o &cido estrictosidinico isolado de Hunteria
zeylanica possui efeito analgésico e atividade antipirética (REANMONGKOL et al.,
2000). Contudo, ndo foram observados estudos sobre acdo antiplasmoddica desta

substancia.
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Figura 36. Espectro no UV (A), Espectro de massas ESI® (B) e fragmentacdes (C) do &acido
estrictosidinico, identificado nos extratos etandlicos, hidroetanélicos (7/3 e 1/1) e aquosos de caules e
folhas de P. hoffmannseggiana.

|

No cromatograma por CLUE-DAD (Figura 34) observa-se o pico em Tr 3,05
min, correspondente a uma substancia de ion molecular protonado em m/z 719 Da
[M + H]" e, portanto, com MM 718. Os maximos de absor¢do no UV (Amax 235, 306 e
340 nm) para esta substancia (Figura 37) sdo compativeis com o0 espectro de
alcaloides monoterpeno inddlicos (FARIAS, 2006). Nos espectros de massas
sequenciais (EM\EM) para estes ions, foram observados ions fragmentéarios

similares a alguns daqueles do acido lialosidico, o que corrobora a hipétese de se
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tratar de um alcaloide monoterpeno inddlico (AMI). Uma busca na biblioteca
eletrénica Scifinder® mostrou a néo existéncia de qualquer alcaloide com estrutura de
massa molar compativel com o ion molecular registrado. Este fato sugere que esta
substancia deve ser inédita, e analises EM\EM mostraram perdas tipicas de
alcaloides monoterpeno inddlicos glicosilados, como descrito a seguir.

Os dados ESI* e ESI' MS [M + H]" 719,33 e [M - H] 717,44 (Figura 32 e 33),
juntamente com fragmentacdes caracteristicas de MS, apontam para a perda de um
radical sinapoil acilium para dar m/z 513,25 [M + H - 206 ], junto com a perda de
uma unidade de glicosilsinapoil em m/z 351,22 [M + H - 368]" para os quais 368 =
162 + 206, além de outro fragmento de diagnostico em 206,92 [M + H -512]°
derivado da perda do residuo de &cido lialosidico. Além disso, para o MS® de m/z
206,92 [M + H]" os ions caracteristicos em m/z 191,67 [M + H - 15]", m/z 175,84 [M
+ H - 31]" e m/z 145,48 [M + H - 62]" comprovam a presenca de um residuo
sinapoila. Nao foi encontrada referéncia no Scifinder® para este alcal6ide, com o
MM 718 Da. Portanto, esse € possivelmente um novo alcaloide monoterpeno
inddlico. A estereoquimica E e a localizagédo 6'-O do residuo sinapoila proposto para
0 acido sinapoil-lialosidico representam um novo alcaloide com similaridade
estrutural a outros derivados relacionados, como o sinapoil-lialosideo, um éster
metilico conhecido, além do ésteres metilicos previamente detectados (E)-O-6'-
feruloil-lialosideo e (E)-O-6'-sinamoil-lialosideo que foram detectados e também
isolados das espécies Palicourea e Psychotria (VALVERDE et al., 1999; BERGER et
al.,, 2015; QUEIROZ et al.,, 2017; GONTIJO et al., 2019). O isolamento e a
elucidacdo estrutural por andlises espectroscopicas por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e Dicroismo Circular (DC) deste novo derivado AMI para confirmar
essa estrutura sera parte da continuacdo do trabalho fitoquimico com P.
hoffmannseggiana.

Estes trés alcaloides inddlicos monoterpénicos estdo presentes nos extratos
etandlicos, hidroetandlicos (7/3 e 1/1) e aquosos de caules e folhas de P.
hoffmannseggiana como também nas fragbes n-butandlicas das extracdes acido-
base. Suas estruturas apresentam trés carbonos quirais na unidade monoterpénica
sendo que, para o acido estrictosidinico € conhecido um isémero, o acido 3-epi-
estrictosidinico, ja isolado da espécie Palicourea coriacea (NASCIMENTO et al.,
2005).
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ESI-MS®.
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Considerando em conjunto, esses resultados mostraram que 0 aumento da
polaridade dos solventes extrativos (EtOH — EtOH/H20 7/3 — EtOH/H20 11 —
H20), bem como os diferentes métodos extrativos (maceracéo, banho de ultrassom
e decoccao) nao tiveram uma mudanca significativa na atividade antiplasmodica dos
extratos do grupo 1 (Tabela 09). No entanto, um aumento significativo na atividade
antiplasmaodica das fragdes obtidas a partir do fracionamento do extrato etandlico de
folhas de P. hoffmannseggiana (1° coleta), foi observado como pode ser visto pela
comparacao dos resultados para os Grupos 1 e 2 (Tabela 09). Além disso, os
isbmeros do acido clorogénico, bem como os AMIs identificados nos extratos
etandlicos das folhas, ndo foram detectados nas fracdes bioativas das folhas e
caules de P. hoffmannseggiana. Esses compostos sdo responsaveis pelos maiores
picos nas fracdes n-BuOH (Grupos 2 e 3, Tabela 09) que n&o mostraram atividade
antiplasmaodica, com inibicdo do crescimento de parasitas < 50%. Assim, pode-se
inferir que o acido lialosidico e seu derivado sinapoila, bem como o &cido
estritosidinico e os isdmeros do acido clorogénico, podem ndo apresentar acao

antiplasmadica significativa.

5.7.1 CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO POR CLUE-DAD-ESI-EM\EM DE
CONSTITUINTES POTENCIALMENTE ATIVOS PRESENTES NAS FRACOES
COM ATIVIDADE ANTIPLASMODICA

A seguir serdo discutidos os dados CLUE-DAD-ESI-EM\EM referentes as
fracBes que apresentaram atividade antiplasmédica in vitro e constam da Tabela 10
(pag. 90) as quais apresentaram porcentagem de reducao da parasitemia acima de
50% (% Red > 50). No item anterior, foi discutida a identificacdo dos constituintes
referentes aos extratos etandlicos de caules (EECPH) e folhas da primeira (EEFPH-
1) e segunda coleta (EEFPH-2), os quais, embora inativos, foram incluidos na
Tabela 10, para fins de comparacao.

Os cromatogramas de ions totais (TIC) no modo positivo e negativo das
amostras ativas sdo mostrados nas Figuras 40 - 43 registrados nas varreduras de 0
a 1550 Da e de 0 a 720 Da. Na Figura 40 e 42 pode-se observar que, de um modo
geral, os picos ocorrem em valores de m/z abaixo de 720 Da, no modo positivo, e
abaixo de 900 Da, no modo negativo, o que justifica o0 registro destes

cromatogramas expandidos para melhor visibilidade (Figura 41 e 43). Nos perfis
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cromatogréaficos ESI” dos extratos etandlicos de caules e folhas destacam-se 0s
picos em m/z 513, 517 e 719, este ultimo sendo nitidamente mais fraco no extrato
etandlico de caules (Figuras 41A) do que no extrato etandlico de folhas (Figuras
41B). Estes picos foram identificados como sendo correspondentes aos acidos
lialosidico, estrictosidinico e sinapoil lialosidico (Figura 38B-D).

Os cromatogramas por CLUE-DAD das frac6es alcaloidicas diclorometanicas
de folhas (FrDFMetA) e caules (FrDCMetA) obtidas pelo método A, a pH 9 — 10,
mostram perfis semelhantes de metabdlitos minoritarios com Trs < 3,0 min como se
observa nos cromatogramas extendidos (Figuras 39C e 39D), fato que pode justificar
a semelhanca entre os resultados de atividade antiplasmddica destas amostras.
Além disso, alguns picos presentes nas fracGes diclorometanicas se sobrepdem a
picos presentes nos extratos, discutidos anteriormente, destacadas com setas na
Figura 39. Os cromatogramas de ions totais (TIC) destas fracdes (Figuras 41C e
41D), destacados com barra de cor vermelha, apresentam, como caracteristica
particular, pares de picos com diferencas de 44 Da como por exemplo m/z 371 e
327, m/z 437 e 393 Da. Estas diferencas sdo devidas a uma unidade guanidina entre
pares de amidas de um mesmo &cido cinAmico com as aminas agmatina e
putrescina na regido de valores mais altos de m/z (> 300 Da). Caracteristicas
semelhantes foram observadas em extratos etandlicos de caules e folhas de
Palicourea sessilis (SAMULSKI et al., 2020) e foram atribuidos a amidas derivadas
de acidos hidroxicinamicos, como os &cidos p-cumarico, cafeico e ferdlico com
aminas, como putrescina, agmatina e espermina, com massas moleculares abaixo
daquelas observadas nas fracdes de Palicourea hoffmannseggiana. Poucos picos de
metabdlitos de massas mais baixas (m/z < 300) sdo também observados nestas
fracBes, mas ndo foram identificados porque néo foi possivel efetuar as analises das
fragmentacdes dos picos correspondentes por UPLC-ESI-EM\EM, devido ao né&o
funcionamento dos laboratorios de pesquisa na Faculdade de Farmacia UFMG,

durante o periodo da pandemia do coronavirus.
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Figura 39. Cromatograma UPLC-DAD do extrato etandlico dos caules e das folhas e fracBes ativas de Palicourea hoffmannseggiana frente ao Plasmodium
falciparum (W2) pelo método da PfLDH. Detecgcdo em 220 nm.

Legenda: (A) — Extrato etandlico dos caules de Palicourea hoffmannseggiana (EEFPH); (B) — Extrato etandlico das folhas (EEFPH-1); (C) — Fragéo
alcaloidica diclorometanica do caule, obtida pelo método A, a pH 9 — 10 (FrDCMetA); (D) - Fracdo alcaloidica diclorometanica de folhas, obtida pelo método
A, a pH 9 — 10 (FrDFMetA); (E) - Fracao cloroférmica acida, método B (FrCAcMetB); (F) Fragéo cloroférmica neutra, método B (FrCNMetB); (G) - Fragéo
cloroférmica basica, método B (FrCBMetB); (H) — Fracao cloroférmica, particdo liquido-liquido (FrCPLLF). Nota: Encontram-se destacados em vermelho as
semelhancas entre amostras. Picos semelhantes presentes nos extratos e fracées destacadas com setas.
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Figura 40. Cromatogramas expandidos de fons totais (TIC) registrados por CLUE-ESI-EM no modo de ionizacg&o positivo (ESI®), Varredura 0 a 1550 Da, dos
extratos etandlicos e das fragOes ativas de Palicourea hoffmannseggiana frente ao Plasmodium falciparum (W2) pelo método da PfLDH.

Legenda: (A) — Extrato etandlico dos caules de Palicourea hoffmannseggiana (EEFPH); (B) — Extrato etandlico das folhas (EEFPH-1); (C) — Fracgéo
alcaloidica diclorometanica do caule, obtida pelo método A, a pH 9 — 10 (FrDCMetA); (D) - Fragéo alcaloidica diclorometanica de folhas, obtida pelo método
A, a pH 9 — 10 (FrDFMetA); (E) - Fragdo cloroférmica acida, método B (FrCAcMetB); (F) Fracéo cloroférmica neutra, método B (FrCNMetB); (G) - Fragdo
cloroférmica basica, método B (FrCBMetB); (H) — Fracao cloroférmica, particéo liquido-liquido (FrCPLLF).
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Figura 41. Cromatogramas expandidos de ions totais (TIC) registrados por CLUE-ESI-EM no modo de ionizagéo positivo (ESI*), Varredura 0 a 720 Da, dos
extratos etandlicos e das fracGes ativas de Palicourea hoffmannseggiana frente ao Plasmodium falciparum (W2) pelo método da PfLDH.

Legenda: (A) — Extrato etandlico dos caules de Palicourea hoffmannseggiana (EEFPH); (B) — Extrato etandlico das folhas (EEFPH); (C) — Fracao alcaloidica
diclorometanica do caule, obtida pelo método A, a pH 9 — 10 (FrDCMetA); (D) - Fragéo alcaloidica diclorometanica de folhas, obtida pelo método A, a pH 9 —
10 (FrDFMetA); (E) - Fracao cloroférmica acida, método B (FrCAcMetB); (F) Fracao cloroférmica neutra, método B (FrCNMetB); (G) - Fragdo cloroférmica
basica, método B (FrCBMetB); (H) — Fracéo cloroférmica, particdo liquido-liquido (FrCPLLF). Nota: Destacado em vermelho as fragdes diclorometanica
obtida pelo método A dos caules (FrDCMetA) e das folhas (FrDFMetA), demonstrando a semelhanca entre as fracoes.
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Figura 42. Cromatogramas expandidos de fons totais (TIC) registrados por CLUE-ESI-EM no modo de ionizac&o negativo (ESI), varredura 0 a 1550 Da, dos
extratos etandlicos e das fragOes ativas de caules e folhas de Palicourea hoffmannseggiana frente ao Plasmodium falciparum (W2) pelo método da PfLDH.
Legenda: (A) — Extrato etandlico dos caules de Palicourea hoffmannseggiana (EEFPH); (B) — Extrato etandlico das folhas (EEFPH); (C) — Fracdo alcaloidica
diclorometanica do caule, obtida pelo método A, a pH 9 — 10 (FrDCMetA); (D) - Fragéo alcaloidica diclorometanica de folhas, obtida pelo método A, a pH 9 —
10 (FrDFMetA); (E) - Fracéo cloroférmica acida, método B (FrCAcMetB); (F) Fracao cloroférmica neutra, método B (FrCNMetB); (G) - Fracao cloroférmica
béasica, método B (FrCBMetB); (H) — Fragédo cloroférmica, particéo liquido-liquido (FrCPLLF).
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Figura 43. Cromatogramas expandidos de fons totais (TIC) registrados por CLUE-ESI-EM no modo de ionizac&o negativo (ESI'), varredura 0 a 900 Da, dos
extratos etandlicos e das fracGes ativas de caules e folhas de Palicourea hoffmannseggiana frente ao Plasmodium falciparum (W2) pelo método da PfLDH.

Legenda: (A) — Extrato etandlico dos caules de Palicourea hoffmannseggiana (EEFPH); (B) — Extrato etandlico das folhas (EEFPH); (C) — Fragédo alcaloidica
diclorometénica do caule, obtida pelo método A, a pH 9 — 10 (FrDCMetA); (D) - Fracao alcaloidica diclorometénica de folhas, obtida pelo método A, a pH 9 —
10 (FrDFMetA); (E) - Fracdo cloroférmica acida, método B (FrCAcMetB); (F) Fracao cloroférmica neutra, método B (FrCNMetB); (G) - Fracao cloroférmica
basica, método B (FrCBMetB); (H) — Fracao cloroférmica, particdo liquido-liquido (FrCPLLF). Nota: Destacado em vermelho as fracBes diclorometanica
obtida pelo método A dos -caules (FrDCMetA) e das folhas (FrDFMetA), demonstrando a semelhanca entre as fragOes.
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Os cromatogramas por CLUE-DAD das fracdes ativas obtidas pelo Método B
(Tabela 10, pag. 101), a saber, fracdo cloroférmica acida (FrCAcMetB), fracédo
cloroférmica neutra (FrCNMetB), e fracdo cloroférmica basica (FrCBMetB) foram
apresentados na Figuras 21 e 22 (pag. 84 e 85) e os Trs para 0sS picos mais
proeminentes, assim como seus dados de UV e MS (modo positivo e negativo),
foram mostrados nas Figuras 40-43. Nota-se que o0s espectros no UV sao
caracteristicos de nucleo indélico, presente em tetra-hidro-p-carbolinas e triptaminas
(Amax 220, 279 nm), bem como em alcaloides B-carbolinicos (Amax 246, 299, 365 nm)
(SANGSTER & STUART, 1964; WANG et al., 2010). A identificacdo dos principais

picos dessas fracdes é discutida a seguir.

A)Fracdo cloroférmica neutra (FrCNMetB) - No cromatograma por
CLUE-DAD desta fracao (Figura 39) destaca-se o pico em Tr 2,40 min, o
mais intenso dessa fracdo, com espectro no UV caracteristico de um
alcaloide B-carbolinico (Amax 246, 299, 365 nm), ao qual corresponde, no
cromatograma de fons totais, os ions moleculares em m/z 182,97 [M + H]"
e 181,01 [M — HJ", nos modos positivo (Figura 41F) e negativo (Figura 43F).
O espectro no UV deste pico € indicativo de uma B-carbolina com um grupo
metila, inferido a partir do ion molecular protonado [M + H]* em m/z 182,97,
e pelo ion fragmentario em em m/z 115,05 [M + H - 68]" derivado do nucleo
de uma B-carbolina, por uma perda do radical CzH4N>* por fissdo do anel
heterociclico. Entretanto, como pode ser notado na Figura 39F, o pico
alargado no Tr 2,40 min pode estar relacionado a co-eluicdo de compostos
isoméricos com m/z 182.97 [M + H]". De fato, trés metil-B-carbolinas naturais
gue suportam um grupo metila nas posi¢cdes 1 ou 4 sédo conhecidas (Figura
44; SHI et al., 2017) e os dados atuais nao permitem fazer distingdo entre os
dois possiveis isbmeros constitucionais. A presenca de ions moleculares
desprotonados [M - H]” em m/z 180,88 pode ser considerado indicativo da
exclusdo do composto 2-metil-B-carbolina como um dos isémeros, pois este
nao apresentaria ionizagdo negativa significativa devido a auséncia da
ligacdo NH.

B) Fracdo cloroféormica bésica de folhas (FrCBMetB) - Nos

cromatogramas por CLUE DAD (Figura 39G) destacam-se trés picos em Trs
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1,83 min (UV Amax 220, 279 nm), 2,64 min (UV Amax 246, 299, 365nm) e 3,85
min (UV Amax 220, 279 nm). A seguir, serdo discutidos os dados referentes a
analises por CLUE-DAD-ESI-EM/EM de constituintes relacionados a estes
picos.

B-1) Ao pico em Tr 1.83 min corresponde um ion molecular protonado
em m/z 175,07 [M + H]" (Figura 41G), atribuido & N-metil-triptamina (Figura
44) para a qual foram observados os seguintes ions fragmentarios em m/z
115,09 [M + H — 60]", devido a perda do radical CsHioNe, outro em m/z
143,05 [M + H — 32]" devido a perda do radical CHgNe, um terceiro em m/z
91,17 correspondente a [M + H - 84]", derivado da perda do radical CsH1oN®,
e miz 77,25 [M + H - 98]", todos estes relacionados a diferentes
fragmentacdes do tipo fissdo do nucleo heterociclico do nucleo inddlico e
gue sdo coerentes com a literatura (CHEN et al., 2008; OUYANG et al.,
2009).

B-2) Ao constituinte relacionado ao pico em Tr 2,64 min, nos
cromatograma por CLUE-DAD, mostrados na Figura 39G, corresponde o
espectro no UV caracteristico de um alcaloide B-carbolinico (UV Amax 246,
299, 365 nm). Os cromatogramas de ions totais nos modos positivo e
negativo forneceram ions moleculares em m/z 183,10 [M + H]" (Figura 41G)
e m/z 180,88 [M — HJ (Figura 43G). Este pico esta presente também na
fracdo cloroférmica neutra (FrCNMetB) e sua analise consta do item A,
conforme discutido na andlise da fracdo cloroférmica neutra (item a) e com
base no fragmento de ions em m/z 141,24 [M + H - 42]" resultante da perda
de C2H4Ne, gue foi tomada como indicacdo da localizacdo do grupo metila
em C-1, correspondendo, portanto, ao conhecido harmano (Figura 44).
Outros fragmentos como m/z 167,80 [M + H - 15]*, 115,05 [M + H — 68],
88,99 [M + H - 94] + e 65,07 [M + H - 118]" também estdo presentes e estio
de acordo com a literature, sendo tipicos de B-carbolinas (LI et al., 2014). A
literatura demonstrou que o alcaloide harmano ja foi avaliado em relacdo a
sua atividade antiplasmddica, apresentando resultados positivos in vitro,
frente cepas K1, cloroquina-resistente, e in vivo, frente cepas NK65 de P.
berghei (MONTOIA, 2017; MONTEIRO, et al., 2014).
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B-3) Ao metabdlito do pico em Tr 3,85 min; UV Amax 220, 279 nm; m/z
203,23 [M + H]" corresponde o pico de ion molecular negativo em m/z
201,33 [M — H] (Figura 43G) que é atribuido a N-acetil-triptamina (m/z
203,23 [M + H]") (Figura 44), caracterizado pelos ions fragmentarios em m/z
159,84 [M + H - 43]", devido a perda de um grupo acetila, e m/z 143,97 [M +
H - 59]" pela perda do radical CH;COHN-.

R2
- NH
N
\_/ \ /
H R4 H

N-metiltriptamina (174 Da)

R; = CH3, R, = H, Harmano (182 Da)
R: = H, R, = CHj3, 4-metil-B-carbolina (182 Da)

(C)
HN

A\

N
H

N-acetiltriptamina (202 Da)

Figura 44. Estruturas quimicas das substancias identificadas nas fra¢des ativas de Palicourea
hoffmannseggiana por extracéo de alcaloides.

Das fracGes obtidas por particdo liquido-liquido a partir do extrato etandlico de
folhas da coleta 2, a fracao cloroformica (FCPLLF) foi mais ativa, com % Red 96,5 +
4,9 e 88,0 + 2,8, nas concentragdes de 100,0 pg/mL e 50,0 pg/mL, respectivamente,
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enquanto que a fragdo hidrometanolica (FMHPLLF) com % Red de 51,5 + 2,1 e 36,5
*+ 3,5, nas concentragcoes de 100,0 e 50,0 pg/mL, respectivamente (Tabela 09 pag
74), foi considerada inativa .

Em relacdo ao extrato obtido a partir do material da segunda coleta, &
possivel notar a semelhanca na composi¢do dos extratos etandlicos das folhas da
primeira e da segunda coleta (Figura 45). Sendo os picos nos Trs 1,45; 1,82 e 1,95
min ja identificados como os acidos clorogénico, neoclorogénico e criptoclorogénico,
apesar de nao ter sido identificado qual substancia corresponde a cada pico. Os
picos nos Trs 2,62; 2,81 e 3,05 min foram identificados como sendo devidos aos
alcaloides inddlicos monoterpénicos, acido lialosidico, acido estrictosidinico e (E)-O-
6’-sinapoil-lialosideo. O cromatogramas de ions totais (TIC) no modo positivo da
fracdo cloroférmica (FrCPLL), apresentou o pico de m/z 182 [M + H]" (Figura 41,
pag. 121), correspondente ao alcaloide indélico, harmano.

Por outro lado, significativas diferencas nos cromatogramas CLUE-DAD dos
extratos etandlicos da primeira e segunda coletas sdo observadas a partir do Tr 5
min, fato que pode estar diretamente relacionado a diferenca de atividade
antiplasmaodica destes dois extratos (Tabela 09 pag.88). De fato, apds a particao
liquido-liquido, os picos referentes aos compostos com Tr > 5 min sdo observados
em maior intensidade na fracéo cloroférmica em relacao a fragdo MeOH:H,O, sendo
gque a primeira se mostrou significativamente maior atividade antiplasmaodica.
Espectros no UV (Amax 230 nm) indicam que estes compostos devem pertencer a
classe do iridoides, sendo que esta absor¢cdo no UV pode ser atribuida a um grupo
carbonila a, B - insaturado, muito frequente em iridoides. Em a consulta a literatura
sobre a ocorréncia de iridoides de diversos tipos estruturais ndo se encontraram
dados correspondentes aqueles de UV e EM o que faz supor tratar-se de um novo
iridoide.

Os iridoides sao monoterpenoides que possuem esqueleto iridano e sistema
de anéis ciclopentano[C]pirano, formado a partir da ciclizagdo alternativa do
pirofosfato de geranila (GPP). Os processos de glicosilagdo, epoxidacao,
hidroxilacdo e esterificacdo com introducédo de grupos metila ou derivados do acido
chiguimico propiciam uma grande variedade estrutural aos iridoides (SOUSA &
CHAVES, 2019). Metabodlitos desta classe apresentam diversas atividades
biolégicas relatadas na literatura, como atividade antifingica, antibacteriana,

anticancerigena, hipoglicemiantes, anti-hiperlipidémico, anti-inflamatorio,
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hepatoprotetor, antioxidante, imunomodulador, antiviral, antiprotozoario (DINDA et
al., 2007; DINDA et al., 2011). Estudos de Tamura e colaboradores (2010) isolaram
cinco iridoides conjugados com fenilpropanoides da espécie Morinda morindoides,
pertencente a familia Rubiaceae, e demonstraram a atividade antiplasmédica destas
substancias sendo consideradas pelos autores como potenciais candidatos a
farmacos antimaléaricos.

Em relagdo a espécie em estudo, sob a nomenclatura de Psychotria rubra,
sinonimia botanica de Palicourea hoffmannseggiana, ja foram isolados dois iridoides
glicosilados, a psyrubrina A e 6a-hidroxigeniposideo (LU et al., 2014). Este ultimo
apresentou atividade imunossupressora nos estudos de Chang e colaboradores

(2005). Entretanto ndo ha dados referentes a atividade antiplasmaodica das mesmas.
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Figura 45. Cromatogramas UPLC-DAD expandidos dos extratos etandlicos, coleta 1 (EEFPH-1) e coleta 2 (EEFPH-2) e das fracdes obtidas por particdo do
EEFPH-2 de Palicourea hoffmannseggiana (Grupo 4, tabela 09), a 220 nm.
Legenda: (A) - Extrato etandlico das folhas de Palicourea hoffmannseggiana, 1° coleta (EEFPH-1); (B) - Extrato etandlico das folhas de Palicourea
hoffmannseggiana, 2° coleta (EEFPH-2); (C) — Fragdo cloroférmica da particao liquido-liquido do EEFPH-2 (FrCPLL); (D) — Fracdo hidrometandlica da
particdo liquido-liquido do EEFPH-2 (FrHMPLL).
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Conforme discutido, as fragdes bioativas sdo constituidas principalmente por
alcaldides de B-carbolinicos, que sao alcaléides quimicamente triciclicos, possuindo
um esqueleto basico de um pirido [3, 4-b] indol. Entre esses alcaldides, a harmina e
a harmalina apresentaram atividade antiplasmddica moderada in vitro (ICso 8,0 e
25,1 pg/mL, respectivamente) contra Plasmodium falciparum (ASTULLA et al.,
2008). Além disso, harmano e tetrahidroharmano isolados de Guiera senegalensis
(Combretaceae), uma planta do Mali com uso tradicional para tratamento da malaria,
apresentaram atividade antimalarica significativa (ICso menor que 4 ug/mL)
(ANCOLIO et al., 2002; FIOT et al., 2006). Esses alcalbdides B-carbolinicos simples
também foram encontrados em plantas sul-americanas como Banisteriopsis caapi
(Malpighiaceae) e Psychotria viridis (Rubiaceae), que sao ingredientes na bebida
alucinégena Ayahuasca, usada na Amazodnia, e também encontrada em outras
espécies de Psychotria e Palicourea (Rubiaceae). Neste sentido, ha ainda uma
ampla revisdo sobre a atividade antimalarica de alcaléides B-carbolinicos naturais
contra diferentes cepas de P. falciparum, incluindo variadas diversificagcdes da
estrutura triciclica basica e complexas, isoladas de varias espécies de esponjas
marinhas, inicialmente relatadas por sua potente citotoxicidade e, em seguida, por
sua poténcia antimalérica variavel (ASHOK et al., 2013). Entretanto este alcaloide
demonstrou a moderada citotoxicidade em mondécitos humanos, e possivel
genotoxicidade (GIORGIO et al., 2004).

Por outro lado, ndo foram encontrados relatos sobre a atividade
antiplasmodial/antimalarica da [(-carbolina, 4-metil-B-carbolina, e triptaminas, N-
metiltriptamina e N-acetiltriptamina, de Palicourea hoffmanngesianna (Schult.)

Borhidi e seus sinbnimos.
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo de extratos e fracdes obtidos por fracionamento de extratos
etandlicos de cascas e folhas de Palicourea hoffmannseggiana por analises por
CLUE-DAD e CLUE-DAD-ESI-EM\EM combinadas com 0s ensaios in vitro de
atividade antiplasmodica, permitiu identificar as principais substancias presentes
nesta espécie, bem como inferir sobre compostos potencialmente relacionados a
acdo observada. Nos extratos etanolicos, hidroetandlicos e aquosos foram
identificados dois alcaloides monoterpénicos indolicos (AMI), os &cidos
estrictosidinico e lialosidico, e um terceiro AMI inédito que foi carcterizado como um
acido sinapoil-lialosidico. Estes alcaloides se concentram nestes extratos que
apresentaram baixa ou nenhuma atividade antiplasmadica, enquanto fracbes obtidas
por extracbes acido-base e particbes liquido-liquido, contendo, principalmente,
alcaloides B-carbolinicos, foram significativamente ativos. No entanto, entre os
alcaloides identificados, somente o harmano possui relatos anteriores de exibir uma
atividade antimalarica pronunciada. Além disso, a espécie Palicourea
hoffmannseggiana, que é amplamente distribuida no Brasil, mostrou-se fonte de
alcaléides monoterpénicos inddlicos, como o acido estrictosidinico, de efeitos
conhecidos no sistema nervoso central. Portanto, P. hoffmannseggiana €, pela
primeira vez, apontada como fonte de alcaloides antiplasmddicos. Em sintese, a
presente triagem, guiada por bioensaios in vitro e andlises por CLUE-EM,
demonstrou que fracionamentos preliminares s&o recomendados para hao
negligenciar resultados negativos em testes biologicos de extratos brutos. A
realizacdo dos processos de fracionamento de extratos etandlicos aqui descritos, em
escala maior, certamente proporcionara fracdes ativas promissoras de interesse
para o desenvolvimento de fitomedicamentos e/ou isolamento de metabdlitos de

interesse farmacéutico.
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