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RESUMO

Trinta e trés substancias foram detectadas em diferentes extratos das folhas, frutos,
talos e cascas de Caraipa densifolia Mart. Os compostos fendlicos foram identificados
preliminarmente e quatificados por CLAE-ESI-EM ap6s cromatografia em coluna Sephadex
LH-20. Estruturas dos compostos, purificada por CLAE semi-preparativa, foram ainda
caracterizados por nano-ESI-EM-EM. A presenca de acido galico, &cido 3,4-diidroxibenzoico,
acido clorogénico, acido neoclorogénico, galato de metila, acido p-cumaroil quinato,
epicatequina, procainidina dimero B2, procianidina trimero C1, &cido sirigico, 1, 2, 3, 6 -
tetragalato glicosideo, 1, 3, 4, 6-tetragalato glicosideo, corilagina, &cido elagico, &cido metil
elagico raminosideo, quercetina-3-O-raminosideo, dois apigenina-C-glicosideos (vitexina e
isovitexina), mais trés apigenina, cucumerina A, cucumerina B e cucumerina C) e dois
luteolina-C-glicosideos (orientina e isoorientina) sdo relatados nesta espécie, pela primeira
vez. Ja identificados anteriormente nesta espécie os seguintes terpendides: lupeol, lupenona,
acido betulinico, betulina, friedelina. Sendo inédito na espécie Caraipa, friedelinol, B-
sitosterol, estigmasterol, as vitaminas (a-tocoferol e y-tocoferol), identificados em extratos
das folhas de Caraipa densifolia Mart. foram identificados e quatificados por CG-EM. As
informac@es obtidas nesse trabalho trazem contribuic6es relevantes para o conhecimento das
varias formulacdes geralmente utilizadas na medicina popular e industrias farmacéuticas,
representando uma etapa importante para um estudo de um fitoterdpico. O ensaio da
capacidade antioxidante dos extratos FST, FSD e FSH revelou uma significativa atividade,
obtendo assim, melhor atividade antioxidante o extrato FST com ICsp2,1mg/mL. Os extratos
com melhor inibicdo da enzima Acetilcolinesterase em concentracdo de 2mg/mL, aplicados
2,5 pyL. das foram FH, TSH, CSH, FSM e FM. O teste moluscicida com caramujo da
Biomphalaria glabrata aplicado aos extratos FH e FM, resultou indice de mortalidade 100%
para FH em 24h e 60% e 80% para FM em 48h.



ABSTRACT

Thirty three secondary plant substances were detected in various extracts of the leaves,fruits,
stem and bark of Caraipa densifolia Mart. Phenolic compounds were preliminarily identified
and quantitated by HPLC-ESI-MS after column chromatography on Sephadex LH-20.
Structures of the compounds, purified by semi-preparative HPLC, were further characterized
by nano-ESI-MS-MS. The presence of gallic acid, 3,4-dihydroxybenzoic acid, chlorogenic
acid (plus an isomer), methyl gallate, p-coumaric acid quinate, epicatechin, procaynidin dimer
B,, procyanidin trimer C, syringic acid, 1, 2, 3, 6-tetragallate glucoside, 1, 3, 4, 6-tetragallate
glucoside, corilagin, ellagic acid, methyl ellagic acid rhamnoside, quercetin-3-O-rhamnoside,
two apigenin-C-glycosides (vitexin and isovitexin), three further apigenin,cucumerin A
cucumerin B e cucumerin C, two luteolin-C-glycosides (orientin and isoorientin) are reported
in this species for the first time. In addition, the previously reported following terpenoids,
lupeol, lupenone, betulinic acid, betulin, friedelin and a previously non-characterized
terpenoid in this species, friedelinol were identified and quantitated by GC-MS. A previously
identified sterol was B-sitosterol along with stigmasterol in this species for the first time. The
vitamins a-tocopherol and y-tocopherol were also identified in extracts of the leaves of
Caraipa species for the first time. Information obtained in this study provide significant
contributions to the knowledge of the various formulations commonly used in folk medicine
and pharmaceutical industry, representing an important step towards a study of a
phytotherapic. The test of antioxidant capacity of extracts FST, FSD and FSH showed a
significant activity, thereby obtaining better antioxidant extract FST with 1C502, 1mg/mL.
The extracts with the best inhibition of Acetylcholinesterase in concentration 2mg/mL applied
2.5 pL. were of FH, TSH, CSH, FSM and FM. The molluscicidal test with the snail
Biomphalaria glabrata extracts applied to FH and FM resulted mortality rate 100% for FH in
24 and 60% and 80% for FM in 48 hours.
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Introducdo — Caraipa densifolia

1. INTRODUCAO

Nos dias atuais, 0s interesses voltam-se novamente para a Amazonia. Desta vez,
atraidos por sua biodiversidade, seu imenso banco genético, sua gigantesca diversidade de
fauna, flora e minerais. E nesse laboratério natural que, ha centenas de anos, 0s povos
indigenas, habitantes primevos da Amaz6nia, vém fazendo uso da flora e desenvolvendo
empiricamente técnicas de cura para diversas doencas. Essa pratica vem sendo transmitida de
geracdo para geracdo, perpetuando, dessa forma, o etnoconhecimento. O conhecimento sobre
as plantas medicinais é importante para o desenvolvimento de produtos fitoterapéuticos, que
podem contribuir muito para a preservacdo da qualidade de vida e para a erradicacdo de
diversas doencas (SILVEIRA, 2003).

A Amazonia destaca-se como fonte promissora de novos constituintes quimicos por
ser considerada uma das regides detentoras de maior densidade do planeta, apresentando uma
incrivel variedade de espécies distintas de plantas, animais e microorganismos. Entretanto,
mesmo possuindo um consideravel nimero de espécies vegetais, poucas sdo submetidas a
uma investigagdo quimica e menor ainda é a porcentagem referente ao estudo da

potencialidade farmacoldgica.

A importancia da espécie Caraipa densifolia Mart para a medicina popular esta
associada a relatos feitos por comunidades localizadas em pontos distintos na Amazonia, no
Peru e na Coldmbia (NELSON et al., 1976). A seiva (resina avermelhada) obtida da casca e a

infusdo das folhas sdo utilizadas pela medicina popular no tratamento de dermatoses.

Conhecer as substancias capazes de causar o efeito medicinal popularmente
difundido é uma preocupacdo que deve ser considerada para garantir a eficacia e seguranca do

uso de tais drogas.

O levantamento bibliografico ao banco de dados Chemical Abstract, SciFinder
Scholar e Web of Science revelou rarissimos estudos fitoquimicos para a espécie Caipara
densifolia, assim também como em todas as espécies pertencentes ao género. Porém foi
possivel encontrar varios trabalhos relacionados com a atividade bioldgicas para as espécies
pertencentes a familia Clusiaceae, encontramos 375 citagdes, onde varias classes de

compostos estdo presentes em diversas espécies.
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Esta tese traz uma breve descricdo botanica da espécie estudada, uma pesquisa
bibliografica sobre a composicdo quimica dos exemplares da familia Clusiaceae é muito

estutada que antes era conhecida como Gutifereae.

Desde a década de 30 até o presente momento, a analise farmacoldgica dos extratos
das partes da planta, além da descricdo dos processos de isolamento e identificacdo dos
compostos encontrados.

Os objetivos deste trabalho séo:

1) avaliar os perfis fitoquimicos, por meio do estudo de folhas, cascas, talos e frutos
de Caraipa densifolia Mart., as substancias identificadas nos extratos;

2) investigar o potencial antioxidante;

3) verificar os extratos promissores do indice de mortalidade do caramujo
(Biomphalaria glabrata), que é o hospedeiro da Schistosoma mansoni, a responsavel pela
esquistossomose;

4) O indice de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, utilizando os extratos da

referida espécie.




Parte Experimental — Caraipa densifolia

2. CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Consideracdes botanicas sobre a familia Clusiaceae

A familia Clusiaceae (Lindl.) possui aproximadamente 50 géneros e 1200 espécies
distribuidas principalmente nas regides tropicais do globo. Entretanto, alguns géneros se
desenvolvem com grande facilidade nas regides norte de zonas temperadas. Esta familia
engloba arvores, arbustos, lianas e ervas de interesse econdmico pela producdo de frutos
comestiveis, madeiras, derivados quimicos de interesse farmacéutico e tintas. A maioria das
espécies estd distribuida em trés géneros: Hypericum L. (350 spp), Clusia L. (200 spp) e
GarciniaL. (200 spp). Clusiaceae apresenta em sua constituicdo quimica, compostos como:
benzofenonas, floroglucinoéis, flavonoides, xantonas, cumarinas, antraquinonas, esterdides,
terpenos e compostos fendlicos de suas diversas espécies.

De acordo com a classificacdo filogenética, Clusiaceae Lindley pertence a ordem
Malpighiales Martius e é considerada monofilética com base em sinapomorfias quimicas e
anatdbmicas; o nome tradicional para a familia, Guttiferae, significa “portando goma”, em
referéncia a secre¢do de coloracao variada, caracteristica do grupo (JUDD et al., 1999). Nesta
familia ocorrem aproximadamente 50 géneros de ampla distribui¢do nas regides tropicais e
subtropicais de todo mundo com apenas um género atingindo as regides temperadas, cerca de
1200 espécies (JOLY, 1993) (Fig. 01, p. 4). As espécies dessa familia sdo predominantemente
lenhosas e possuidoras de latex na maioria de seus tecidos, possuem habitos bastante
variados, podendo ser plantas arbdreas, epifitas, hemiepifitas ou, ocasionalmente, lianas
(OLIVEIRA et al., 1996).

Segundo JOLY, a familia Clusiaceae é constituida por:

“Plantas  primariamente lenhosas, arbdéreas ou arbustivas,
lactescente, ou ndo, com folhas inteiras de disposi¢do alterna,
oposta ou verticiladas, sem estipulas, com flores geralmente
vistosas isoladas, ou reunidas em inflorescéncia. Flores ciclicas ou
hemiciclicas, geralmente hermafroditas, ou de sexo separado, de
simetria radial. Sépalas e péetalas em namero variavel, de 12 a 14.
Androceu variado, composto por 4 a muitos estames, livres ou

formando grupos ou soldados em tubo. Ovario stpero formado por

3
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1 a 15 carpelos, soldados entre si, multilocular ou com um sé I6culo
e com muitos dvulos. Fruto em geral seco, capsular septicida ou

septifraga, ou ainda drupéaceo ou baciforme. ” (JOLY, 1993).

Clusiaceae circunscreve diversas plantas de interesse econdémico pela producdo de
frutos comestiveis, derivados quimicos de interesse farmacéutico, tintas e madeiras nobres
como por exemplo, Calophyllum (HUTCHINSON, 1969). No Brasil, a familia possui
aproximadamente 19 géneros, sendo que 0s mais representativos sdo: Kielmeyera Mart. &
Zucc. (pau-santo), Caraipa Aubl, Patonia R. Wight (obacuri), ClusiaL., Rheedia L. e
Calophyllum L (ARQUIMEDES, 2005).

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Mapa-m%C3%BAndi

Figura 1. A distribuicio geografica da familia Clusiaceae
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2.2-Consideracdes botanicas sobre o género Caraipa Aubl.

No Brasil, as espécies do género Caraipa sdo conhecidas popularmente por diversos
nomes tais como: Tamaguaré, Caraipa, Camacari, Tamacoaré, Tamacuari dentre outros. Em
muitas espécies do género as arvores chamam a atencéo por suas flores brancas e perfumadas,
sua seiva (resina avermelhada) obtida da casca. O latex, chamado "6leo de tamacoaré"
extraido do tronco de certas espécies é usado na medicina popular para tratamento de varias
doencas de pele, Ulcera de cbrnea e reumatismo, e as sementes, como antihelmintico. As
glandulas grandes no apice do conectivo produzem um 6leo muito aromatico que atrai abelhas
coletoras de polen.

O género Caraipa € constituido por 60 espécies, que de acordo com KUBITZKI,

apresentam-se como:

“Plantas lenhosas, perenifolias com glandulas produtoras de latex

presente; folhas alternas, margem inteira perenifdlias, peciolo
relativamente curto. Inflorescéncia terminal ou axilar paniculas ou racemos.
Flores bissexuais, com fragrancia, constituida por 5 sépalas, pétalas contorcida,

amarela ou esbranquicada. Estames numerosos, persistente apos a floracéo;
filamentos delgados, mais ou menos livre. OVarios sincarpico, supero, 3-
locular, poucos 6vulos por carpelo, estilete simples. Fruto capsula

lenhosa, com 1-3 sementes com ala estreita na maior parte achatada,

muitas vezes assimétricos ou curvos, exocarpo frequentemente separando do

endocarpo” (KUBITZKI, 1998)

2.3-Consideraces botanicas sobre a espécie Caraipa densifolia Mart.

Arvore de médio e grande porte que chama a atencdo por suas flores brancas e
perfumadas, predominante nas matas das varzeas, com sua madeira, de cor parda violaceo,
presta-se para a marcenaria e a construgdo civil por ser considerada forte e durdvel. Utilizada
também na industria para fabricacdo de tintas, gomas e pigmentos além de fornece celulose
para a fabricacdo de papel (MABBERLEY, 1987). A importancia dessa espécie na medicina
popular esta associada a relatos feitos por comunidades localizadas em pontos distintos na

Amazo6nia, no Perl e na Colédmbia (MENDELSOHN, H. NELSON, R 1976). A seiva obtida
5
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da casca e a infusdo das folhas s&o utilizadas, na medicina popular, no tratamento de
dermatoses como as impigens (Tinea corporea) causadas por fungos hematofitos, pano
branco (Pitiriase versicolor) causado pelo fungo lipofilico Malassezia fufur e também contra
reumatismo e ferimentos, o tronco exsuda um balsamo-resina utilizado contra doencas da pele
(sarna, herpes), hanseniase, furinculos e por inseto (ALCIDES et al., 2003). Do embrido pode
ser extraido um principio ativo, eficiente no tratamento de parasitas intestinais, porém sua
administracdo deve ser feita com extrema cautela, em virtude do seu alto poder toxico (Fig.
02, p. 7) (NELSON, 2003).

De acordo com KUBITZKI, Caraipa densifolia apresentam-se como:

“Arvore 3-30 m de altura, folhas 5,5-14 x 2,5-4,5 cm, com 9-14
pares de nervuras secundérias, peciolo 2-5 (-8) mm de
comprimento; capsulas 17-20 mm de comprimento. Cresce na areia
e mato, a base de afloramentos graniticos, graminea savanas
arbustivas, apresenta-se também em matas ciliares, 50-500 (1400 m
altitude), difundida em floresta da Bolivia e Amazonas.”

(KUBITZKI, 1998).
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Foto: Cleoni,2006.
Figura 2. Arvore Tamaguaré (Caraipa densifolia)
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material e Métodos

As andlises das folhas, frutos, talos e cascas de Caraipa densifolia Mart. ssp
densifolia envolveram a utilizacdo de diferentes técnicas fisico-quimicas para a avaliacdo dos
constituintes. Os rendimentos das fracGes obtidas por soxhlet e dos chas por infusdo,
decoccdo e tintura estdo apresentados na tabela 1 ( p. 14 ) e foram submetidos a diferentes

métodos qualitativos e quantitativos.

3.1.1 Suportes para cromatografia

e As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram feitas em
cromatoplacas MERCK PL, Si 60 Fs, com 0,2 mm de espessura com suporte em aluminio
(20 x 20 cm), aluminio (20 x 20 cm) F2s4 com 0,2 mm de espessura, MERCK (40 — 65) um e
celulose (20 x 20 cm) com 0,2 mm de espessura, MERCK. A revelac¢do das cromatoplacas em
camada fina foi feita por exposi¢cdo a lampada ultravioleta de 254 e 365 nm e/ou mediante
borrifacdo com a seguinte solucdo: vanilina cloridrica, 200 mg de vanilina foram adicionados,
sob resfriamento em banho de gelo, 1 mL de HCI concentrado. O volume da solucéo

resultante foi completado para 10 mL com etanol.

e Cromatografia em Coluna (CC)

Os fracionamentos cromatograficos foram realizados em coluna de vidro, utilizando
como fase estacionaria Si 60 - MERCK (particulas de 0,063-0,200mm), SEPHADEX LH-20
(PHARMACIA).

e Cromatografia em Coluna Sephadex.

Os residuos secos, apds suspensdo em etanol absoluto, foram imobilizados em
Sephadex LH-20. Em seguida, adicionados a uma coluna de vidro (30 x 2,5 cm) preenchida
com Sephadex LH-20 suspensa em etanol a nivel de 5 cm do topo. O extrato imobilizado foi
adicionado ao volume livre da coluna. Depois de acomodado no material gel, o fracionamento
foi conduzido por sucessivas adi¢des de metanol (0, 5, 10, 20, 30, 50 e 100%) em etanol (250
mL). Volumes de 250 mL das fracdes foram recolhidas e o solvente foi removido por

evaporacao rotativa sob vacuo a 40°C. As fracdes secas( m=2g), foram suspensas em metanol
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(5,0 mL) e diluidas, quando necessario, antes da andlise por CLAE. As fracbes contendo
relevantes substancias foram purificadas por CLAE-semi-preparativa para novas anélises

espectroscopicas.

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)-semi-preparativa.

A separacdo das fracOes polifenolicas identificadas foi realizada em um cromatografo
liqguido HP 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), equipado com um 250 x 10
mm (5 p) coluna C-18 (Latek, Eppelheim, Alemanha). Para a separacdo dos compostos
individuais dos extratos, a fase movel consistiu-se de 0,2% de acido acético em agua (solvente
A) e acetonitrila (solvente B), utilizando os seguintes solventes em gradiente ao longo de um
tempo total de execucdo de 50 minutos: inicialmente 95%A por 2 minutos; seguido de 75%A
por 8 minutos; 60%A—10 minutos; 50%A-10 minutos; finalizando o tempo total de andlise a
0% A. A velocidade de fluxo da fase mével foi de 3 mL/min. Os picos eluidos a partir da
coluna foram coletados em um Agilent HP 220 Microplacas Sampler. Cada fracdo purificada

foi agrupada e o solvente removido por liofilizag&o.

Preparacdo da amostra: 1) Solucdo de CHCI;: MeOH(1:1) , adicionar em cada fragdo
4,0mg/mL; 2) Adicionar 2 mL da fracdo em cada vidrinho padronizado elevados ao CLAE.

e Cromatografia liquida de alta eficiéncia - espectrometria de massa com ionizagdo de
spray de elétrons (CLAE-ESI-EM).

A andlise das fracdes foi conduzida por CLAE Agilent 1100, acoplada a um unico
detector seletivo de massa quadrupolo Agilent (HP 1101; Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemanha). A separagdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna CI18, 5 p, 250
mm x 4 mm (i.d.) (Phenomenex Ltd, Aschaffenberg, Alemanha). As fracGes secas dos
diferentes extratos, obtidos por cromatografia através de uma coluna Sephadex LH-20, foram
suspensas em metanol (4,0 mg/mL). Volume de 1,0 mL foi adicionado a um tubo de pléastico
de microcentrifuga e centrifugado a 14500 rpm. O sobrenadante (10,0 p L) foi diretamente
injetado no CLAE. O precipitado foi dissolvido em DMSO (1,0 mL) e novamente 10,0 pL
foram injetados no CLAE. A fase mdvel consistiu-se de 2% de acido acético em agua
(solvente A) e metanol (solvente B) com o seguinte gradiente: inicialmente 95%A por 2
minutos; seguido de 75%A por 8 minutos; 60%A-10 minutos; 50%A-10 minutos;
finalizando o tempo total de analise a 0%A. Deteccdo de compostos fendlicos foi por meio de

absorcdo UV (A) em 278 e 340 nm & temperatura ambiente. Espectros de massa, no modo do
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ion negativo, foram gerados nas seguintes condicGes: tensdo de fragmentacdo de 100 V,
tenséo capilar de 2500 V, pressdo de nebulizacdo de 30 psi, gas de secagem a temperatura de
350°C, massa na faixa de 00— 1500 D. A curva dos padrdes foi obtida sob condi¢Ges similares
na faixa de concentracdo de 0—4 mM. O controle do instrumento e de manipulacdo dos dados

foi realizado com 0 mesmo software analitico que o utilizado para as analises de CLAE.
e Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

A andlise foi realizada utilizando uma cromatografia de massa HP 5973 acoplada a um
detector seletivo do cromatografo gasoso HP 5890. Antes de CG-EM, extratos secos de
hexano foram suspensos em metanol (4,0 mg/mL). Aliquotas de 100 puL foram transferidas
para um tubo de vidro teste e o solvente removido sob fluxo de nitrogénio antes da
derivatizacdo por adicdo de BSTFA (bis(trimetilsilicio)tri-fluoroacetamida) a 60°C por 30
minutos. Os volumes de 1uL das amostras foram injetados no cromatdgrafo gasoso. A
separacdo dos analitos foi obtida em coluna capilar HP 5MS (30 m x 0,25mm 1.D, 0,25 um,
pelicula de espessura). Gas hélio foi utilizado como géas de transporte com velocidade linear
de 0,9 mL/s. A temperatura inicial do forno foi de 100°C, seguindo aquecimento na faixa de
100-270°C a 4°C/min, finalizando com a 270°C por 20 minutos. A temperatura do injetor do
CG foi 250°C. A linha de transferéncia de temperatura foi realizada a 280°C. Os parametros
do espectrometro de massa no modo El foram: fonte i6nica de temperatura: 230°C; energia
eletronica: 70 eV; corrente de filamento: 34,6.uA, multiplicador de voltagem eletronica: 1200

V. As curvas padrdes foram geradas em condi¢des semelhantes no intervalo de 0-50 pg/mL.

As analises cromatograficas: CLAE-ISE-EM, nano-ISE-EM e CG-EM foram
realizadas na central analitica da Divisdo de Oncologia Preventiva, National Center Tumor
Cancer Research Center, Heidelberg-Alemanha.

e Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de
Carbono-13 (RMN *C)

Os espectros de RMN *H e RMN **C unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D)
foram obtidos em espectrémetros Brucker, modelo Avance DRX-300 e modelo DRX-500, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceard, operando na freqliéncia do

hidrogénio e do carbono a 500 MHz.
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Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm), em que
as multiplicidades das absorcées em RMN *H foram indicadas segundo a convencéo: singleto

(s), dubleto (d), tripleto (t), quarteto (g) e multipleto (m).

As amostras analisadas foram dissolvidas em solventes deuterados - cloroférmio
(CDCl3) e metanol (CD3OD) - e foram descritas através da convengdo: C (carbono
desidrogenados), CH (carbonos metinicos), CH, (carbonos metilénicos) e CH3 (carbonos

metilicos).
e Reagentes

Acido acético, dimetil sulfoxido (DMSO), 4cido etilenodiaminotetraaacético (EDTA),
hipoxantina, &cido trifluoroacético (TFA), acetonitrila, metanol e a enzima xantina oxidase
foram compradas da Merck (Darmstadt, Alemanha). K;HPO, e KH,PO, foram obtidos da
Serva (Heidelberg, Alemanha). Acido salicilico e FeCls.6H,0 foram comprados da Aldrich
Chemie (Steinheim, Alemanha) e o &cido ascorbico foi obtido da Sigma Chemie
(Deisenhofen, Alemanha). Todos os reagentes e solventes utilizados neste trabalho eram de
pureza P.A. ou para HPLC. Todas as solucdes foram elaboradas a partir de agua bidestilada.

3.1.2. Outros aparelhos

e Evaporador Rotatorio

Os solventes foram eliminados das fracGes e dos extratos, sob pressao reduzida, com
evaporadores rotativos da Buchi B-480 e TECNAL, em banho-maria, com temperatura

controlada.

e Liofilizador: SARANA; E-C-MICROMODULYO, bomba: Modelo n°® VP80
24Kg, VALUPUMP.

e Centrifuga HETTICH; RPM 13500.

11
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3.2. Material Botanico

As cascas, folhas, talos e frutos de Caraipa densifolia Mart utilizados para estudo
foram coletados 27 de agosto 2006 na — llha de Santa Luzia a 3 Km de Sdo Gabriel da
Cachoeira-Amazonas-Brasil (Fig. 3) as 16:00 h. A coleta foi realizada em uma arvore de
grande porte, 30 metros de altura, na época da floracdo (germinacéo) e sob solo igap6. A
exsicata foi identificada pelo Dr. Jose Eduardo Lahoz S. Ribeiro do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia-INPA. O referencial da espécie encontra-se depositado no Hérbario do
INPA: (n° 222-218) (Fig. 4).

SAO GABRIEL DA

(a) Exsicata (b) Folhas e talos (c) Cascas

Figura 4. Material vegetal: (a) exsicata; (b) folhas e talos; (c) cascas de Caraipa
densifolia.

12
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3.3 Obtencao dos extratos brutos

O material botanico foi desidratado na temperatura ambiente e triturado e, apds
trituracdo, foi possivel obter os seguintes pesos e suas respectivas codifica¢des: FS (folhas
secas) m = 30 g, F (frutos secos) m = 30 g, CS (cascas secas) m = 1400 ge TS (talos
secos) m = 310 g.Todas as partes vegetais,(m=30g) foram submetidos a extracao sequencial
em Soxhlet, com hexano ( 250mL) e metano( 250mL), por 3h. O filtrado foi concentrado a
pressdo reduzida, obtendo-se os extratos da folhas, frutos, cascas e talos que foram
codificados em: FSH (folha seca hexano) m = 1,3 g; FSM (folha seca metanol) m = 6,3 g; FH
(fruto hexano) m = 3,4 g; FM (fruto metanol) m = 7 g; CSH (casca seca hexano) m = 101 g;
CSM (casca seca metanol) m = 36,5 g; TSH (talo seco hexano) m = 6,4 g; TSM (talo seco
metanol) m = 21,19 g.

Uma outra parte do material boténico desidratado (folhas, cascas e talos) foi
submetido aos seguintes processos de extracao:

e Tintura - As folhas secas m = 11,5 g foram cortadas com tesouras e transferidas
para um erlenmeyer com adicdo de 100mL a 70% de etanol, ficando em repouso
durante 24h. ApGs essas 24h, procedeu-se evaporacao por pressao reduzida. O
extrato obtido foi codificado como FST (folha seca tintura) m = 7,64 g.

e Infusdo - As folhas secas m = 11,5 g foram passadas no moinho e transferidas
para um erlenmeyer com adicdo 200 mL de agua fervente. Apos repouso de 24h, a
mistura foi filtrada, liofilizada e o solido resultante codificado como FSI (folha
seca, cha por infusdo) m = 755,5 mg.

e Decoccdo - As folhas, as cascas e os talos secos (m = 11,5 g de cada) foram
cortados com tesouras e transferidos para um béquer separadamente. A agua foi
aquecida em erlenmeyer até a ebulicdo. Logo apss, o material vegetal foi
adicionado. Apos 15 minutos em ebulicdo e um repouso de 24h, o decocto foi
filtrado e liofilizado. Os soélidos resultantes codificados como: FSD (folha
seca, chd por decoccdo) m = 1,0 g, TSD (Talo seco, cha por decocgdo)

m = 839,5 mg e CSD (casca seca, cha por decoc¢do) m = 952,5 mg.
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As fracOes obtidas por soxhlet e os chas por infusdo, decocgdo e por tintura

apresentam os rendimentos em (%), como se observa na tabela 1.

Tabela 1. Os rendimentos das fracfes obtidas por soxhlet e dos chas por infusdo, decoccéo e
por tintura.

PARTE DA PLANTA CcODIGO QUANT. MASSA  RENDIMENTO (%)
DO MATERIAL DO
SECO EXTRATO

Fruto seco hexano FH 30,459 3449 11,2%
Fruto seco metanol FM 30,459 7049 23%

Folha seca hexano FSH 309 1,39 4,4%
Folha seca metanol FSM 309 6,39 21%

Casca seca hexano CSH 1400 g 101 g 7,3%
Casca seca metanol CSM 1400 g 36,59 2,6%
Talo seco hexano TSH 31049 6,49 2,1%
Talo seco metanol TSM 3109 21,29 6,9%
Folha seca tintura FST 1159 7,649 66,5%
Folha seca, cha por infuséo FSI 1159 0,76 g 6,6%
Folha seca, ché por decoccéo FSD 1159 1049 8,7%
Casca seca, cha por decocgdo CSD 1159 0,959 8,3%
Talo seco, cha por decocgdo TSD 1159 0,849 7,3%

As fracbes obtidas por soxhlet e os chas por infusdo, decoc¢do e por tintura foram
analisados por cromatografia de camada fina, com 0s seguintes sistemas de solventes:
[Hexano:AcOEt (7:3); (3:7); (1:1)]. As cromatoplacas foram reveladas com exposi¢cdo da
lampada ultravioleta (254 e 365nm) e com vanilina cloridrica. A coloracdo roxa obtida apds a
aplicacdo de vanilina cloridrica foi o indicativo da presenca de triterpenos e compostos

polifenodlicos, enquanto a coloragdo amarelo-clara representativa de flavonoides.
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3.3.1 Tratamento cromatografico dos extratos das cascas

Apobs a obtencdo do extrato hexanico (CSH, m = 62 g) das cascas de Caraipa
densifolia, a fracdo hexanica foi submetida ao fracionamento por uma coluna (filtrante)
cromatografica 5cm x 50cm, utilizando, como fase estacionaria, gel de silica 60 (0,0063-
0,200mm) (70-230 Mesh) e, como fase movel, hexano 100%, diclorometano100%, acetato de
etilal00% e metanol 100%, nessa ordem crescente de polaridade. Ap6s analise em CCD, as
fracdes semelhantes foram reunidas, originando, dentre outras, as seguintes subfracdes
CSH1(m =11 g) e CSH2 (m = 20 g). Para CSH1 obedeceu-se ao seguinte procedimento: foi
solubilizado em CHCI3:MeOH (1:1) 4,0 mg/mL; transferiu-se 100 pL para um tubo de 15
mL; adicionou-se gas nitrogénio por 4 mim e em seguida 100 pL MSTFA (Metil-N
(Trimetilsilitrifluoroacetamida) na fracdo CSH; aqueceu-se a temperatura de 60°C, por 30
minutos e transferiu-se 100 pL para os frascos padrdes e finalmente analisou-se por CG-EM.

A fragdo, CSH 2 m = 20 g, que apresentou manchas bem definidas foi submetida a
cromatografica em coluna (CC), (3,5 cm x 44,0 cm), utilizando como fase estacionaria silica
gel 60 (0,0063-0,200 mm) (70-230 Mesh), com o0s seguintes sistemas de solventes:
Hexanol100%; Hex/CHCI; (9:1); (8:2); (7:3); (5:5); (4:6); (3:7); (2:8); CHCI3100%;
HCI3/ACOEt (9:1); (8:2); (5:5); AcOEt100%; AcOEt/MeOH (8.2)(5.5); MeOH 100%.
Obteve-se um total de 127 subfragdes, as quais foram concentradas por evaporacdo sob
pressdo reduzida e analisadas em CCD. As fracdes semelhantes foram reunidas, originando
dentre outras duas subfracdes puras codificadas CSH2b2 m = 380 mg e CSH3e m = 572,2 mg.
As cromatoplacas das referidas fragcdes foram reveladas em UV (250 e 365 nm) e borrifadas
com vanilina cloridrica. Apo6s serem reveladas com vanilina cloridrica, apresentaram
coloracdo amarelo-clara e roxo-escura, tipicas de triterpenos. As mesmas foram submetidas a
analises por Ressonancia Magnética Nuclear.

Do extrato obtido por extragcdo metandlica (CSM) e por decoccdo (CSD) preparou-se
uma solucdo 4,0 mg/mL de CHCI;:MeOH (1:1) transferindo-se 2 mL para os frascos
padronizados afim de serem analisados por CLAE-UV e nano-ISE-EM (Fluxograma 1, p. 28).
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Cascas Secas

1400 g 1- Adicdo de 11,5 g de agua em ebulicéo
2-Repouso 24h

. 3-Filtracdo

1-Extragdo com hexano (Soxhlet, 3h) 4-Liofilizacio

2-Secagem do material

3-Extracdo com metanol (Soxhlet, 3h)

Extrato hexanico Extrato Cha por decocgao
(CSH) metandlico (CSD)
101a (CSM) 952,5mg
1-CC
2- Anélise CCD Procedimento 1 Procedimento 2
3-C Csilica gel
4- Andlise CCD
Fragdes Fracdes
Andlise CG-EM de de
CSM CSD
FracOes CSH2
CSH1
209 Procedimento 1 e 2
_ 1-Dilui¢do em metanol

1-C Cssilica gel 2-Centrifugacéo e separacdo do sobrenadante

2- Analise CCD 3-Fracionamento do sobrenadante em CLAE- semi-preparativa

3-RMN 4-Andlise do precipitado por CLAE-UV e NANO-IES-EM/EM

CSH2h2 CSH 3e
(lupeol) (freidelina)
380 mg 572,20 mg

Fluxograma 1. Fracionamento do extrato obtido a partir das cascas de C. densifolia
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3.3.2 Tratamento cromatografico dos extratos das Folhas

O extrato hexanico e metandlico das folhas de Caraipa densifolia assim com os chas
obtidos por decoccéo, infusdo e tintura foram fracionados por CLAE-semi-preparativa e suas
subfragbes foram analisadas por espectrometria de massas obedecendo 0 mesmo

procedimento do extrato metandlico e por decoc¢édo das cascas (Fluxograma 2).

Folhas Secas
30g 1- Adicdo de 11,5 g de 4gua em ebulicdo
2-Repouso 24h
3-Filtracdo
4-Liofilizagéo

1-Extragdo com hexano (Soxhlet, 3h)
2-Secagem do material
3-Extracdo com metanol (Soxhlet, 3h)

Extrato Hexanico Extrato Metanélico Ché/decocgéo Ché/infuséo Cha/tintura
(FSH) (FSM) (FSD) (FSI) (FST)
130 6,30 1.0a 755.5 ma 7.64a
Procedimento 1 Procedimento 2 Procedimento 3 Procedimento 4 Procedimento 5
Fracdes de FracGes Fragdes Fragoes Fraces
FSM FSD Fsl FST

Procedimento 1, 2,3,4e5

1-Dilui¢do em metanol

2-Centrifugacdo e separacdo do sobrenadante
3-Fracionamento do sobrenadante em CLAE- semi-preparativa
4-Analise do precipitado por CLAE-UV e NANO-IES-EM/EM

Fluxograma 2. Fracionamento do extrato obtido a partir das folhas adultas de C.
densifolia.
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3.3.3 Tratamento cromatografico dos extratos dos Talos e Frutos.

Do extrato obtido por extracdo hexanica e metandlica dos talos e frutos em Soxhlet e
por decoccdo dos frutos preparou-se uma solugdo 4,0 mg/mL de CHCI3:MeOH (1:1),
centrifugou-se, separou-se o sobrenadante transferindo-se 2 mL para os frascos padronizados
afim de serem analisados por CLAE-semi-preparativa suas subfragdes por nano-ISE-EM.

(Fluxograma 3).

Talos Secos Frutos
3109 1- Adigdo de 11,5 g em 4gua em ebulicio 309
2-Repouso 24h
3-Filtracdo
1-Ext. com hexano (Soxhlet, 3h) 4-Liofilizagio 1-Ext. com hexano (Soxhlet, 3h)
2-Secagem do material 2-Secagem do material
3-Ext. com metanol (Soxhlet, 3h) 3-Ext. com metanol (Soxhlet, 3h)
Extrato hexanico Extrato Ché por decocgéo Extrato hexanico Extrato
(TSH) metanolico (TSD) (FH) metanolico
6.40a (TSM) 839.5 ma 340 (FM)
Procedimento 1 Procedimento 2 Procedimento 3 Procedimento 4 Procedimento 5
FracGes de FragGes Fracoes FracGes de FragGes
TSH de de FH FM
TSM TSD

Procedimento 1, 2,3,4e5
1-Diluicdo em metanol
2-Centrifugac8o e separacdo do sobrenadante

3-Fracionamento do sobrenadante em CLAE- semi-preparativa
4-Anélise do precipitado por CLAE-UV e NANO-IES-EM/EM

Fluxograma 3. Fracionamento do extrato obtido a partir dos talos e frutos de C. densifolia
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3.4 Ensaio antioxidante hipoxantina / xantina oxidase

O método utilizado para o “Screening” da atividade antioxidante das fragdes
codificadas FST (folha seca tintura), FSD (folha seca, cha por decoccéo), FSI (folha seca, cha
por infusdo) e FSH (folha seca hexano), representado no quadro 1, foi a hidroxilagdo do &cido
salicilico por espécies reativas de oxigénio. Neste caso, os radicais hidroxila competem com o
acido salicilico como substrato ou por doagdo de préton ao radical hidroxila que representa a
forma cléssica de atividade antioxidante de muitos compostos polifenolicos. Esse método,
denominado hipoxantina/xantina oxidase, é baseado no método desenvolvido por Owen et al.
(2000). A deteccao dos produtos (&cido 2,5-diidroxibenzdéico e acido 2,3-diidroxibenzdico)
produzidos pelo ataque das espécies reativas de oxigénio ao acido salicilico foi determinada a

partir de curvas padrdo dos respectivos difenais.

Quadro 1. Esquema do ensaio antioxidante hipoxantina/xantina oxidase

Hipoxantina OH
(300 ubl)

|'_=

N
oA

Xantina oxid ase (18 mTT)
Extratos (2 mg/mL)

0, 0;*+ Felll (50 uMYEDTA (500 uM)— 02 + FeIll/EDT A

N

H:0 H10: +FeIlEDTA — = FelllEDTA = O - oH  GOCH

\_// OH
/ ox
¥ -
13-DHBA
OH H COOH

Xantina N :"I-' 0OH .
/]\ | ;} Acido salicilico (2 mM OH
HO I'J; N

Catecol
02 \// Of + Felll EDTA— O1 + FeIlEDTA COOH
OH
H,0 H:0: + Fell/EDTA —=FIIEDTA + OH + OH
\//‘ HO
2.5 DHBA
¥

OH g

L
N g

/l\ | '>_GH
HO N N
Acido Urico
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Para o ensaio da hipoxantina/xantina oxidase, as quantidades das fragdes FST (folha
seca tintura), FSD (folha seca, cha por decoc¢édo) e FSI (folha seca, ché por infusdo) variam
de 10 pL a 500 pL de uma solucdo 4,0 mg/mL de cada fracdo dissolvida no tampé&o. Foram
adicionadas a tubos Eppendorf de 1,0 mL, contendo o mesmo tampéo. 5,0 pL de uma diluicdo
1:5 de enzima xantina oxidase em NH4SO, (3,20 uL) foi adicionada a estes tubos e a reacéo
foi iniciada. Os tubos foram incubados por trés horas a 37 °C. Ap6s a incubacdo, foram
adicionados 10 pL de HCI (&cido cloridrico) concentrado a fim de parar a reacdo; 20 puL da

mistura reacional foi analisada por CLAE.

A analise da mistura reacional em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
foi conduzida no aparelho Hewlett-Packard (HP) 1090, da seguinte forma: o detector UV foi
ajustado a 325 nm para a deteccdo dos produtos da reacdo (acidos 2,5-diidroxibenzdico e 2,3-
diidroxibenzoico) produzidos pelo ataque das espécies reativas de oxigénio (ROS) ao &cido
salicilico. A fase movel utilizada consistiu de solugdo aquosa 2% de acido acético (solvente
A) e metanol (solvente B), seguindo os gradientes e tempo de elui¢do total de 45 min:
inicialmente 95%A:5%B por dois minutos, 75%A:25%B por oito minutos, 60%A:40%B por
dez minutos, 50%A:50%B por dez minutos e 0%A:100%B até o tempo final do experimento.
A taxa de fluxo da fase mével foi 1,0 mL/min. As quantidades de difenois produzidos foram
calculadas a partir de curvas padrées de ambos os difendis-acidos 2,5-diidroxibenzoico e 2,3-
diidroxibenzoico- construidas a partir de cromatogramas obtidos a 325 nm, em concentracdes
de 0 a 1 mmol/L. O tratamento dos dados foi realizado com um software HP Chemstation em
um PC.

3.4.1 Ensaio - inibi¢do da enzima acetilcolinesterase

As fragdes codificadas FH (fruto seco hexano), FM (fruto seco metanol), FSH (folha
seca hexano), FSM (folha seca metanol), CSH (casca seca hexano), CSM (casca seca
metanol), TSH (talo seco hexano), FST (folha seca tintura), FSI (folha seca, cha por infusdo),
CSD (casca seca, cha por decocgédo), TSD (talo seco, cha por decocgdo) foram submetidas ao
ensaio com a enzima acetilcolinesterase. As seguintes solucdes foram preparadas: 1) 50 mM
Tris/HCI pH 8; 2) 50 mM Tris/HCI pH 8, contendo 0.1% de Albumina sérica bovina (BSA)
fragéo V; 3) 50 mM Tris/HCI pH 8, contendo 0.1 M de NaCl e 0.02 M de MgCl,.6H,0; 4) 3
mM de Acido 5,5’-Ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB ou reagente de Ellman); 5) 15 mM de
Todeto de acetilcolina (ACTI); 6) 1 mM de Acido 5,5’-Ditiobis-[2-nitrobenzéico] (DTNB ou
reagente de Ellman) e 7) 1 mM de lodeto de acetiltiocolina (ACT]I).
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A enzima AChE liofilizada foi dissolvida na solucdo tampéo (1) para preparar uma
solucéo estoque 1000 U/mL, deixando-se na solugdo por 20 min, depois sob agitagcdo por mais
um periodo de 10-15 min, para obtencdo de uma solucdo homogénea. Para as diluicbes

posteriores, utilizou-se a solucdo tampéo (2).

As fragdes (1.5 - 2.5 uL) foram aplicadas em CCD, DC-Alufolien, Silicagel 60 F254,
0.2 mm Merck. Borrifou-se a placa com as solugcGes (6) + (7), deixando 3 min. Apoés secar,
borrifou-se a enzima 3 U/mL e, em 10 min, apareceu a coloracdo amarela, mas onde houve
inibicdo da enzima, observou-se um halo branco. Em 20 - 30 minutos a coloracédo
desapareceu. Como controle positivo foi usado o carbachol, conforme metodologia descrita

por (RHEE et al. 2001). Concentracdo das fracdes 2 mg/ mL aplicados 2,5 pL.

3.4.2 Teste com caramujo da Biomphalaria glabrata

As fracdes codificadas FH (fruto seco hexano) e FM (fruto seco metanol) foram
submetidas ao bioensaio com caramujo Biomphalaria glabrata, com a utilizacdo da seguinte
metodologia: adicdo do composto em 2 copos distintos, cada copo contendo 5 caramujos
(Biomphalaria glabrata ); cada copo com 125 mL da solucéo; observagdes realizadas a cada
24 horas; ap6s as primeiras 24 horas, realizou-se a troca da solucdo por agua e um pedaco de
alface para os caramujos sobreviventes e 0s que morreram foram retirados; controle: Branco =
H.0; negativo = H,0 + Cremofor; Positivo= Niclosamida (3 ppm) e temperatura ambiente em
média de 25°C.

Estes experimentos foram realizados no laboratério de bioensaios do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Alagoas, que possui uma criacdo de caramujos da
espécie B. glabrata, oriundos da regido do Barreiro de Cima, na cidade de Belo Horizonte-
MG, e gentilmente cedidos pelo Centro de Pesquisas René Rachou-FIOCRUZ de Belo

Horizonte.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacdo dos Compostos

As andlises iniciais por CCD, CC e CG-EM por CLAE-ISE-EM guiaram 0s
fracionamentos e isolamentos das substancias subsequentes e serviram de critério para a
escolha da metodologia utilizada no trabalho. Os procedimentos encontram-se na parte
experimental, paginas 22-35.

4.1.1. lIdentificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos

A identificacdo dos compostos fendlicos foi determinada pela comparacdo dos
indices de retencdo com o banco de dados. As fragdes metandlicas das folhas e frutos foi
realizada através do aparelho CLAE-ISE-EM e nano-ISE-EM, em condicdes descritas na
parte experimental, pagina 21. As substancias identificadas foram quantificadas utilizando
uma curva padrdo de padrdes auténticos, que possibilitou a identificacdo das seguintes
substancias nas folhas (Tab. 2, p. 22-27): 1. acido galico; 2. &cido 3,4-diidroxibenzoico; 3.
acido neoclorogénico; 4. galato de metila; 5. p-coumaroil quinato; 6. acido clorogénico; 10.
acido siringico; 11. orientina; 12. isoorientina; 13. vitexina; 14. isovitexina; 18. cucumerina

C; 19. cucumerina A; 20. cucumerina B.

As substancias presentes nos frutos (Tabela 3, p.28) foram: 1. acido galico; 2. 3, 4-
acido diidroxibenzoico; 7. corilagina; 8. 1,2,3,6-tetragalato glicosideo; 9. 1,3,4,6-tetragalato
glicosideo; 11. orientina; 12. isoorientina; 13. vitexina; 14. isovitexina; 15. acido elagico; 16.

quercetina-O-raminosideo; 17. &cido metil elagico raminosideo; 18. cucumerina C.

Os cromatogramas dos extratos das folhas e dos frutos (Fig. 5 e 6, p. 23) apresentam
0s picos de retencdo das substancias majoritarias detectadas a comprimentos de ondas 278 e
340 nm, detectadas: cucumerinas A e C (19 e 18); apigenina-C-glicosideos (13.vitexina e 14.
isovitexina);  &cido  3,4-diidroxibenzoico; luteolina-C-glicosideo  (11.orientina e
12.isorientina). Em menor quantidade, detectamos 2. 3,4- &cido diidroxibenzoico; 6. acido
clorogénico; 3. acido neoclorogénico; 5. p-coumaroil quinato; 10. acido siringico; 1. acido

galico; 4. acido galato de metila. Encontraram-se ainda quantidades aprecidveis de compostos
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elagitaninas, incluindo 7. corilagina; de 17. &cido metil elagico raminosideo (galotaninas sob

a forma de dois isémeros); de 8. 1,2,3,6-tetragalato glicosideo e de 9. 1,3,4,6-tetragalato

glicosideo, juntamente com os flavonoides 16. quercetina-O-raminosideo (Tabela 4 e 5, p.

32). Ja as fracOes da casca e do talo em metanol produziram quantidades muito inferiores de

compostos polifenodlicos de catequinas e procianidinas. As massas e ions dos compostos

encontram-se na tabela 9, pagina 46.
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Figura 5. Cromatograma dos compostos do extrato metandlico das folhas de C. densifolia.
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Figura 6. Cromatograma dos compostos do extrato metandlico das frutos de C. densifolia.

A partir do tempo de retengdo observado nos extratos metandlicos das folhas e dos

frutos, foi possivel detectar algumas substancias coincidentes entre elas: acido galico; acido
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3,4-diidroxibenzoico; cucumerina C e vitexina. Ja as substancias diferentes sdo: corilagina;
1,2,3,6-tetragalato glicosideo; 1,3,4,6-tetragalato glicosideo; acido elagico; quercetina-O-
raminosideo e acido metil elagico raminosideo. As estruturas dos compostos encontram-se na
tabela 4 e 5, pagina 32.

Tabela 2. Compostos do extrato metandlico das folhas de Caraipa densifolia Mart.

Pico

(278-350nm) R Composto Estrutura

COOH

1 8,57 Acido galico
HO OH
OH

COOCH

2 12,25 &cido 3,4-diidroxibenzdico
0
OH

HO

H
OH
HOOC
i OH
3 14,02 Acido neoclorogénico 0

O« _
Sc
H_/ >H
OH

OH

COOCH;

4 16,04 Galato de metila
HO OH
OH

tr = Tempo de retencéo
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Tabela 2. Continuacgéo.

Pico

(278-350nm) R

Composto

Estrutura

5 16,86

p-Coumaroil quinato

HO

OH
HOOC
OH

0. O
Sc
H /; “H
OH

6 18.85

Acido Clorogénico

HO
HOOC

OH
OH
o.__O

\\C/
H_/ H
OH
OH

10 23,62

Acido sirigico

COOH

CH30” i ~OCH,
OH

tr = Tempo de retencao
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Tabela 2. Continuagéo.

Pico

(278-350nm) tr Composto Estrutura
11 25,28 Orientina
12 25,96 Isoorientina
13 27,08 Vitexina

tr = Tempo de retencao
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Tabela 2. Continuagéo.

Pico
(278- = Composto Estrutura
350nm)
14 29,14 Isovitexina
18 41,02 Cucumerin C
19 4221 Cucumerina A
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20 42 51 Cucumerina B

tr = Tempo de retencao

Tabela 3. Compostos do extrato metandlico dos frutos de Caraipa densifolia Mart.

Pico

(278-350nm) R Composto Estrutura

7 18,57 Corilagina
OH
HO OH
0
8 21.60  1,2,3,6-tetragalato 0 OH
glicosideo o \/@OH
HO o
o. O
ol OH
o)
HO OH
OH HO OH
OH
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9 22,68 1,3,4,6-tetragalato

glicosideo

OH

HO OH o

0 OH

OH

>0 o)

o_ © °
OH I OH
0

HO

OH
OH

HO OH
OH
tr = Tempo de retengéo
Tabela 3. Continuacgéo.
Pico t Composto Estrutura

(278-350nm) R b

11 24,67 Orientina

12 25,30 Isoorientina

13 26,43 Vitexina
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14 28,38 Isovitexina

15 32,44  Acido elagico

16 33,72 Quercetina-O-
raminosideo

tr = Tempo de retencéo

Tabela 3. Continuacéo.

(278?31(5:(())nm) tr Composto Estrutura
17 35559  Acido metil elagico HaC
raminosideo
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18 40,82 Cucumerina C

tr = Tempo de retencao

Este é o primeiro relato de compostos polifendlicos em Caraipa densifolia Mart. No
total foram detectados e caracterizados 23 polifendis. Muitos sdo comuns a outras espécies

vegetais, mas a presenca de fitoalexinas como os C-glicosideos (vitexina e orientina) é rara.

Os perfis de polifendlicos das folhas e frutos de Caraipa densifolia Mart (Tabela 5 e
6, p. 32 e 34) apresentaram como compostos majoritérios as fitoalexinas. Algumas das plantas
que produzem essas fitoalexinas que estdo associadas a um ambiente com elevado teor de
agua. Isto as torna particularmente susceptiveis a infeccdo por fungos. Uma vez que o habitat
natural de Caraipa densifolia Mart. é a floresta tropical da bacia amazonica, onde as raizes ¢ a
base das arvores e estdo submersas na agua, talvez ndo seja surpreendente que a planta tenha
gerado resisténcia a infec¢bes fungicas pela biossintese de fitoalexinas. As vitexinas e
isovitexinas sdo relatadas como substancias que possuem atividades antiinflamatorias,
antioxidantes e antitumorais justificando assim o uso de Caraipa densifolia Mart. no
tratamento de doencas da pele (CHOI, 2006).

Tabela 4. Rendimentos dos compostos fendlicos por extracdo das folhas de C. densifolia.

Compostos tr (ri%ﬁrl]%tl) Tintura Infusdo  Decocgédo
Acido gélico 8,57 0,11 n.d. 0,06 0,16
3,4- Acido diidroxibenzoico 12,25 3,77 4,97 0,12 0,14
Acido clorogénico 14,02 0,71 2,39 0,23 0,55
Metil galato 16,04 0,13 n.d. n.d. n.d.
p-Coumaroil quinato 16,86 0,65 2,58 0,37 0,66
Acido neoclorogénico 18,85 0,33 1,67 0,33 0,64
Acido sirigico 23,62 1,93 0,72 n.d. n.d.
Orientina 25,28 1,28 3,63 0,27 0,48
Isoorientina 25,96 2,19 7,54 0,44 0,84
Vitexina 27,08 1,21 1,93 0,21 0,43
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Isovitexina 29,14 2,72 7,32 0,37 0,76
Cucumerin C 41,02 3,88 13,45 n.d. n.d.
Cucumerin A 42,21 5,41 12,81 n.d. n.d.
Cucumerin B 42,51 0,60 3,07 n.d. n.d.
Total (g/kg) 24,92 57,36 2,40 4,66

{r = Tempo de retencdo n.d = N&o detectado

Tabela 5. Rendimentos dos compostos fendlicos e polifenolicos por soxhlet com metanol dos
frutos de Caraipa densifolia Mart.

Compostos tr Total (g/kg)
Acido gélico 8,22 0,74
3, 4-acido diidroxibenzoico 12,25 1,42
Corilagina 18,57 6,16
1,2,3,6-tetragalato glicosideo 21,60 6,99
1,3,4,6-tetragalato glicosideo 22,68 5,00
Orientina 24,67 2,32
Isoorientina 25,30 2,82
Vitexina 26,43 4,04
Isovitexina 28,38 5,96
Acido Elagico 32,44 3,03
Quercetina-O-raminosideo 33,72 1,05
Acido metil elagico raminosideo 35,59 0,79
Cucumerina C 40,82 1,43
Total 4,73

tr = tempo de retencéo

De especial relevancia é o estudo de Mcnally et al. (2003), que também identificou
vitexina , isovitexina, orientina e isoorientina no tecido foliar das plantas Cucumis sativus,
resistentes ao fungo (Podosphaera xanthii (syn. Sphaerotheca fulinginea, Schlechtend: Fr.,
Pollaci)). Além disso, dois novos flavonoides C-glicosideos, derivados majoritérios, vitexina-
6-(4-hidroxi-1-etilbenzeno) (cucumerina A) e isovitexina-8-(4-hidroxi-1-etilbenzeno)
(cucumerina B), também foram isolados e identificados por Mcnally et al. (2003). Também
foram detectados esses compostos muitos raros nas folhas e frutos de Caraipa densifolia
Mart., sendo isolado e identificado 6-C-p-hidroxibenzoilvitexina, que havia sido relatado
anteriormente apenas nos frutos do Citrillus colocynthis Schrad. (ABOU-ZAID et al., 2001).
A substancia cucumerina C foi nomeada devido a sua semelhanga com cucumerinas A e B,

como se observa na representacdo da figura 13, abaixo.
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Cucumerina A

Cucumerina B

Cucumerina C

Figura 7. Cucumerinas ABe C

Utilizando procedimentos tradicionais como tintura, chas por infusdo e por decoccéo,
de acordo com as metodologias descritas no procedimento experimental (p. 25), a producéo
total (Tab. 4, p. 25) de compostos fendlicos e polifendlicos de uma tintura (57,36 g/kg),
infusdo (2,40 g/kg) e decocgdo (4,66 g/kg) das folhas foram: 136%; 90% e 79%, em
comparacdo com a extracdo soxhlet com metanol. Os perfis dos compostos polifenolicos na
tintura e decocgdo foram muito semelhantes aos por extracdo em soxhlet. O rendimento por

infusdo foi pequeno e também refletido em todo o espectro dos polifendis.

A extragdo das cascas por Soxhlet em metanol, tabela 9, revelaram pequenas

quantidades de epicatequina e procianidina B2. Um maior rendimento de procianidinas foi
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detectado no extrato metandlico do talo (6,18 g/kg), mas neste caso a decoc¢do apresentou um

rendimento inferior a 3,43g/kg.

Tabela 6 - Rendimentos dos compostos polifendlicos por extracdo da casca e talo de Caraipa

densifolia Mart .

Compostos tr Casca Casca Talo Talo
(metanol)  (decoccdo) (metanol) (decocgéo)

Procianidina dimero B, (22) 16,27 0,09 0,32 1,28 1,05
Procianidina trimero C; (23) 17,97 n.d. n.d. 3,79 2,38

Epicatequina (21) 19,34 0,08 0,34 1,11 n.d.
Total (g/kg) 0.17 0.66 6.18 3.43

tr = tempo de retengio
n.d = ndo detectado

Os cromatogramas analiticos (CLAE-ISE-EM e nano-ISE-EM) e espectros de massa

dos extratos metandlicos dos frutos e folhas estdo apresentados em anexas paginas (60-80).
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Tabela 7. Fragmentacao dos compostos fenolicos e polifendlicos por CLAE-ISE-EM e Nano-ISE-EM dos extratos das folhas e frutos Caraipa

densifolia Mart.

Compostos Massa CLAE- ISE -EM Nano-I1SE-EM
[M-HT [2M-HT [M-HT Fragmentos fons (m/z %)
1 170,02 169,0 339,2 169,0 (35) 125 (100)
2 154,03 153,1 307,1 152,9 (4) 109 (100)
3 354,10 353,1 707,0 353,1(52) 191 (100), 179 (2), 161 (2)
4 184,04 183,0 n.d. 183,0 (21) 168 (15), 124 (100)
5 338,10 3371 n.d. 337,1(37) 191 (100), 163 (5)
6 354,10 353,1 707,1 353,1(52) 191 (100), 179 (2), 161 (2)
7 634,08 633,0 1267,0 633,1(29) 481 (16), 463 (13), 301 (100), 275 (14), 169 (1)
8 788,11 787,2 n.d. 787,1 (16) 635 (1), 617 (100), 465 (5), 449 (2), 313 (1), 295 (1), 169 (3)
9 788,11 787.1 n.d. 787,1(98) 635 (39), 617 (100), 465 (37)
10 198,05 197,1 3952 197,1 (12) 182 (100), 167 (32), 123 (22), 97 (23)
11 432,11 431,0 863,1 4312 (24) 341 (10), 323 (2), 311 (100), 283 (9), 269 (1)
12 432,11 4311 863,1 431,2 (25) 341 (37), 323 (4), 311 (100), 283 (9), 269 (2)
13 448,10 4470 895,1 4471 (18) 357 (35), 327 (100), 285 (5)
14 448,10 447,0 895,1 4472 (12) 357 (33), 327 (100), 285 (3)
15 302,01 301,0 n.d. 301,1 (28) 300 (54),284 (50), 200 (54), 273 (35), 145 (100), 117 (41)
16 448,08 4471 895,1 4471 (15) 301 (42), 300 (100)
17 462,07 461,0 n.d. 4612 (27) 315 (100), 300 (11)
18 538,15 537,0 1075,1 537,2 (6) 443 (11), 417 (33), 399 (22), 375 (100), 331 (12), 307 (2)
19 552,16 551,0 1103,1 551,2 (28) 457 (1), 431 (3), 413 (2), 389 (9), 375 (100), 331 (7), 307 (1)
20 552,16 551,0 1103,0 551,2 (28) 457 (1), 431 (3), 413 (2), 389 (9), 375 (100), 331 (7), 307 (1)
21 290,08 289,0 579,0 289,1(58) 245 (73), 203 (100), 151 (38), 125 (55), 109 (63)
22 578,14 577,1 1155,2 577,1(20) 451 (19), 425 (46), 407 (100), 289 (81), 125 (16)
23 866,20 865,1 n.d. 865,2 (100) 739 (7), 713 (24), 695 (29), 577 (52), 575 (41), 451(20), 425 (23), 407 (21), 289 (11), 287 (35), 125 (7)

n.d. = Nao detectado
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4.2. Identificacdo e Quantificacdo dos Compostos Triterpendides por CG-EM.

A identificacdo dos compostos triterpenoides foram determinados pela comparacao
dos indices de retencdo com o banco de dados. Os extratos hexanicos das folhas, frutos, talos
e cascas por CG-EM foi realizada em extratos contendo a parte vegetal suspensa em metanol
(4,0 mg/mL) de acordo as condi¢cBes descritas na parte experimental, pagina 19 . Os
cromatogramas analiticos (CG-EM) e espectros de massa dos extratos hexanicos das folhas,

frutos, talos e cascas estdo apresentados em anexos nas paginas 60 a 80.

A quantificacdo das substancias individuais de triterpenoides, esteroides e vitaminas,
seguindo a extracdo em soxhlet em hexano nos extratos das folhas, frutos, talos e cascas
determinados por CG-EM (Tabela 8) revelou quantidades apreciaveis de triterpenoides. Os
principais triterpenodides detectados foram: lupeol, lupenona, acido betulinico, betulina,
friedelina e friedelinol. Uma quantidade substancial de a-tocoferol e j-tocoferol foram
detectados no extrato hexanico das folhas. Nos extratos das folhas, frutos e talos foram

identificados f-sitosterol, conhecido na espécie, e estigmasterol, relatado pela primeira vez.

Tabela 8. Rendimentos dos triterpenoides, esteroides e vitaminas por extracdo em soxhlet em

hexano de Caraipa densifolia Mart por CG-EM.

Compostos Folha Fruto Casca Talo
tr
(min.)

Lupeol (24) 59,00 0,12 0,25 2,16 0,75
Lupenona (25) 57,52 0,33 0,40 0,11 0,12
Acido Betulinico (26) 70,80 n.d. n.d. 12,35 3,33
Betulina (27) 68,67 n.d. n.d. 1,26 0,26
Friedelina (28) 64,75 0,34 0,18 0,36 0,26
Friedelinol (29) 63,74 0,06 n.d. n.d. n.d.
B-sitosterol (30) 56,88 6,26 5,25 n.d. 1,35
Estigmasterol (31) 54,43 0,31 0,45 n.d. 0,27
a-Tocoferol (32) 48,67 0,99 n.d. n.d. n.d.
y~Tocoferol (33) 45,90 0,22 n.d. n.d. n.d.
Total 8,65 6,53 16,24 6,34

tr= Tempo de retengéo
n.d. = N&o detectado
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As substdncias presentes nos extratos hexanicos (Tabela 10, p.42) foram
quantificadas utilizando padrdes auténticos no intervalo 0-50 pg/mL. Os extratos das folhas
(8,65 g/kg) eram constituidos por triterpenoides (0.85 g/kg, 10%); esterdis (6,57 g/kg; 76%) e
vitaminas (1,21 g/kg; 14%). O triterpenoide majoritario foi a friedelina, com 0,34 g/kg, o
esteroide majoritorio foi o S-sitosterol, com 6,26 g/kg, enquanto a vitamina majoritéria foi a
a-tocoferol com 0,99 g/kg. Os extratos do fruto (6,53 g/kg) e talo (6,34 g/kg) continham
triterpenoides com 0,83 g/kg (13%) e com 4,72 g/kg (74%); continham também esteroides
com 5,70 g/kg (87%) e com 1,62 g/kg (26%), respectivamente. O triterpenoide majoritario
detectado no fruto foi a lupenona, com 0,40 g/kg; entretanto, no talo, foi o acido betulinico,
com 3,33 g/kg. O esteroide majoritario detectado foi 0 S-sitosterol nos frutos (5,25 g/kg) e no
talo (1,35 g/kg). Os extratos da casca continham apenas triterpenoides (16,24 g/kg),
predominando o acido betulinico 12,35 g/kg (76%).

No cromatograma representado na figura 8, (p.38) € possivel observar os compostos
identificados como triterpenoides, esterdis e vitaminas dos extratos hexanicos das folhas, com
as numeragOes das substancias e seus devidos tempos de retengdo e abundancia: 1. »
tocoferol; 2. a-tocoferol; 3. estigmasterol; 4. p-sitosterol; 5. lupenona; 6. lupeol; 7.
friedelinol; 8. friedelina; 9. acido betulinico. As massas e ions dos compostos encontram-se na
tabela 13, p.54. Ja as estruturas das substancias estdo presentes na tabela 11, p. 50 e 51. Em
anexos nas paginas (70-90) os cromatogramas analiticos (CG-EM ) e espectros UV dos

extratos hexanos das cascas.
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Figura 8. Cromatograma do extrato hexanico das folhas de C. densifolia por CG-EM.
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Tabela 9. Estrutura dos compostos nos extratos hexanicos das folhas de C. densifolia.

Pico tr Composto Estrutura
CH3
1 45,90 y —Tocoferol (33) HO
CH;
0
CH3
CHs
2 48,67 o —Tocoferol (32) HO
CHj
HsC o)
CHs;
3 54,43  Estigmasterol (31) AN
HO
4 56,88 /5 — sitosterol (30)
HO
5 57,52 Lupenona (25)
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tr =tempo de retencédo
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Tabela 9. Continuacéo

Pico R Composto Estrutura
6 59,00 Lupeol (24)
7 63,74  Friedelinol (29)
8 64,75  Friedelina (28)
9 68,67  Ac. Betulinico

{r =tempo de retencéo
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Tabela 10. Fragmentacdo dos compostos triterpendides, esterdis e vitaminas identificados por CG-EM de Caraipa densifolia Mart.

Compostos TMS M M* Fragmentos ions®

grupos  (calc.)  (obs.) (m/z)
Lupeol (24) 1 498 498(16) 483(6), 455(1), 408(4), 393(7), 369(14), 203(33), 189(69), 73(100)°
Lupenona (25) 0 424 424(36) 409(20), 313(26), 205(96), 189(43) 121(67), 179(8), 109(96), 95 (94), 81(93), 67(83), 55(100)
Acid. betulinico (26) 2 600 600(3) 585(4), 510(1), 495(1), 483(4), 320(9), 292(10), 189(43), 129 (23), 73(100)
Betulina (27) 2 586 586(1) 571(0.5), 496(17), 483(16), 383(11), 203(31), 189(39), 129(29), 73(100)
Friedelina (28) 0 426 426(14) 411(7), 273(24), 245(17), 205(20), 123(60), 109(67), 95(84), 69(100)
Friedelinol (29) 1 500 500(6) 485(14), 410(6), 395(6), 347(17), 237 (50), 109(73), 95(100)
J-Sitosterol (30) 1 486 486(9) 471(7), 396(56), 381(23), 357(61), 218(36), 129(100)
Stigmasterol (31) 1 484  484(23) 469(4), 394(23), 255(29), 129(66), 83(100)
a-Tocoferol (32) 1 502 502(93) 277(4), 237(54), 73(100)
»Tocoferol (33) 1 488  488(64) 263(6), 223(44), 131(24), 73(100)

% Intensidade relativa de M™ e (%) dos fragmentos de ions.

® Pico base em negrito
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Os triterpenoides foram detectados anteriormente no talo e casca de Caraipa
densifolia Mart. (GUNASEKERA et al., 1983). A presenca das vitaminas a-tocoferol e »-
tocoferol nas folhas de Caraipa densifolia Mart é também relatada pela primeira vez. A
presenca de a-tocoferol é especialmente notavel. Tem-se estimado que esta vitamina em

particular tem fortes propriedades quimiopreventivas do cancer (JIANG et al., 2000).

O perfil dos triterpenoides e esterdis nas diferentes partes boténicas de Caraipa
densifolia Mart. € variavel, mas muito similar ao descrito anteriormente por Gunasekera et al.
(1983). No entanto, ndo se conseguiu detectar simiarenol ou taxerona, mas se detectou, nesta
espécie, friedelinol junto com o estigmasterol pela primeira vez. A casca de Caraipa
densifolia Mart aparenta ser uma fonte rica de lupeol e &cido betulinico. Esses dois
triterpenoides vém ganhando crescente interesse por serem agentes gquimiopreventivos do
cancer (CHATURVEDI et al., 2008). O acido betulinico tem apresentado uma variedade de
atividades  bioldgicas, dentre outras, antibacteriana, antimalarica, antielmintica,
antimicobacteriana, antioxidante, incluindo a inibi¢do do virus da imunodeficiéncia humana-
HIV (YOGESESWARI; SRIRAM, 2005; MUKHERJEE et al., 2006).

4.2.1 Determinacdo estrutural de CSH2b2

O lupeol foi o primeiro composto isolado em maior concentracdo para as cascas,
talos, frutos e folhas de Caraipa densifolia Mart. A determinacéo estrutural foi realizada por
Ressonancia Magnética Nuclear de **C e *H, da fragdo CSH2b2, conforme descrito na parte

experimental (p. 26).

O espectro de RMN *H [(CDCls), 500 MHz] (Fig. 14, p.52) de CSH2b2 apresentou
sinais de hidrogénios vinilicos em &y 4,57 e 4,69, referentes aos hidrogénios da dupla
terminal. A absorcdo em &y 3,19 do hidrogénio carbindlico indica a presenca da f-

configuracdo, e os sinais em &y 0,76 a 1,68 séo referentes as metilas (SILVA, 2004).

No espectro de RMN **C [(CDCl5), 125 MHZ] (Fig. 13, p.48 ) de CSH2b2, observa-
se 0s sinais 6¢c 109,3 e d¢ 151,2, evidenciando a dupla terminal. O sinal em &¢c 79,0
corresponde ao carbono metinico carbindlico, os sinais na regido ¢ 14,4 a 27,8 séo atribuidos
as metilas (SILVA, 2004).

43




Resultado e Discursdo — Caraipa densifolia

Analisando os dados de RMN **C [(CDCls), 125 MHz] (Fig. 16, p.53) e RMN **C-
DEPT 135 (Figura 18, p. 54), foi possivel organizar as tabela 13, nas quais constam
separadamente os valores de sete carbonos metilicos (7-CHjz), onze metilénicos (11-CH,), seis
metinicos (6-CH), seis carbonos ndo hidrogenados (6-C) e as absorc¢des de todos os carbonos,
em ordem, mostrando trinta linhas espectrais de carbono, uma forte indicativa de tratar-se de
absorcdes caracteristicas de triterpenos pentaciclicos de esqueleto lupano (ALBUQUERQUE,
2002; MAHATO, 1994; DENISE, 2005; FALCAO, 2003).

Tabela 11. Deslocamentos quimicos em ppm de carbono 13 (8) [(CDCls), 125 MHz] para
CSH2b2, com padréo de hidrogenacdo obtido pela comparagdo dos espectros, utilizando a
técnica RMN **C-DEPT 135°.

C CH CH; |[CHs; |[TOTAL
151,2° [79,2" |109,6° |28,2
432 556 40,2 [186
431 [50,7 [389 [183
411 486 358 [164
383 [482 [345 16,2
374 [379 [301 156
27,7 148
27,7
25,4
21,2
18,6
CeO |CeHe |CuiH2 |CrH1g |CaoH460

1-C-OH
2 —CH,=
3-C=
Com esses dados foi possivel determinar a formula molecular, partindo de C3oH40 +
H, de uma hidroxila, obtendo-se CjzyH4;O. Diante da formula, calculou-se o grau de
insaturacdo do alcano original C,Hay, + 2, que fornece CgzoHgo. Assim tem-se que Hgo — Hag =
14; dividindo por 2, tém-se 6 insaturacdes. Esses dados estdo em concordancia com os dados
dos espectros, pois essas insaturagdes correspondem a cinco anéis (caracteristicos do

esqueleto pentaciclico), uma dupla ligagédo C=C.
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Tabela 12. Dados das absorgdes de RMN **C (8) [(CDCls), 125 MHz] de CSH2b2 em
comparagdo com os dados da literatura [MAHATO, 1994];

Carbono | §¢ Literatura | 8c CSH2B2
1 38,7 38,9
2 27,4 27,3
3 78,9 79,2
4 38,8 38,3
5 55,3 55,6
6 18,3 18,6
7 34,2 34,5
8 40,8 41,1
9 50,4 50,7
10 37,1 37,4
11 20,9 21,2
12 25,1 25,4
13 38,0 37,9
14 42,8 43,1
15 27,4 27,7
16 35,5 35,8
17 43,0 43,2
18 48,2 48,6
19 47,9 48,2
20 150,9 151,2
21 29,8 30,1
22 40,0 40,2
23 28,0 28,2
24 154 15,6
25 16,1 16,4
26 15,9 16,2
27 14,5 14,8
28 18,0 18,3
29 109,3 109,6
30 19,3 18,6
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Com os dados obtidos e comparando-se com a literatura (SILVA, 2004; MAHATO,
1994; FOTIE, 2006; SOUZA, 2001) (Tabela 14, p. 51), a fracdo CSH2b2 pode ser
identificada como acido lup-20(29)-en-3B-ol (Lupeol), composto com efeitos cardioprotetor
(SUDHARSAN, 2005), antimaléria, anticancer e antitumoral (FOTIE, 2006; MOHAMMAD,

2005; MOHAMMAD, 2001). 29
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Figura 9. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de CSH2b2
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Figura 11. Espectro de RMN *C [(CDCls), 125 MHz] de CSH2b2
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Figura 12. Expanséo do espectro de RMN **C [(CDCl3), 125 MHz] de CSH2b2

Figura 13. Espectro de RMN **C — DEPT 135° de CSH2b2
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4.2.2. Determinacdo estrutural de CSH3e

O tratamento cromatogréfico da fragdo CSH3e do extrato hexanico das cascas de
Caraipa densifolia Mart. forneceu um soélido branco amorfo, com uma faixa de fuséo 258,7-
261,3 °C. Por meio do teste de Lierberman-Burchard (MATOS, 1998), foi possivel verificar

que esse sélido apresentou caracteristicas de um triterpeno.

A anélise dos dados de RMN *H [(CDCls), 500 MHz] (Fig. 14, p. 52) possibilitou
verificar os sinais caracteristicos para os hidrogénios metilicos em 0,7-1,2 ppm 8y: 0,73 (S);
0,87 (s); 0,89 (s); 0,96 (s); 1,00 (s); 1,01 (s); 1,05 (s) e 1,18 (s). Também foi possivel observar
0s sinais para hidrogénios metinicos em: 6y 2,25 (q); o4 1,54 (m); &y 1,38 (M) e 3y 1,55 (m).
Verificou-se ainda um grande numero de hidrogénios na forma de multipletos ligados a
carbonos sp®, caracteristico dos terpenos, tais como: 8y 2,29 (m); &4 1,47 (m); 84 1,35 (m) e
& 1,29 (m).

Analisando os dados de RMN *C [(CDCls), 125 MHZz] (Fig. 17, p. 53) e RMN **C-
DEPT 135 (Fig. 18, p. 54), foi possivel organizar as tabelas 13 e 14 (p. 50-51),
respectivamente) nas quais constam separadamente os valores de oito carbonos metilicos (8-
CHj3), onze metilénicos (11-CHy), quatro metinicos (4-CH) e sete carbonos ndo-hidrogenados
(7-C).

Verificou-se também, pela anélise dos dados de RMN **C, absorcéo caracteristica de
carbono carbonilico em 8¢ 213,4; em 8¢ 28,4; dc 30,2; &¢ 37,7; d¢c 38,5; 6¢c 39,9 e &¢ 42,3;
para carbonos ndo-hidrogenados; e em &¢ 43,0; 6¢c 53,3; ¢ 58,4 e ¢ 59,7; para carbonos
metinicos. Foi possivel observar as absorcGes caracteristicas de carbonos metilénicos na
regido de 6 18,4-41,7 ppm (18,4; 22,5; 30,7; 32,6; 33,0; 35,5; 35,8; 36,2; 39,4; 41,5 e 41,7);
em dc 7,0; &¢ 14,8; oc 18,1; ¢ 18,8; o¢ 20,4; d¢c 32,3 e d¢ 35,2). Observaram-se trinta linhas
espectrais de carbono, um forte indicativo de tratarem-se de absorcfes caracteristicas de

triterpenos pentaciclicos.
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos de carbono-13 (8)[(CDCls), 125 MHz] para CSH3e
com padrdo de hidrogenacdo obtido pela comparacdo dos espectros utilizando a
técnica RMN **C DEPT 135°.

7C 4CH |11CH; |8CHzs
213,4 59,7 41,7 35,2
42,3 |58,4 41,5 32,3
39,9 |53,3 39,4 32,0
385 43,0 36,2 20,4

37,7 358 188
30,2 355  |18,1
284 330 |148
326 |70
30,7
22,5
18,4

A comparacao com os dados obtidos com a literatura consultada (MAHATO, 1994),

possibilitou identificar como CSH3e friedelan-3-ona (freidelina).

Friedelan-3-ona (freidelina);

50




Resultado e Discursdo — Caraipa densifolia

Tabela 14. Dados das absorcdes de RMN **C (8) [(CDCls), 125 MHz] de CSH3e em

comparacdo com os dados da literatura (MAHATO, 1994).

Carbono dc Literatura O6c CSH3e
1 22,3 22,5
2 415 41,7
3 213,2 2134
4 58,2 58,4
5 42,1 42,3
6 41,3 41,5
7 18,2 18,4
8 53,1 53,3
9 37,4 37,7
10 59,5 59,7
11 35,6 35,8
12 30,5 30,7
13 39,7 39,9
14 38,3 38,5
15 32,8 32,6
16 36,0 36,2
17 29,9 30,2
18 42,8 43,0
19 35,3 35,5
20 28,2 28,4
21 32,4 33,0
22 39,2 39,4
23 6,8 7,0
24 14,6 14,8
25 17,9 18,1
26 20,2 20,4
27 18,6 18,8
28 32,0 32,0
29 31,8 32,3
30 35,0 35,2
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Figura 15. Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de CSH3e
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Figura 17. Expanséo do espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCl;) de CSH3e
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Figura 18. Espectro de RMN **C - DEPT 135° de CSH3e
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4.3 Ensaio Antioxidante Hipoxantina /Xantina Oxidase

Os extratos FST (folha seca tintura), FSD (folha seca, cha por decoccdo), FSI (folha
seca, cha por infusdo) e FSH (fruto seco hexano) foram analisados quanto ao seu potencial
antioxidante de acordo com a metodologia descrita em material e métodos, na pagina 29.
Cada extrato foi testado a uma concentragdo de 4 mg/mL. Todos os testes foram realizados

em duplicatas.

A detecgdo dos produtos (acido 2,5-diidroxibenzdico e acido 2,3-dihidroxibenzoico)
produzidos pelo ataque das espécies reativas de oxigénio ao acido salicilico foi realizada a
partir de cromatogramas obtidos e analisados em detector UV, em 325 nm. Com base nos
cromatogramas de CLAE-UV obtidos para o ensaio, foram calculadas as percentagens de
difendis produzidos em funcdo da concentracdo dos extratos (0 pL, 10 pL, 25 pL, 50 pL, 100
pL, 250 pL, 500 pL).

O gréfico abaixo representa (Figura 19), em percentual por volume (uL), a inibicdo
da formagdo da espécie DHBA frente aos extratos FST, FSD e FSH, que competem com
acido salicilico como substrato para oxidagdo ou inibem a atividade oxidante da enzima
xantina oxidase. A atividade antioxidante do extrato FST apresentou resultado mais

significativo. O extrato FSI ndo apresentou atividade antioxidante.

100

0 h\'i\
o\ N\ T

S . " FSH
:{ n
% 70 ]
o "FSD
60 -
[ ]
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Figura 19. Inibicéo da atividade da xantina oxidase pelos extratos FST, FSD e FSH no
ensaio da hipoxantina/xantina oxidase
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O grafico abaixo representa os valores Clsg dos extratos FST (ICsp 2,1mg/mL), FSD
(IC503,0 mg/mL) e FSH (ICs0 4,5mg/mL). Quanto menor a barra no grafico, maior o potencial

antioxidante do extrato. Sendo assim, o extrato FST possui melhor capacidade antioxidante.

IC,, mg/mL

FSD FSH FST

Extrato

4.4. Ensaio - Inibi¢cdo da Enzima Acetilcolinesterase

As fracbes codificadas FH (fruto seco hexano), FM (fruto seco metanol), FSH (folha
seca hexano), FSM (folha seca metanol), CSH (casca seca hexano), CSM (casca seca
metanol), TSH (talo seco hexano), FST (folha seca tintura), FSI (folha seca, cha por infusdo),
CSD (casca seca, cha por decoccdo), TSD (talo seco, cha por decoccdo) foram submetidas ao
ensaio da Enzima Acetilcolinesterase. A metodologia esta delineada na parte experimental
(Paginas 31-32), conforme descrito por Rhee et al. (2001). As concentra¢fes das fracdes
foram de 2 mg/ mL, sendo aplicados 2,5 pL. A analise dos resultados, apos a aplicacdo das
solu¢des ACTI (Todeto de Acetiltiocolina), DTNB(5,5’-Ditiobis-2-nitrobenzdico) e da
enzima, permitiu observar que, quando houve inibicdo da enzima, apareceu um halo branco,
confirmando a atividade da inibicdo da referida enzima. As fragdes com melhores inibicGes
foram FH, TSH, CSH, FSM e FM. Na tabela 15, p. 57, estdo apresentados os resultados.
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Tabela 15. Resultado da inibicéo das fracdes da enzima acetilcolinesterase

FRACAO TAMANHO DO HALO (mm)

CONTROLE (Carbachol) 21
FH 18
FM 10
FSH 0,5
FSM 11
CSH 13
CSM 0,6
TSH 15
FST 0,4
FSI 0,7
CSD 0,7
TSD 0,6

5.5. Teste com caramujo da Biomphalaria glabrata

A esquistossomose mansoOnica ou barriga d’agua, como ¢ popularmente conhecida, ¢
uma doenca infecto-parasitdria causada pelo Schistosoma mansoni. Os caramujos
Biomphalaria sdo hospedeiros intermediarios do verme. Esses moluscos sdo de agua doce e
vivem em aguas paradas ou com fraca correnteza. No Brasil, acredita-se que sua introducéo se
deu através do trafico de escravos africanos que traziam consigo o parasita. A presenca de
hospedeiros intermediarios suscetiveis (Biomphalaria) permitiu a instalacdo desta espécie no
territdrio brasileiro. De todas as espécies de interesse médico - S. mansoni, S. japonicum, S.
hematobium, S. intercalatum e S. mekongi - apenas o S. mansoni (Fig. 20) foi encontrado no
Brasil e esta completamente adaptado ao meio (NOVAES et al., 1999; NEVES et al., 2004).

Figura 20. Schistosoma mansoni (verme)
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As fragdes codificadas FH (fruto seco hexano) e FM (fruto seco metanol) foram
submetidas ao teste com caramujo da Biomphalaria glabrata. A metodologia esta descrita na
parte experimental (p. 21). A andlise dos resultados, apos a aplicacdo da solucdo de 125 mL
em cada copo contendo 5 caramujos, permitiu verificar que, em FH, os indices de
mortalidade em 24h foram de 100% e, na fracdo FM, os indices de mortalidade em 48h
foram de 60% e 80%. Os resultados estdo apresentados na tabela 16.

Tabela 16. Resultados dos experimentos com caramujo da Biomphalaria glabrata

MORTALIDADE

AMOSTRA COPO CONCENTRAQAO (HORAS) MORTALIDADE
(ppm) (%)
0 24 48 72 9
1 100 0 5 0 0 0 100
FH 2 100 0O 5 0 0 O 100
1 100 0 0 3 0 0 60
FM 2 100 0 0 4 0 0 80
1 0 0 0 0 O 0
BRANCO 2 0O 0 0 0 0 0
1 0 0 0 1 0 20
NEGATIVO 2 0 0 0 0 0 0
1 3 0 5 0 0 0 100
POSITIVO 2 3 0 5 0 0 0 100

Em estudos realizados com extratos da casca do tronco e galhos de C. densifolia
Mart. (Theaceae), verificou-se fraca atividade anticancerigena (EDso 1,5pug/mL), mas nao foi
possivel continuar ou acompanhar esta atividade em posterior fracionamento.
(GUNASEKERA, et al., 1982).

58




5. ANEXOS



-31.716

- r zo 169.0
4 2 ") : 272.9 306,0
v A A 125,0

o
\V Al 486.0
[ A AA~ VAN AAs m A A ANV A e A AN af \ { i
J v v v v ' e l P T W A l\l‘ ..J\
250 230

787.0

786.0

809.0

m

0 3 3 % 3% 4

0 il i

Cromatograma CLAE-ISE-EM e nano-ISE-EM do extrato metandico dos frutos: 1. Acido elagico.

60




. 0
] ®
3500 - % N
3000 - | Ok
i ( HO 0 CH;
Bl | | ‘ | ﬁ OH
g j 0
2000 - | OH 0 HO—bg
] a
500 - | \
1000- / |
0l | by sl ]
] \/\"{ J A nf \M ‘l rJ “*‘u'\,mf\/ Lv R ..J”"Oﬂh TZO " \/\
oj{ww I WUWW T o I
i i | | T I : T I I | | | | ] | I ‘ I | I ; |
30 3 3 36 38 40 £ 44 min

Cromatograma CLAE-ISE-EM e nano-ISE-EM do extrato metandico dos frutos: 2. Quercetina-O-raminosideo.

61




g 1 |
100000 - 2
J |
| ’ ‘ |
1] | |
4 |
q0000- | | | \
1 s oy ??'1;5 — . |
50000 [~ |
|- :
0000~ | 1
117 ||
7 |
20000 ‘i . ; |
j = = = = %= g = .“l 1‘3
18 ST NSV SN R SO . -5\ LR S N TS A YN o
1 I S S B 7 P e T S—

36 38 40 £ 4 min

Cromatograma CLAE-ISE-EM e nano-ISE-EM do extrato metandico das folhas: 1. Cucumerina C.
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Cromatograma CLAE-ISE-EM e nano-ISE-EM ché por decocgéo das folhas: Vitexina.
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Cromatograma CLAE-ISE-EM e nano-1SE-EM ché por decocgéo das folhas: Isovitexina.
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Cromatograma CG-EM da fragio CSH2.B (Casca seca hexano): 1. Betulina; 2 . y Acido Betulinico.
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Cromatograma CG-EM da fragdo CSH3 (Casca seca hexano): Lupeol.
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Cromatograma CG-EM da fragcdo CS2a.5 (Casca seca hexano): 1. Friedelinol; 2. Friedelina.
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Cromatograma CG-EM da fra¢do TSD 3 (Talo seco, ché por decoc¢do): Lupenona.

79




2000000
1500000
1000000

500000

566060
400000
300000
200000

100000

AN

WU D L P

54 43

]

10 00 1500

73

55

41

l

20. OO

95

109

121

!‘wa

25. 00

135

- w“"wlhlwl '

83
|
i\ L ]W["“m

T e
30 40 50 60 70 80 90 100110120130140150160170180190200210220230240250260270280290300310320330340350360370380390400410420430440450460470480490500510

‘MH
iy

1},*.‘

30 00 35 00 40 OO 45 00 50 00 55 00 60 00 K 65‘00 ' 75. 00
189
203
218
498
147 61 175 369
231 279
! 393 408 483
24577 269 325 }

Lyl".‘ L‘HJ‘U]‘ ”“L\M ‘\1!!1 H||H u“" \\‘H ‘MIIK H‘\m MIHH 13}‘ ‘%i\;‘?“”‘u‘”“!jw‘n‘H“H“\”J‘“]L‘“H‘\J\“‘\-‘I‘Hw”,f[‘ﬁgli‘.\‘s‘?‘”" H"JIHIHH\HH“”

T i B e S i e
70.00 BOAOO 85.00 90.00 95.00

Cromatograma CG-EM da fragdo CSHX (Casca seca hexano): 1. Estigmasterol ; 2. § — sitosterol.
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Conclusfes — Caraipa densifolia

6. CONCLUSOES

A partir do estudo fitoquimico das folhas, frutos, talos e cascas de Caraipa
densifolia Mart. ssp densifolia a espécie botanica da Amazénia com ampla utilizacdo na
medicina popular, foi possivel identificar e quantificar os compostos triterpenoides, fenolicos
e polifenoicos. Foram detectadas trinta e trés substancias isolados por CLAE-ISE-EM e
nano-ISE-EM e CG-EM.

Este é o primeiro relato de compostos polifendlicos na espécie Caraipa
densifolia Mart. de arvores amazonicas. No total foram detectados e caracterizados 23
polifendis que foram identificados e quatificados por CLAE. Muitos sdo comuns a outras
espécies vegetais, mas a presenca de fitoalexinas, como os C-glicosideos de vitexina e
orientina é rara.

Foram identificados em outros trabalhos nesta espécie 0s seguintes triterpenoides:
lupeol, lupenona, &cido betulinico, betulina, friedelina. Sendo inédito na espécie caraipa;
friedelinol, g-sitosterol, estigmasterol, as vitaminas (a-tocoferol e j~tocoferol), identificados
em extratos das folhas, todos identificados e quantificados por CG-EM.

Os ensaios da capacidade antioxidante dos extratos FST, FSD e FSH revelaram
uma significativa atividade, obtendo assim, melhor atividade antioxidante para extrato FST
com ICsp 2,1 mg/mL.

Os extratos com melhor inibicdo da enzima Acetilcolinesterase foram FH, TSH,
CSH, FSM e FM.

O teste larvicida com caramujo da Biomphalaria glabrata aplicado aos extratos
FH e FM, resultou indice de mortalidade 100% para FH em 24h e 60% e 80% para FM em
48h.

As informacdes obtidas nesse trabalho trazem contribuicdes relevantes para o
conhecimento das varias formulacdes geralmente utilizadas na medicina popular e inddstrias

farmacéuticas, representando uma etapa importante para um estudo de um fitoterapico.
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