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RESUMO
Lima, L. B., “Triagem da atividade antioxidante e anticolinesterasica de extratos
naturais: selecdo e estudo quimico biomonitorado de Streptomyces sp. e de
Psychotria carthagenensis”. 2011. 129 p. Dissertacado de Mestrado — Universidade
de S&o Paulo.

Esse trabalho descreve o estudo monitorado de extratos de origem microbioldgica e
vegetal. Com o objetivo de identificar compostos com atividade antioxidante e/ou
inibidores da enzima acetilcolinesterase em extratos de origem microbioldgica e
vegetal do cerrado brasileiro, uma triagem de atividade foi realizada utilizando
ensaios simples e répidos. Nessa triagem dois extratos promissores foram
selecionados para os estudos de identificacdo dos compostos responsaveis pela
atividade inicial. O trabalho de purificacéo foi iniciado com a fracdo em acetato de
etila do extrato etandlico da actinobactéria-36 (50PL), Streptomyces sp., fermentado
em meio de canjica amarela que apresentou atividade nos dois ensaios realizados.
As atividades antioxidante e anticolinesterasica sao relatadas pela primeira vez para
essa actinobactéria. Nesse estudo foram identificados dois compostos, o éster
metilico do acido cis-6, cis-8 octadecadiendico e o tetradecanal. Da espécie
Psychotria carthagenensis, uma planta da familia Rubiaceae, foram objeto de estudo
as fracdes hexanica e acetato de etila oriundas do extrato etandlico das folhas, o
extrato hexanico das folhas e o extrato etandlico dos caules. A espécie P.
cartahgenensis foi investigada quanto a presenca de alcaléides uma vez que é
utilizada juntamente com as espécies Psychotria viridis e Banisteriopsis caapi no
preparo de uma bebida alucinbgena conhecida como ayahuasca. A partir dos
extratos etandlicos das sementes, caules e folhas foi realizada uma extracdo acido-
base resultando em fracbes ricas em compostos nitrogenados. As fragcbes de
“alcaldides totais” foram analisadas em TLC e revelador especifico, o cloro-
iodoplatinado, evidenciando a presenca de alcaloides. As fracbes foram analisadas

por EM (desreplicacao) resultando na identificacdo de 5 compostos nitrogenados.
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ABSTRACT

“Screening of antioxidant and anticholinesterase activity of natural extracts:
selection and bioassay-guided chemical study of Streptomyces sp. and
Psychotria carthagenensis”

This work describes the monitored study of extracts from microbiological and plant
origin. In order to identify compounds with antioxidant action and/or inhibitors of
acetylcholinesterase enzyme in extracts of microbial and plants of the Brazilian
Cerrado vegetation, screening for these activities was performed using simple and
rapid tests. From this screening, two promising extracts were selected for
identification of the compounds responsible for the initially observed activity.
Purification was started with the ethyl acetate fraction in the ethanol extract of
actinobacteria-36 (50PL), Streptomyces sp., fermented in a yellow hominy culture
medium that displayed activity in both tests. Antioxidant and anticholinesterase
activities are reported for this actinobacteria for the first time. Two compounds were
identified, namely 6(2),8(Z)-octadecadienoic acid, methyl ester and tetradecanal. The
hexane and ethyl acetate fractions of the ethanol extract of the leaves as well as the
ethanol extract of the stems from the Psychotria carthagenensis species, a plant of
the Rubiaceae family, were studied. This species was investigated for the presence
of alkaloids, because it is used together with the species Psychotria viridis and
Banisteriopsis caapi in the preparation of a hallucinogenic drink known as
ayahuasca. Acid-base extractions of the ethanol extracts of the seeds, stems, and
leaves of this plant were carried out, resulting in fractions rich in nitrogen compounds.
The “total alkaloids” fractions were analyzed by TLC and specific revealing with
chlorine-iodoplatinate, which evidenced the presence of alkaloids. The fractions were
analyzed by MS (derreplication), which allowed for identification of five nitrogen

compounds.
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1. Introducéo

1.1. Histérico sobre a Quimica de Produtos Naturais

A quimica de produtos naturais (QPN) teve inicio no século XIX, com o estudo
das plantas medicinais, quando Friedreich Sertuner, em 1804, isolou a morfina (1)
da espécie Papaver somniferum, popularmente conhecida como Opio e utilizada
pelos Sumérios (4000 AC) por suas propriedades soniferas e analgésicas [1].
Relatos mitologicos afirmam que o nome morfina se deve a Morfeu, deus do sono
[2]. Outros compostos com propriedades interessantes também sdo produzidos pelo
Opio, tais como a codeina (antitussigeno), a narcotina (antitussigeno e

espasmolitico), a papaverina (espasmolitico) e a tebaina (téxico) [3].

Outro marco importante na QPN foi o isolamento da quinina (2) das cascas de
Cinchona succiruba, em 1820, por Pierre J. Pelletier e Joseph B. Caventou. Esta
espécie era conhecida pelos indios que utilizavam as cascas de quina no tratamento
de alguns tipos de febre [3-4]. Em 1834, o médico Francois Maillot demonstrou sua
eficdcia no tratamento da maléria e a quinina serviu como prototipo para diversos

antimalaricos como a cloroquina e a primaquina [3], [5].

1) (2)

Ainda em 1820, alguns estudos mereceram destaque como o isolamento do
alcaléide estricnina (3) de sementes de Strychnos nux-vomica L. por Robert
Robinson [6] que também contribuiu para a elucidagdo estrutural da brasileina da
espécie Caesalpinia echinata, conhecida popularmente como pau-brasil e utilizada
desde a Idade Média como corante e tinta para escrever [7-8]. Além do isolamento e

identificacdo de estruturas de diversos compostos por Robert B. Woodward, tais
1
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como a penicilina (4), descoberta por Alexandre Fleming (1928), a patulina (1945), a
estricnina (1947), a cevina (1954), a gliotoxina (1958), a ellipticina (1959) e a
calicantina (1964) [9].

3) (4)

Outro exemplo marcante na QPN, com grande impacto na humanidade, foi a
descoberta das substancias alucindégenas. Na Grécia antiga, extratos vegetais eram
utilizados em execucdes, como no caso de Sécrates, que morreu apés a ingestao de

uma bebida a base de cicuta, que continha a coniina (5) [1].

Em 1828, Johann A. Buchner isolou a salicina da espécie Salix alba L.
popularmente conhecida por suas propriedades analgésicas e antipiréticas. Em
1860, Hermann Kolbe sintetizou o acido salicilico (6) e em 1898, Felix Hofmann
descobriu o acido acetil-salicilico (7) com propriedades analgésicas e
antiinflamatdrias. Este foi o primeiro farmaco sintético a ser comercializado, langado
no mercado pela Bayer com o nome Aspirina, marcando o inicio de um segundo
periodo na histéria da QPN. Em 1903 surgiu também o barbital (acido 5,5-
dietilbarbitarico) com propriedades hipnéticas. Em 1904 foi sintetizada a epinefrina,
broncodilatador e descongestionante nasal. Além da sintese dos anestésicos
procaina e lidocaina, a partir da cocaina, cloroquina, tropicamida, podofilotoxina,

teniposideo e camptotecina [1], [3].

(@] OH (@] OH
(j\/\ o OY
N (@]
H

(5) (6) (7)
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Em 1838, Ezequiel Correia dos Santos isolou a pereirinha das cascas de
Geissospermum laeve (Vell.) Miers, conhecida popularmente como pau-pereira.

Acredita-se que seja este o primeiro alcaldide puro isolado no Brasil [1-2].

Alguns exemplos classicos que merecem destaque sSdo 0s quimioterapicos
vimblastina (Velban®) (8) e vincristina (Oncovin®), extraidos da espécie Catharantus
roseus, o etoposideo, o teniposideo e o diterpeno taxol (9), isolado em 1966 das
cascas da espécie Taxus brevifolia [1], [10-11]. Dentre os antineoplasicos, destaca-
se a camptotecina isolada da espécie Camptotheca acuminata, em 1966 por Wall,
Wani e colaboradores [3], [11]. O gossipol (10) utilizado como contraceptivo
masculino, isolado do 6leo da semente de Gossypium, popularmente conhecido
como algoddo. A hipericina utilizada como antidepressivo, isolada do extrato de
Hypericum perforatum, popularmente conhecida como Erva-de-Sdo-Jodo. E a

artemisinina (11), importante protétipo antimalarico, isolado de Artemisia annua [3].

(10) (11)

Sem esquecer o fitoterapico considerado de maior sucesso por ser um dos

mais vendidos no Brasil e no mundo, utilizado no controle de problemas vasculares
3
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cerebrais e de memoria, o Ginkgo biloba L. [12]. A partir dos extratos desta espécie

também foram isolados ginkolideos com propriedades antitrombéticas [1], [3], [13].

Entre as décadas de 50 e 70, periodo conhecido como a idade de ouro dos
produtos naturais, as plantas dao lugar aos micro-organismos e dentre o0s
medicamentos de maior sucesso para 0 tratamento de doencas infecciosas
destacam-se os antibidticos penicilina e cefalosporinas, ambos produzidos por
fungos [1], [14]. Destacam-se ainda a mevinolina ou lovastatina, redutor do
colesterol ruim, isolada de Monascus ruber em 1979 [15], a ciclosporina, a

asperlicina e a papulacandina [1].

Na década de 60 iniciaram-se os estudos com produtos naturais de origem
marinha, Bergmann e colaboradores isolaram os nucleosideos espongouridina (12)
e espongotimidina (13) da esponja Tethya crypta, ambos com atividade antiviral [1],
[16]. Outras substancias de origem marinha foram posteriormente isoladas como a

briostatina, a ecteinascidina e a aplidina ambos com atividade anticancer.

o o
by iy
HO o N HO O N
(O] (@]
o o
OH OH
(12) (13)

Com o surgimento da espectroscopia no ultravioleta (UV), no infravermelho
(IV), e posteriormente com a ressonancia magnética nuclear (RMN), e a
espectrometria de massas (EM) além das técnicas hifenadas, o processo de
determinacao estrutural foi impulsionado e facilitado. Alguns bancos de dados de
moléculas foram criados, assim como alguns programas de identificacdo de

moléculas.

Nos anos 90, com os avang¢os em high-throughput screening, que permite a

analise de varias amostras em um pequeno intervalo de tempo, aliado a quimica

4
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combinatéria, houve uma mudanca no cendrio da QPN e a fitoquimica deixou de ser
“protagonista”. Em 2001, acreditava-se que a quimica combinatéria poderia tornar-se
o ouro da industria farmacéutica do préximo milénio [17]. Porém, no periodo de 1981
a 2006, apenas uma substancia produzida por quimica combinatoria foi aprovada
para uso medicinal, o antitumoral sorafenib (14) da Bayer, aprovado pelo Food and
Drug Administration em 2005 [18-20]. Com essa ineficiéncia da quimica
combinatorial, a industria farmacéutica volta seu interesse para a busca por novas
moléculas de origem natural.

F
F F

(@]
Cl (O] A ~
(@] N
PN | "
~N
N N
H H

(14)

1.2. A familia Rubiaceae Juss.

A familia Rubiaceae Juss. foi descrita pela primeira vez em 1789 por Antoine
Laurent de Jussie, como uma das maiores familias entre as angiospermas,
constituida por quatro subfamilias: Ixoroideae (rica em gardenosideos, geniposideo
e ixorosideo), Rubioideae (rica em asperulosideo ou acido desacetilasperulosidico),
Cinchonoideae Raf. e Antirheoideae Raf. (ricas em loganina) [21-22]. E composta
por 44 tribos, com aproximadamente 637 géneros e cerca de 10700 espécies.
Distribui-se predominantemente em regides tropicais, com a maioria de suas
espécies encontradas na América do Sul. [23] Entre suas espécies destacam-se a
Coffea arabica L., o café com grande importancia alimentar além da Genipa
americana L., genipapo, a Ixora spp., a Mussaenda spp. e a Gardénia spp de uso

ornamental e a Cinchona pubescens Vahl de uso industrial [24-29], [7].

No Brasil a familia Rubiaceae é representada por aproximadamente 2000
espécies distribuidas em 110 géneros [30] que ocorrem nos principais ecossistemas
brasileiros: Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica [31-32] sob a forma de arvores,

arbustos, subarbustos até ervas perenes ou anuais, além de lianas e epifitas [23].
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As espécies desta familia apresentam grande diversidade de metabdlitos
secundéarios, elaborados a partir da sintese dos metabdlitos priméarios (carboidratos,
aminoacidos e lipideos) [33], melhor conceituados por Gottlieb [34] como metabdlitos
especiais tais como alcaloides inddlicos, taninos, triterpenos, saponinas, esterdides
e flavonoides [35-40], [25], [28].

Um levantamento bibliografico [41], apresenta a subfamilia Rubioideae com a
segunda maior em concentracdo de alcaldides [42], sendo que as espécies desta
subfamilia estéo distribuidas em 15 tribos, onde a maior € a Psychotrieae, formada
por aproximadamente 50 géneros [21].

1.3. O género Psychotria L.

De origem austro-asiatica, o género Psychotria foi descrito por Linneaus em
1759, como um dos maiores géneros de plantas com flores. Compreende cerca de
2000 espécies, e € taxonomicamente complexo devido a dificuldade de delimitacBes
de suas fronteiras [42-47], [21]. A maioria das espécies sao arvores pequenas e

arbustos, presentes em sub-bosques de florestas tropicais [48].

A subfamilia Rubioideae é distribuida em 15 tribos, sendo que a Psychotrieae é
a maior delas, com cerca de 50 géneros [42], baseado em caracteristicas
morfologicas e distribuicdo geografica, este género foi dividido em trés subgéneros
por Petit e Steyermark: Psychotria (pantropical), Tetramerae (inclui algumas
espécies de Africa e Madagascar) e Heteropsychotria (inclui o restante das espécies
de Psychotria no neotropico) [47], [21], [49-50].

Plantas do subgénero Heteropsychotria, assim como espécies de Psychotria
coletadas no sul do Brasil revelaram a presenca de alcaldides indol-monoterpénicos
[42], [51-58], [46].

Como descrito por Lopes [47] alcalbides do tipo polinddlicos sdo os principais
metabdlitos especiais encontrados em Psychotria pantropical, sendo a quadrigemine

A (15), derivada da condensacéo de varias N-methyltryptamine, o mais relatado.
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(15)

Este género é vastamente empregado em medicina popular no tratamento de
diversas doencas [59] e possui inUmeras atividades farmacoldgicas descritas na
literatura, dentre as quais se destaca a atividade sobre o sistema nervoso central
[21].

O interesse etnobotanico deste género, assim como a motivacao da pesquisa
brasileira em Psychotria se deve ao preparo de uma bebida alucinégena, conhecida
como “ayahusasca” no Peru, “yagé” na Coldmbia e no Brasil como “caapi”, “santo
daime” ou “daime”, utilizada pelos caboclos da Amazonia para fins religiosos,
medicinais e sociais [60-62], esta bebida é preparada utilizando as espécies
Psychotria viridis e Psychotria carthagenensis, com o decocto de cascas de
Banisteriopsis caapi (Spruce ex Griseb) Morton (Malpighiaceae).

1.4. A espécie Psychotria carthagenensis Jacq.

A espécie Psychotria carthagenensis Jacq. Figura 1, p.8, € um arbusto que
atinge de 2 a 3 m de altura [63], originario do cerrado brasileiro, conhecido

” o«

popularmente como “carne-de-vaca”, “cafeeiro-do-mato” ou “maria-mole”.
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Figura 1: Foto da espécie P. carthagenensis, por Milton Groppo, 2011.

Distribui-se em ambientes distintos [64] nas Américas, da Costa Rica a
Argentina e no Brasil, ocorre do Para ao Rio Grande do Sul [65], desde o nivel do
mar até 600m de altitude [66].

Relatados por Rivier e Lindgren em 1972, estudos das folhas de P. viridis e P.
carthagenensis revelaram quantidades substanciais do alcaldide N,N-
dimetiltriptamina (16), tracos de N-monometiltriptamina (17) e 2-metil-1,2,3,4-
tetrahidro-B-carbolina (18) [67-68]. A analise de Banisteriopsis caapi revelou -
carbolinas (harmina (19), harmalina (20) e tetrahidroharmina (21)), harmol (22) e 6-

metoxitriptamina (23) [68].
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No sul do Brasil, partes aéreas de P. carthagenensis substituem P. viridis no
preparo do “santo daime”. Curiosamente, o0 extrato etandlico das folhas desta
espécie ndo apresenta alcaldides opiodides, porém isso ndo implica em sua auséncia
em outros locais de ocorréncia [43], [68], [62], sugeriram duas hipbteses para a
auséncia de alcaléides opiddes; houve problemas na identificacdo do material
vegetal feito na década de 70 ou o efeito alucindbgeno da bebida se deve a outras
substancias bioativas ainda ndo identificadas, com atividade no sistema nervoso

central, sendo pouco provavel que seja o alcaldide triptamina.

Um trabalho feito por Lopes [69] reporta a auséncia de picos caracteristicos no
espectro de UV do cromoforo inddlico em 223 e 290nm na analise de P.
carthagenensis por HPLC/PDA.

Tal espécie foi selecionada como objeto de estudo devido as caracteristicas
alucinégenas de sua casca, pela sua baixa toxicidade, e sua possivel atividade no
sistema nervoso central (SNC) [68]. Além disso, o pouco conhecimento sobre sua

composicao quimica e acao farmacologica.



Dissertacdo de Mestrado 1. Introdugéo

1.5. O género Streptomyces e a actinobactéria 36 (50PL)

Streptomyces séo bactérias gram-positivas que utilizam compostos organicos
como fonte de carbono e energia para o crescimento. Sua temperatura 6tima de
crescimento esta entre 25-35°C e seu pH 6timo estd na faixa de 6,5-8,0, suas
espécies sdo bem distribuidas e abundantes no solo [70].

Notavel pela producédo de metabdlitos especiais, principalmente antibioticos
[71-72], actinobactérias do género Streptomyces produzem substancias
antibacterianas, antifingicas, antivirais, antitumorais, anti-hipertensivas e anti-

colesterolémicas [73].

Dentre os antibiéticos comercializados mundialmente, destacam-se os [-
lactamicos, penicilnas, cefalosporinas e cefaminas. Ao longo dos anos, algumas
linhagens foram desenvolvendo resisténcia a antibidticos, a solucdo para isto foi a
descoberta da cefamicina C (24) em culturas de Streptomyces sp. por
pesquisadores da Merck, resistente a B-lactamases de bactérias gram-negativas,
esta molécula é precursora de varios antibiéticos, chamados cefamicos [74]. O &cido
clavulanico (25) de Streptomyces clavuligerus [75-76] que apesar de possuir fraca
atividade antibiética € um potente inibidor de p-lactamases, ambos sdo empregados

em cobate a infecgdes [73].
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Mais de 500 espécies de Streptomyces sdo reconhecidas atualmente sendo
este 0 género mais bem sucedido neste grupo. Algumas espécies sao patogénicas

para animais e algumas causam doencas em plantas [77].

No extrato em AcOEt da actinobactéria 36 (50PL) foram encontradas 11

leucinostatinas: T, F, D, N, H, B2, L, R, B, S e U, da clase dos lipopeptideos e
10
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lipoaminopeptideos, com diversas atividades biol6gicas como antiviral, antitumoral,

além da atividade fitotoxica [78].
1.6. Atividade antiacetilcolinesterasica

O Mal de Alzheimer (MA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva e
fatal do SNC, que atinge primeiramente a memoria, e posteriormente disfuncdes
intelectuais e motoras s&o acentuadas, podendo levar ao 6bito [79]. E considerada a
quarta maior causa de morte em pessoas acima de 65 anos e o numero de
diagnosticos tém crescido juntamente com o aumento da expectativa de vida das
populacdes, aliado a drastica reducdo das taxas de natalidade, que transformam o
MA num grave problema de saude publica [80] e um dos maiores problemas de
saude do século XXI [81], [79]. Entre 24 e 37 milhdes de pessoas, em todo 0 mundo,
ja vivem com essa doenca, esse numero pode chegar a 115 milhdes até 2050 [82].
Atualmente nos Estados Unidos vivem 5,4 milhdes de pessoas com Alzheimer, esta
ja é a sexta maior causa de morte, seu tratamento custa aos americanos 183 bilhdes
de dolares anualmente [83]. No Brasil, a enfermidade atinge cerca de 1 milhdo de
idosos, sendo a terceira maior causa de morte entre eles [84].

Embora a causa do desenvolvimento do MA ndo seja clara, ela esta
associada a deficiéncia na transmissao colinérgica [85]. Observou-se que a atividade
colinérgica no SNC encontra-se acentuadamente reduzida em portadores do MA

[86-88]. A acetilcolina esta envolvida na transferéncia de sinais na sinapse [89].

O tratamento do MA é sintoméatico e baseia-se na tentativa de restauracdo da
funcdo colinérgica. Uma das abordagens consiste no tratamento colinérgico da
doenca, e o método que demonstrou maior eficacia clinica foi o uso de inibidores
diretos da enzima acetilcolinesterase (AChE), responsavel pela desativacdo do
neurotransmissor acetilcolina por hidrolise, produzindo colina e acetato Figura 2,

p.11, reacdo esta que ocorre na fenda sinaptica [89-90].

\/ N\ 7
/NK/\O/KO o S /N+\/\OH

acetilcolina colina acido carboxilico

HO (©)

Figura 2: Catalise da acetilcolina.
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Extratos naturais sdo uma fonte promissora de inibidores de AChE [85], [91].
Na regido do Caucaso, os bulbos de galanto (Galanthus sp) sdo usados no
tratamento de falta de memoria. Atualmente, o composto ativo desta planta, a
galantamina, € comercialmente isolado de espécies de Narcissus e utilizado no
tratamento do MA com o nome comercial de Reminyl [92-93]. Outros inibidores de
AChE derivados de planta utilizados no tratamento de Alzheimer sao a huperzina A
(isolada da Huperzia serrata) [94] e a Rivastigmina (Excelo®) um derivado da

physostigmina isolada da semente de Physostigma venenosum [95].

Alguns compostos tem sido utilizados como inibidores de AChE, mas devido
a efeitos colaterais e os elevados custos econdmicos que nao se limitam ao preco
do medicamento, mas a consulta médica, a incapacidade de se cuidar, aos meios de
diagnéstico, ao internamento, a fisioterapia, ao trabalho dos cuidadores, a perda de
produtividade do doente e do cuidador e a perda de saude [79], ainda h& grande
interesse em encontrar melhores inibidores para esta enzima [90], o que pode ser
feito através de bioensaios com a enzima AChE utilizando as metodologias de

Ellman e Marston, além do teste falso positivo.
1.7. Atividade antioxidante

A fim de produzir energia, o organismo humano realiza uma série de reacdes
quimicas onde s&o produzidos “radicais livres” que sao reativos, instaveis e
prejudiciais ao ser humano. O oxigénio essencial as formas de vida aerdbicas pode
ser inapropriadamente metabolizado, tornando-se téxico ao organismo, como por
exemplo, na reducdo incompleta da dgua durante a respiracdo; a exposi¢cdo a acao
de radiacbes de ionizagdo ou ultravioleta; pela acdo de enzimas ou pela
transferéncia de elétrons [96-97].

O grande interesse por substancias antioxidantes se deve principalmente ao
envolvimento dos radicais livres na etiologia de varias doencas, incluindo asma,
inflamacdes, cancer, as doencas degenerativas do SNC, o MA, o Mal de Parkinson e
o préprio processo de envelhecimento. As células e os tecidos vivos estdo
permanentemente expostos a processos oxidativos contra os quais podem ser

protegidos pela acao de antioxidantes naturais [98-99].

12
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Tendo em vista que os antioxidantes sdo capazes de remover ou prevenir a
formacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (Eros), inibindo a
deterioracdo in vitro [100], ha um grande interesse na identificacdo de substancias
capazes de inibir a oxidacdo das bases do DNA por Eros e que auxiliem na cura de

patologias decorrentes do estresse oxidativo.

Trabalhos mostram que os compostos fendlicos, como por exemplo, 0s
flavondides, constituem uma das classes mais eficientes de antioxidantes naturais e
discutem a descoberta de novas substancias que possam ser incluidas na dieta
alimentar a fim de manter o equilibrio pré-oxidante/antioxidante corporal, evitando o

estresse oxidativo [101-102].

As substancias fendlicas sao largamente distribuidas em frutos, legumes,
grdos, sementes, folhas, raizes e cascas, e sao capazes de retardar o

envelhecimento, o aparecimento de doencas e até impedi-las de ocorrer [103].

O potencial antioxidante de moléculas e extratos naturais pode ser avaliado
através de ensaios rapidos e baratos, tais como os testes que utilizam B-caroteno e
o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) [104].

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
Triagem quimica biomonitorada de extratos naturais por ensaios simples,

rapidos, seletivos e baratos.

2.2. Objetivos Especificos

o Triagem da atividade antioxidante e/ou inibitoria da enzima acetilcolinesterase
de extratos naturais de origem vegetal e microbioldgica;

o Estudo fitoquimico dos extratos hexéanicos e etandlicos de caules e folhas da
espécie Psychotria carthagenensis Jacq. (Rubiaceae);

o Estudo quimico do extrato etandlico da actinobactéria-36(50PL) isolada da

rizosfera do milho.

13
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3. Material e métodos

3.1. Material utilizado

3.1.1.

YV V. V V V V

Y VY

YV VY

YV V. V VYV V

Equipamentos

Agitador magnético Fisatom, modelo 752;

Balanca analitica Marte, modelo AY-220;

Balanca eletronica Coleman, modelo Mark 2200;

Balanca semi-analitica Shimadzu, modelo BL 320H;

Bomba hidrovacuo Marconi, modelo MA 053;

Cromatégrafo gasoso acoplado ao espectrometro de massas Shimadzu,
modelo GCMS-QP2010;

Coluna para CG-MS DB-5, 30m X 0,25mm, 0.25um;

Cromatografo liquido (HPLC) Shimadzu — Prominence composto por duas
bombas de solvente Shimadzu, modelo LC-20AD, um detector de arranjo de
diodos com comprimento de onda variavel Shimadzu, modelo SPD-M20A, um
auto-injetor Shimadzu, modelo SIL-20A, uma controladora Shimadzu, modelo
CBM-20A, um degaseificador Shimadzu, modelo DGU-20A5, software LC
Solution;

Cromatégrafo liquido acoplado ao espectrobmetro de massas Electrospray
Quattro-LC;

Espectrofotometro de infravermelho Perkin Helmer, modelo IFTIR — RX,
analises feitas em pastilhas de KBr;

Espectrémetro de massas Waters de alta resolucao, modelo Q-Tof 2;
Espectrofotdbmetro de ressonancia magnética nuclear Brucker, modelo DRX-
500 e DPX-300;

Espectrofotdmetro UV-Vis com leitor de Elisa e filtro 517nm,;

Estufa digital time microprocessada para esterilizacdo e secagem Marte,
modelo MSE 1.3 E;

Estufa ESCO Isotherm, modelo IFA-54-8;

Lampada de ultravioleta Spectroline, 365 e 254nm;

Moinho de facas tipo Willey, modelo TE-650

pH-metro Marte, modelo MB 10;

Rotavapor BUCHI, modelo R — 124;
14
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Rotavapor BUCHI, modelo R II;
Sistema MILLI-Q MILLIPORE;
Ultra-som UNIQUE, modelo USC-1400;

Vortex Marte, modelo Heidolph Reax top.

YV V V VY

3.1.2. Solventes, suportes e reagentes

» Cromatofolha de aluminio, TLC Silica gel 60, Fus4, 20 X 20 cm, Merck e
Aldrich;

Cromatoplaca de 6xido de aluminio 150, Fzs4 (tipo T), 5 X 20 cm, Merck;
Lipophilic Sephadex Sigma-Aldrich 25-100u LH20100-100G;

Sephadex Healthcare LH-20;

Silica-gel 60 (0,063-0,200mm) para cromatografia em coluna MERCK;
Solventes deuterados Aldrich e ISOTECinc;

YV V. V V V V¥V

Solventes para extracdo, fracionamento e purificacdo J. T. Baker, CARLO
ERBA, Merck e Synth com grau analitico adequado;

» Reagentes Sigma-Aldrich.

» Coluna para HPLC C18(2) Phenomenex (250 X 4,6 - mm) 5um;

3.2. Métodos

3.2.1. Ensaios em cromatoplacas

Todos os ensaios foram desenvolvidos sobre cromatofolhas de silica nas quais
2,5uL de cada amostra diluida em solventes apropriados foram aplicadas na
concentracdo minima de 20mg/mL para as fracdes e extratos brutos e 10mg/mL
para 0S compostos puros. Em alguns casos as amostras foram aplicadas
pontualmente e, em outros, foi feita a otimizacdo das condigcbes cromatograficas e
as amostras foram eluidas na melhor condicdo. Ap0s a secagem das placas foram

feitos os ensaios.

3.2.1.1. Bioensaio com acetilcolinesterase utilizando o método de Ellman

Em cada cromatoplaca foram aplicados 2,5uL do padréo galantamina 0,1mM
em MeOH. A atividade enzimatica foi avaliada pelo método colorimétrico utilizando o

reagente de Ellman (acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoico]).

15
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O principio deste método consiste na medida da velocidade de produgéo da
tiocolina através da hidrdlise do substrato, acompanhado pela continua reacdo de
um tiol com o ion 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoato (DTNB) (I) para produzir o anion
amarelo do acido 5-tio-2-nitrobenzaico (lI) com intensa absor¢cdo em 412 nm Figura
3, p.16, [105].

o o
I . AChE N .
HsC—C—OSHCH,CH,N(CH3); ——————> /c—o + HSCH,CH,N(CHs);
Acetiltiocolina HsC Tiocolina
Tiocolina B 7
o COOH _
COOH COOH I ? COOH
N +
02N N02 _o/ N
- —o/ A
s s
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Reagente de Ellman +

COOH
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+
S—SCH,CH;N(CH3);
Figura 3: Catalise da acetiltiocolina e reagédo de Eliman.

Para isto, foi seguida a metodologia de Ellman adaptada por Rhee [90]. O
tampao A foi preparado, misturando-se 182,5mg do tampéo tris HCl em 80mL de
agua, ajustando o pH 8 com HCI 10%v/v. Em 25 mL de tampéao A foram dissolvidos:
9,9mg de DTNB e 7,23mg de iodeto de acetilcolina (ACTI) (solugéo 1), 0,704mg da
enzima AChE de enguia elétrica foi dissolvida em 300uL de agua (solucao 2), 25mg
de albumina sérica bovina (BSA) foi solubilizada em 25mL de tamp&o A (solucéo 3).
A cromatoplaca foi nebulizada com a solucéo 1 e apds 3 minutos, borrifada com uma

mistura de 15 pL da solucédo 2 e 5 pL da solucéo 3.

A resposta positiva foi observada pelo surgimento de halos brancos contra o
fundo amarelo que se desenvolveu sobre a cromatoplaca, correspondente aos

compostos com atividade inibitéria da AChE.

Relatos na literatura indicam que compostos como aldeidos e aminas podem
provocar resultados falso-positivo no ensaio de Ellman [106]. Estes compostos
impedem a reacao entre a tiocolina (produto da reacdo enzimética) e o reagente de
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Ellman, consequentemente n&do haveria a formag¢ao do anion amarelo resultando na
formagdo do halo branco. No entanto, nesse caso ndo ha inibicdo da atividade

enzimatica, e sim da reacao quimica entre o produto da reacéo e o corante.

Assim, a fim de distinguir entre os compostos que atuam realmente na inibicao
da atividade enzimética e aqueles que atuam na reacdo quimica entre a tiocolina e o
reagente de Ellman, as amostras foram submetidas ao teste falso positivo.A
cromatoplaca com o padrdo galantamina foi nebulizada com as solucdes 4 e 5 e
apos 3 minutos nebulizada com 9,9mg de DTNB solubilizado em 25mL de tampéo A.
Os halos brancos evidenciam a presenca de compostos falso-positivos, que nao

inibem a enzima.

3.2.1.2. Ensaio com acetilcolinesterase utilizando o método de Marston

Este ensaio foi realizado seguindo a descricdo feita por Marston e
colaboradores [107], no qual a atividade enzimatica € detectada pela conversao do
acetato de a-naftil a a-naftol que reage com o sal de diaz6nio Fast Blue B formando

um corante diazo de cor purpura Figura 4, p.17.

O
M N
Acetato de naftila Alfa-naftol
H;CO,
- OCH3z |
" Sal "Fast Blue B"
~ C HO'

OCH,

Corante diazo - Purpura
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Figura 4: Catalise do acetato de a-naftil e reacdo com Fast Blue.

No preparo do tampéo B, 273mg de tampao tris HCI foi solubilizado em 30mL
de 4gua e o pH foi ajustado para 7,8 com HCI 10%v/v. Agitou-se por 5 minutos 25mg
de BSA (estabiliza a enzima durante o ensaio), 84pL da enzima AChE (0,9mg de
AChE em 200uL de agua) e 25mL de tampéo B (solucdo 6). Em 12 mL de agua,
adicionou-se 30mg de sal fast blue (solucdo 7). Em 3mL de etanol, adicionou-se
7,5mg de acetato de a-naftil (solugéo 8). As cromatoplacas foram nebulizadas com a
solugdo 6 e incubadas a 37°C por 20 minutos em um ambiente Umido. Apds
incubacéo, as solugbes 7 e 8 foram misturadas e nebulizados sobre a cromatoplaca
que desenvolveu uma coloracdo purpura contra a cor branca dos halos
representando compostos presentes na amostra que inibiram a enzima nao
ocorrendo, portanto, a formagdo do a-naftol e a consequente formacgéo do corante

parpura.

3.2.1.3. Ensaio utilizando biorreatores enziméticos (IMER-AChE)

A enzima AChE de Electrophorus electricus foi imobilizada na parede interna
de um capilar de silica fundida com dimensdes de 30cm x 0,01mm D.l. e utilizada
como coluna acoplada ao HPLC, tendo como fase mdével o tampao Tris-HCI pH 8,0 e
DTNB 0,1mM. O monitoramento do produto da rea¢édo enzimatica foi feito utilizando-
se a metodologia de Ellman [105]. Na presenca do inibidor padrédo tacrina, ocorre
diminuicdo da banda cromatografica, Figura 5, p.18-19. O procedimento de
imobilizacéo e a escolha do suporte de imobilizagdo foram baseados em trabalhos
desenvolvidos anteriormente no grupo [113] [114]. O biorreator denominado IMER-
AChE foi desenvolvido como parte da dissertacdo de mestrado de Joyce Izidoro da
Silva [115].
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Figura 5: Cromatograma representando a diminuicdo da banda de absor¢cdo na presenca do
inibidor Tacrina 200uM.

As amostras foram injetadas na seguinte condi¢do: 10uL da solucdo contendo
1mM de acetiltiocolina (substrato analogo da tiocolina em concentracdo de
saturagao) e 200ug/mL do extrato a ser testado (ou 200uM se inibidor padrdo como

a tacrina), vazéo: 0,05 mL/min, detector DAD-UV: 412nm.

O percentual de inibicdo foi obtido comparando-se a atividade da enzima na
presenca do inibidor (Vi) com a atividade inicial da enzima (Vy), de acordo com a

equacao: (% de inibicdo = 1 — [V; — Vq] x 100).

3.2.1.4. Ensaio Antioxidante com DPPH

Quando o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH’) em presenca de um
antioxidante doador de hidrogénio passa a sua forma reduzida 2,2-difenil-1-picril-
hidrazina (DPPH-H) de cor amarela, seu elétron desemparelhado ndo esta mais em
conjugacao com os grupos arilos, e, dessa forma, o DPPH-H sofre um decréscimo

de absortividade molar em 517 nm Figura 6, p.19, [108], [109].
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Radical livre estavel - Parpura Forma reduzida - Amarelo

Figura 6: Mecanismo simplificado da reacdo entre o DPPH e um antioxidante doador de
hidrogénio.

Os padrdes rutina e quercetina (3mM em MeOH) foram utilizados neste ensaio
onde cada cromatoplaca foi nebulizada com uma solucdo metanodlica de DPPH
0,02%. O aparecimento de halos amarelos, ap6s 30 minutos a temperatura
ambiente, é decorrente da reducdo do DPPH, por um mecanismo baseado em
transferéncia de elétrons, e caracterizam a presenca de substancias com atividade

antioxidante.

3.2.1.5. Ensaio antioxidante com B-caroteno

O B-caroteno Figura 7, p.20, atua como antioxidante devido as suas ligacdes
duplas conjugadas, que sao suscetiveis a oxidacdo sob acédo de luz ou oxigénio
[110].

Os padrdes utilizados neste ensaio foram rutina e quercetina (Img/mL em
MeOH). As cromatoplacas foram nebulizadas com uma solu¢cdo de (-caroteno na
concentracdo 0,2g/L em diclorometano, que foi extraida de cenouras compradas no

comeércio local de Ribeirdo Preto, SP, seguindo o protocolo de Zeraik [111].

A Y N S e e e g 2 P

Figura 7: Estrutura do f-caroteno.
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Apdés a nebulizacdo, as cromatoplacas foram expostas a luz até o
descoramento total da cor laranja do revelador. O resultado positivo foi observado
pela permanéncia dos halos alaranjados caracteristicos de substancias com

atividade antioxidante.

3.2.2. Ensaio em microplaca multipocos

3.2.2.1. Ensaio Antioxidante com DPPH

Para o ensaio espectrofotométrico em microplaca multipo¢os, uma solucao de
DPPH 0,01mg/mL em metanol foi misturada com solu¢cdes da amostra em sete
concentracOes diferentes 66,7; 33,3; 10; 6,67; 3,33; 2,67 e 1,67ug/mL, de forma que
apresentasse absorbancia em 517nm. A microplaca com triplicatas das amostras foi
incubada em auséncia de luz por 30 minutos, a 25°C e logo em seguida foi feita a
leitura em espectrofotbmetro (517nm) em intervalos de 15 minutos, durante 2 horas.
O resultado positivo foi observado pelo decréscimo da absortividade molar e
mudanca da cor para amarelo. Os padrbes utilizados foram quercetina, rutina e
acido clorogénico, diluidos para 33,3; 26,7; 20; 13,3; 6,7; 3,3 e 1,7uM.

A porcentagem de sequestro de radicais livres (SRL) foi calculada através da
equacao: % SRL= [(Ac-Aam)/Ac]x100, onde A é a absorbancia do controle e Aam € a
absorbancia das amostras. [112].

3.2.3. Material de origem microbiolégica

3.2.3.1. Isolamento e identificacdo da actinobactéria

Os micro-organismos foram isolados no Estado de Sao Paulo, especificamente
Socorro, Serra Negra e Ribeirdo Preto (Sistema Agro florestal) e identificados pela
doutoranda Flavia M. P. de Melo, sob orientacdo do Professor Doutor Itamar S. de
Melo do Laboratorio de Microbiologia Ambiental da Embrapa — Jaguarituna [78].

3.2.3.2. Obtencéao do extrato

O extrato foi produzido pela doutoranda Ana Flavia C. Martinez, sob orientagéo
do Professor Doutor Luiz Alberto B. de Moraes — FFCLRP em meio semi-soélido de
canjica amarela. As cepas com quatro dias de repique e as fermentacdes da

actinobactéria-36 (50PL) foram feitas em erlenmeyers de 250mL de capacidade. Em
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cada recipiente foram adicionados 25g de canjica amarela e 18mL de &agua e
mantidos por 20 dias sem agitacdo. Em seguida adicionou-se 100mL de EtOH em
cada erlenmeyer e eles foram mantidos sob agitacdo por um dia. Posteriormente a

solucéo etandlica resultante foi filtrada e concentrada em um rotaevaporador [78].

3.2.4. Material de origem vegetal

3.2.4.1. Coleta do material vegetal

A primeira coleta da espécie Psychotria carthagenensis Jacq. foi realizada no
dia 13 de marco de 2008 as 9h30min, na Embrapa Gado de Corte - Campo Grande
— MS, de espécimes com aproximadamente dois metros e com frutos. A identificacdo
foi feita pelo Dr. Arnildo Pott, em trabalho de colaboragdo com a Dra. Lidilhone

Hamersky, com numero da excicata registrada no herbario da Embrapa-MS.

A segunda coleta desta mesma espécie foi realizada no dia 15 de abril de 2011,
as 9h, na Estacdo Ecolégica de Ribeirdo Preto — SP, de espécimes com
aproximadamente um metro e com frutos. A identificacdo foi feita por Carla P.
Bruniera & Milton Groppo, coletor nimero 2062, com o numero SPFR 12876

registrado no Herbario do Departamento de Biologia da FFCLRP-USP.

3.2.4.2. Obtencéao dos extratos

As folhas e caules de Psychotria carthagenensis Jacq. (12 coleta),
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos e Cecropia pachystachya Trécul
assim como as folhas das espécies Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville,
Annona coriacea Mart. e Cupania vernalis Cambess., apds secagem a sombra foram
separados, moidos em moinho de facas e extraidos com Hex e EtOH a exaustdo. A
solucdo obtida foi concentrada sob pressdo reduzida fornecendo os extratos
hexanicos e etandlicos. Essa etapa foi realizada na FCFRP, em colaboracdo com o
Professor Doutor Norberto P. Lopes.

As folhas de S. adstringens, C. vernalis, Eugenia uniflora L., as flores de
Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith e as folhas e caules de Aloysia virgata (Ruiz &
Pav.) Pers. e as folhas, caules e frutos de P. carthagenensis (22 coleta) foram

separados, secos em estufa a 40°C e em seguida moidos em um moinho de facas e
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submetido a extragdo com EtOH no nosso laboratério. As solugdes resultantes foram

concentradas, fornecendo os extratos etandlicos.

3.2.5. Andlise por HPLC

O desenvolvimento do meétodo cromatografico foi realizado em um
cromatografo liquido — Shimadzu, onde foram testadas algumas colunas
cromatograficas como C18, silica, diol, além de vérias fases mdveis de diferentes
polaridades. Foram injetados 20uL de amostra na concentracdo de 1mg/mL para
cada analise.

3.2.6. Andlise de EM por insercao direta

As amostras foram solubilizadas em MeOH, na concentracdo de 200ug/mL e
analisadas por insercdo direta em modo positivo (ESI+) e negativo (ESI-), com
MeOH/Agua (1:1) e 1% acetato de amonio, no fluxo de 0,1mL/min, tens&o capilar de
30V.

3.2.7. Andlise de CG-EM

2L da amostra oleosa foi solubilizada em 1mL de hexano, e analisada em um
GC/EM Shimadzu, Biblioteca NIST05s.LIB e coluna DB-5 (30m X 0,25mm, 0,25 um)
com programacdo de temperatura 60°C a 290°C (10°C/min) por 15 minutos,
temperatura do injetor 125°C, temperatura da fonte de fons 250 °C, temperatura
interface 250 °C, modo scan, volume de injec&o 1L.

4. Trabalho Experimental

Um grande numero de substancias é isolado de diferentes fontes naturais em
trabalhos descritos na literatura e, como estratégia pra identificar suas estruturas e
atividades biologicas, varios ensaios rapidos, e baratos podem ser utilizados no
monitoramento biolégico do trabalho quimico. Nesse projeto, empregam-se duas
estratégias para este monitoramento, no intuito de identificar compostos com a
atividade bioldgica de interesse. Na primeira utiliza-se bioautografia com [3-caroteno
e ensaios espectofotométricos com DPPH, com o objetivo de identificar agentes
antioxidantes potenciais [116]. Na segunda, utilizam-se ensaios para identificacao de

inibicdo da enzima acetilcolinesterase.
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O trabalho de triagem bioldgica iniciou-se com a escolha de extratos de origem
microbiologica ainda néo identificados como detentores das atividades biologicas

destacadas acima.

4.1. Triagem do material de origem microbioldgica

365 extratos e fragcbes de micro-organismos e outras fontes foram aplicados
sobre a cromatoplaca pontualmente na seguinte condicdo: 0,5uL das amostras em
diferentes concentragcdes foram solubilizadas em MeOH, DMSO ou AcOEt
juntamente com os respectivos padrdes. 193 amostras foram submetidas apenas ao
ensaio antioxidante com DPPH e 298 amostras foram submetidas apenas ao ensaio
com reagente de Ellman, sendo que, 124 destas amostras foram submetidas aos
dois ensaios. Os extratos foram fornecidos pelo Professor Doutor Luiz Alberto
Beraldo de Moraes da FFCLRP em um trabalho de colaboragédo. Os ensaios foram
realizados em TLC como descrito no item 3.2.1., tanto para a atividade antioxidante
com DPPH Figura 8, p.24, quanto anticolinesterasico pelo método de Ellman Figura

9, p.24, os resultados estao apresentados na Tabela 1 anexa, p.94.

Figura 5: Triagem da atividade antioxidante em TLC. Os halos amarelos representam a
capacidade antioxidante da amostra. Rutina (H-5) e quercetina (H-6) foram utilizados como
padrdo. * Extratos selecionados para o ensaio com DPPH em microplaca.
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Figura 6: Triagem da atividade inibitdria da AChE em TLC. Os halos brancos representam a
atividade inibitoria. Galantamina (A-1) e rivastigmina (A-2) 0,1 mM foram utilizados como
padréo.

4.2. Ensaio em microplacas com DPPH
No ensaio espectrofotométrico em microplaca multipogos utilizando leitor de

Elisa foram testadas sete amostras que apresentaram 6tima atividade antioxidante
na triagem inicial em TLC: pitanga folha, ASBV-1(Tiago), 21(Ana), 27(Ana), 31(Ana),
Rolfsii e Rolfsii 1,216. Esse ensaio foi realizado no Laboratério do NuBBe no Instituto
de Quimica de Araraguara-UNESP, em colaboracdo com a Professora Doutora
Dulce Helena Siqueira Silva.

4.3. Purificacdo da actinobactéria-36 (50PL) guiada por ensaios — 12
fermentacéao
Dos extratos testados, o extrato etanodlico bruto obtido da actinobactéria 36

(50PL) em meio semi-sélido de canjica amarela apresentou Otima atividade
antioxidante com DPPH, além de atividade antiacetilcolinesterasica pelo método de
Ellman e foi selecionado para o processo de purificacdo. A fim de confirmar se a
atividade apresentada pelo extrato devia-se aos compostos metabolizados pela
actinobactéria e ndo aqueles inerentes ao meio de fermentacédo utilizado, o meio de
cultivo também foi testado mostrando resultado negativo. Assim, o extrato da
actinobactéria-36 (50PL) fermentada em meio de canjica amarela foi selecionado
para etapa de purificacéo e identificacdo dos compostos responsaveis pela atividade
observada. O extrato foi submetido a um procedimento de particdo liquido-liquido

como representado na Figura 10, p.25.
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Figura 7: Fluxograma do fracionamento cromatografico do extrato da actinobactéria-36 (50PL)
- 12 fermentacéo.

Todos os extratos e fragdes obtidos foram submetidos a ensaios com DPPH e

Ellman, Tabela 2 anexa, p.102.

O extrato etandlico bruto da actinobactéria-36(50PL) (1,49 g) foi extraido com
AcOEt e as duas fracdes resultantes, uma em AcOEt e outra em agua, receberam

Na,SO, anidro, foram filtradas e concentradas.

A fracdo orgéanica (0,44 g) foi submetida a uma coluna cromatogréfica aberta
com silica gel 60 resultando em 163 fracdes (C1), de aproximadamente 20 mL, que
foram reunidas pela comparacdo dos valores de Rf apos a revelacdo das

cromatoplacas em reagentes adequados e UV.

A subfracdo C1(1) (5,4 mg) (1) apresentou-se como uma substancia pura e

com atividade antioxidante com DPPH e inibitéria da AChE pelo método de Marston.
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A substancia 1 foi submetida a caracterizagdes espectroscépicas e espectrométrica
para identificacao de sua estrutura.

A subfragdo C1(2-9) (123,5mg) foi submetida a uma nova coluna
cromatografica de silica gel 60 sendo obtidas 194 fracdes (C2), de aproximadamente
20mL, que também foram reunidas pelos valores de Rf e revelacdo em UV. A
subfracdo C2(1-14) (7,4mg), substancia 2 apresentou atividade inibidora da enzima
AChE pelos métodos de Ellman e Marston e atividade antioxidante com DPPH. Foi

submetida a caracterizacdes espectroscopicas para identificacdo de sua estrutura.

A subfracdo C1(10-95) (145,7mg) também foi submetida a uma coluna
cromatografica em silica gel 60 resultando em 44 fracdes (C3), porém, néao

apresentou compostos puros com atividade promissora.

A fracdo aquosa (1,01g) foi submetida a uma coluna de purificacdo em
sephadex LH-20 e as 70 fracbes (C4) resultantes foram reunidas pela comparacéo
dos valores de Rf apds a revelacdo das cromatofolhas em reagentes adequados e

UV, mas também ndo apresentou compostos puros com atividade promissora.

4.4. Purificacdo da actinobactéria-36 (50PL) guiada por bioensaios — 22
fermentacao

A fim de se obter maior quantidade de extrato bruto, nova fermentacdo da
actinobactéria 36 (50PL) foi realizada em meio de canjica amarela e seu extrato foi

preparado como descrito anteriormente.

O extrato foi submetido a particdo com AcOEt, resultando em duas fracdes
qgue receberam Na,SO,, como agente secante e foram filtradas e secas em um
rotaevaporador. As fracbes AcOEt (0,487¢g) e aquosa (0,21 g) foram submetidas a
particdo liquido-liquido com CHCI3, AcOEt e 1-BuOH como descrito na Figura 11,
p.27.
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Figura 8: Fluxograma da particdo liquido-liquido do extrato da actinobactéria-36 (50PL) — 22
fermentacao.

Todos os extratos e fracbes resultantes foram submetidos aos ensaios

antioxidante e anticolinesterasico. Tabela 3 anexa, p.103.

A subfracdo CHCI; proveniente da fracdo em AcOEt da actinobactéria 36
(50PL) - 22 fermentacdo, apresentou atividade antioxidante com DPPH e
anticolinesterasica pelo método de Ellman Tabela 3 anexa, p.103, e foi escolhida
para o trabalho experimental de purificacdo e identificagdo dos compostos
responsaveis pelas atividades observadas. 76,5 mg da fr. CHCI; foram aplicados em
uma coluna aberta de silica gel 60 (comp.=25,5cm; di=1cm) utilizando gradiente de
eluicdo CHCI3;:MeOH (5-100% de MeOH). Foram coletadas 23 fracdes, C2-23f
(coluna 2, 22 fermentacao), de aproximadamente 20 mL que foram reunidas através

da comparacao dos valores de Rf.
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A subfracdo C2(1)-23f (6,7 mg) apresentou atividade antioxidante com DPPH e
inibidora da AChE pelos métodos de Marston e Ellman, porém é falso positivo
Tabela 3 anexa, p.103. A amostra apresentou-se pura e posteriormente sera

caracterizada.

4.5. Triagem do material de origem vegetal — 12 coleta
A fim de complementar e enriquecer o trabalho, além de micro-organismos,

algumas espécies de plantas foram estudadas. Com destaque para a espécie P.
carthagenensis que aliado a informacdes etnofarmacologicas do género Psychotria,
foi escolhida como objeto de estudo principalmente pelos relatos sobre sua possivel
atividade no SNC, além de ndo haver relatos sobre atividades antioxidantes e
anticolinesterasicas para esta espécie e por sua COmposiGdo quimica ser pouco
conhecida.

As folhas e caules secos de P. carthagenensis apdés moagem foram
submetidos a extracdo com Hex e posteriormente com EtOH produzindo os extratos

hexanicos e etandlicos brutos das folhas e caules.

Para o monitoramento do trabalho fitoquimico, o extrato etandlico bruto das
folnas de Psychotria carthagenensis foi submetido a triagem através de ensaios
visando a identificacdo, isolamento e caracterizagdo de metabdlitos secundarios
bioativos com potencial antioxidante e com ac¢éo inibitéria sobre a enzima AChE, a
fim de criar um banco de dados sobre as atividades dos extratos no laboratorio.

Os ensaios para o0 extrato etandlico bruto das folhas da espécie P.
carthagenensis foram realizados em cromatoplacas com eluicdo em Hex/AcOEt
(70:30)% como descrito no item 3.2.1., tanto para a atividade antioxidante, quanto

anticolinesterasica Figura 12, p.29.

29



Dissertacdo de Mestrado 4. Trabalho Experimental

Ellman Falso Marston DPPH Beta

Positivo Caroteno

+ b |
=

P -, A i

B G B G B R Q

Figura 9: Triagem do extrato etandlico bruto (B) das folhas de P. carthagenensis em TLC com
0s respectivos padrbes galantamina (G), rutina (R) e quercetina (Q). * a cor da matriz esta
mascarando a atividade, + baixa atividade, ++ boa atividade, - inativa.

Como observado na Figura 12, p.29, podemos afirmar que esta amostra
apresenta baixa atividade anticolinesterasica pelo método de Ellman, porém néo é
falso positivo e ndo apresenta atividade pelo método de Marston. No ensaio
antioxidante com DPPH a cor da matriz mascara a atividade do composto, mas &
bem provavel que ele tenha atividade devido ao halo amarelo ao redor da amostra e

no ensaio com [-caroteno esta amostra apresenta baixa atividade antioxidante.

Os extratos etanolicos brutos das folhas e caules foram submetidos a particoes

liquido-liquido com Hex, DCM, AcOEt e 1-BuOH como descrito na Figura 13, p.30.
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Figura 10: Fluxograma da parti¢do liquido-liquido dos extratos etandlicos das folhas e caules
de P. carthagenensis — 12 coleta.

Todos os extratos e fracdes resultantes da particdo foram submetidos a
ensaios antioxidantes e anticolinesterasicos, com eluicdo nas condicbes

cromatograficas apropriadas Tabela 4 anexa, p.104.

4.5.1. Purificagdo do extrato etandlico bruto das folhas de P. carthagenensis —
12 coleta
A fragéo hexanica proveniente da particdo do extrato etanodlico bruto das folhas

apresentou atividade antioxidante com DPPH, e anticolinesterasica pelo método de
Ellman e por ser a mais pura das fracbes quando analisada em CCDC, foi escolhida

para o inicio do trabalho fitoquimico.
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Esta fracdo Hex (8,1341g) foi submetida a uma filtragdo sdlido-liquido com
hexano (F1) (0,12319g) e posteriormente com MeOH (F2) (5,6935g) ambas em silica
gel 60, resultando em duas fragdes que foram secas em um evaporador rotativo e

tiveram suas condi¢cdes cromatograficas otimizadas.

A fracdo F1 apresentou-se mais pura e foi submetida a uma cromatografia em
coluna com silica gel 60 em gradiente de eluicdo Hex:AcOEt e as 40 fracdes
resultantes C1-12cf (coluna 1 — 12 coleta folhas), de aproximadamente 20 mL, foram
reunidas apés comparacao dos valores de Rf.

A subfracdo C1(1)-1%f (126,3 mg) resultante, apresentou atividade
antiacetilcolinesterasica pelos métodos de Ellman e Marston e antioxidante com
DPPH e B-caroteno e foi selecionada para posterior trabalho de purificacdo. C1(1)-
12cf, foi submetida a extracdo em fase sélida em cartucho (SPE) C18 com Hex,
AcOEt, MeOH e H,0. A subfragdo em Hex, uma mistura identificada como C1(1) -
12cf-SPE-Hex (70 mg) apresentou atividade antioxidante com DPPH e foi

caracterizada por CG/EM.

As subfracbes C1(4)-12cf (10,8 mg) e C1(12)-12cf (1,1 mg), ambas com
atividade antioxidante com DPPH e [B-caroteno também apresentaram atividade
antiacetilcolinesterasica pelos métodos de Marston e Ellman. No entanto, ao
submeté-las ao ensaio anticolinesterasico falso-positivo (item 3.2.1.1., p.18)
mostraram resultado positivo. A fracdo C1(4)-12cf, substancia 3, foi submetida a
caracterizacdo espectroscopica para identificacdo da estrutura da substancia
isolada. Ja a fracdo C1(12)-12cf ndo apresentou massa suficiente para ser

caracterizada.

A subfracdo C1(40)-12cf (3,9 mg), apresentou atividade inibidora da AChE
pelos métodos de Ellman e Marston e foi purificada via HPLC analitico em uma
coluna analitica C18 (Phenomenex, 250 X 4,6 mm, 5um), no modo isocratico, fase
mével MeOH:Agua (70:30 v/v) e fluxo de 0,6 mL/min Figura 14, p.32.
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Figura 11: Cromatograma de separacao da subfracdo C1(40)-13cf do extrato etandlico das
folhas de P. carthagenensis.

As 4 fracOes resultantes foram submetidas aos ensaios e seus resultados estéo
compilados na Tabela 5 anexa, p.104. Porém as massas obtidas ndo sdo suficientes
para caracterizacdo das amostras HPLC(2), HPLC(3) e HPLC(5), que apresentaram

atividade anticolinesterasica pelos métodos de Ellman e Marston.

Todo o procedimento de separacéo esta ilustrado na Figura 15, p.33.
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Folhas P. carthagenensis
] a
Ext. EtOH a) Particao Esquema 3
[ | Fragdes puras | b) Filtragao sélido-liquido em
submetidas a Fr. Hex silica gel 60 com Hex (3x)
caracterizagao ¢) CC silica gel 60 (grad.
Lb Hex:AcOEt), comp.=32cm,
Filtragéio 1 di=3em
m=0,4409g
C 1
C1 (40 fragdes)
C1(1) m=126,3 C1(4) C1(12) Dot
(1) mg m=10,8mg m=1,1mg m=3,9mg

L C1(1)SPE Hex
m=70mg

Figura 12: Fluxograma do fracionamento cromatografico da fragdo Hex do extrato etandlico
das folhas de P. carthagenensis — 12 coleta.

A fracdo AcOEt (0,6938¢g) obtida da particdo do extrato etandlico bruto das
folhas de P. carthagenensis Figura 13, p.30, foi submetida a uma coluna de filtracéo
em gel em Sephadex LH-20 (comp.=62cm, di=3cm) em modo isocratico com MeOH
como fase movel resultando em 98 fracdes (C9-12cf) de aproximadamente 10 mL
cada que foram reunidas por CCDC através da comparacao dos valores de Rf apds
a revelacdo das cromatoplacas com reagentes adequados. A subfracdo C9(6-8)-1cf
(6,9 mg) apresentou atividade antioxidante com DPPH e inibidora da AChE pelos

métodos de Ellman e Marston, e foi caracterizada por *H RMN.

O procedimento de separacao esta ilustrado na Figura 16, p.34.
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Folhas P. carthagenensis

|a

Ext. EtOH
I a) Particao Esquema 3

Fr. AcOEt b) CC sephadex LH-20 (isoc.

m=0,6938g MeOH), comp.=62¢m, di=3cm
|l

C9 (98 fragbes)

[ ] Fracdao pura
ci" ” submetida a
caracterizacao

Figura 13: Fluxograma do fracionamento cromatogréfico da fragdo AcOEt do extrato etandlico
das folhas de P. carthagenensis.

Todos os extratos e fragbes resultantes da purificacdo foram submetidos a

ensaios antioxidantes e anticolinesterasicos Tabela 5 anexa, p.104.

4.5.2. Purificagdo do extrato hexanico bruto das folhas de P. carthagenensis —
12 coleta
O extrato hexanico bruto das folhas de P. carthagenensis (13,3172g) foi

submetido a uma coluna cromatografica de silica gel 60 (comp.=26¢cm, di=5cm) em
gradiente de eluicdo Hex:AcOEt (5-100% AcOEt), resultando em 117 fracdes (C3-
12cf) de aproximadamente 10 mL cada, que foram reunidas pelos valores de Rf e

reveladas em UV.

Das subfracfes resultantes de C3-13cf, trés mereceram destaque C3(1-3)-12cf
(155,5mg) que apresentou atividade antioxidante com DPPH, C3(44-68)-12cf
(1,6190g) com atividade de inibicdo da enzima AChE pelos métodos de Ellman e
Marston e antioxidante com DPPH, e C3(113-116)-13cf (665,4mg), falso positivo,

inibidor da AChE pelo método de Marston e antioxidante com DPPH.

A subfracdo C3(1-3)-12cf (155,5mg) foi submetida a uma nova coluna
cromatografica em silica gel 60 (comp.=37cm, di=2cm) em gradiente de eluicdo
Hex:AcOEt (5-100% AcOEt), resultando em 29 fracbes (C4-13cf) de

aproximadamente 20 mL cada. A subfracdo C4(8)-13cf com atividade antioxidante
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com DPPH e B-caroteno e inibidora da AChE pelo método de Ellman apresentou-se
pura e foi submetida a caracterizagbes espectroscopicas e espectrométrica. Sua
estrutura esta em fase de elucidacdo e serad, posteriormente determinada. A
subfracdo C4(1-4)-12cf com atividade inibidora da AChE passou por uma nova
coluna cromatogréfica em silica gel 60 (comp.=33cm, di=2cm) em gradiente de
eluicio Hex:AcOEt (5-100% AcOEt), resultando em 35 fragbes (C6-12cf) de
aproximadamente 20 mL cada. A subfracdo C6(1)-13cf também com atividade
antiacetilcolinesterasica pelo método de Ellman, passou por uma filtracdo simples
com MeOH (3x) e a porcéo soluvel em MeOH, C6(1)FM-12cf (20,5 mg) foi seca e
posteriormente submetida a caracterizacdo por *H RMN, 300MHz. A subfracdo C6(2-
5)-1acf (227,5 g) com atividade inibidora da AChE pelo método de Ellman, passou
por uma nova coluna de purificacdo em silica gel 60 (comp.=37cm, di=2cm) em
gradiente de eluicdo Hex:AcOEt (5-100% AcOEt), resultando em 63 fracbes (C8-
13cf) de aproximadamente 20 mL, que foram reunidas pelos valores de Rf e
revelacdo com UV, a subfracdo C8(5)-12cf passou por uma filtracdo simples com
CHCI3 (3x) e a porcao soluvel em CHCI3;, C8(5)FC-12cf (11,5 mg) com atividade no
método de Ellman foi seca e posteriormente submetida a caracterizacdo por 'H
RMN, 300MHz. A subfracdo C8(6)-12cf foi submetida a filtracdo simples com MeOH
(3x) e os cristais, C8(6)cristais-13cf, remanecentes desta filtracdo foram

caracterizados e sua determinacdo estrutural sera realizada em trabalhos futuros.

A subfracdo C8(10)-12cf apresentou-se pura e também foi caracterizada por *H
RMN. A subfracdo C6(6-7)-12cf (21,5mg) com atividade antiacetilcolinesterasica pelo
método de Marston passou por uma filtracdo simples com Hex (3x) e a porcado
soluvel em Hex, C6(6-7)FH-1acf (21,5mg) foi seca e posteriormente submetida a

caracterizacdopor *H RMN, porém ocorreu perda de atividade.

A subfracdo C3(44-68)-12cf (1,6190g) passou por uma nova coluna
cromatografica em silica gel 60 (comp.=30cm, di=3,5cm) em gradiente de eluigdo
Hex:AcOEt (5-100% AcOEt), resultando em 64 fracbes (C5-12cf) de
aproximadamente 20 mL, que foram reunidas pelos valores de Rf e revelacdo com
UV. A subfragdo C5(34-42)-12cf (322,3mg) com atividade antioxidante com DPPH e
B-caroteno, pelos métodos de Marston e Ellman porém falso positivo, foi submetida

a uma nova coluna cromatografica em silica gel 60 (comp.=32com, di=2cm),
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resultando em 126 fragbes (C7-12cf) de aproximadamente 10mL cada. A subfracao
C7(122)-12cf, inibidora da AChE pelo método de Ellman e que néo é falso positivo foi
submetida a filtracdo simples com Hex, AcOEt, CHCIl; e MeOH e os cristais
remanescentes desta filtracdo, C7(122)cristais-12cf, foram caracterizados por RMN,
porém ainda nédo foi possivel determinar sua estrutura. A subfracdo C3(113-116)-12cf

(665,4 mg) ndo apresentou-se pura.

Todo processo de purificacdo do extrato hexanico bruto das folhas de P.

carthagenensis esta resumido na Figura 17, p.36.

Fragdes puras

Folhas P. carthagenensis

Ext. Hex.
. m=13,3172

a) CC silica gel 60
(grad. Hex:AcOEt),
comp.=26cm, di=5cm

submteti:_das a Cc3 b) CC silica gel 60
caracterizagao (grad. Hex:AcOEt),
(117 frag5es) comp.=37cm, di=2cm
C3(1-3) C3(113-116)
m=155,5mg . m=1,6190g| | m= 665,4mg
b ' y ¢) CC silica gel 60
C4 Cs (grad. Hex:AcOEt),
(29 fragbes) (64 fragdes)| comp.=30cm, di=3,5¢cm
1 d)CC silicagel&0
C4(1-4) Cc4(8 C5(34-42) | (grad. Hex:AcOEt),
m=5,3mg | |m=7,1mg 4 |Mm=322,3mg | comp.=33cm, di=2cm
d I 9 =T ¢)Filtragéo simples
Ccé Cc7 com MeOH (3x)
f) Filtragdo simples com
. {35&14;603} r (126 fragdes) Hex (3x)
1\ Fi C6(2-5 C6(6-7) Filt ¥ g) CC silica gel 60
cﬁm!;mm m-zlzz?sjg BIH:}x Cristals | (drac Fex:Ac@=).
n1-21, comp.=JzCcm, dF=Ccm
ne20.5mg Smg h) CC silica gel 60 (grad.
Hex:AcOEt),
comp.=3Tcm, di=2cm

i ) Filtragao simples
com cloroformio (3x)

Figura 14: Fluxograma do fracionamento cromatografico do extrato hexéanico das folhas de P.
carthagenensis- 13coleta.

Todos os extratos e fragOes resultantes do processo de purificacdo foram

submetidos a ensaios antioxidantes e anticolinesterasicos Tabela 5 anexa, p.104.
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4.5.3. Purificagao do extrato etandlico bruto dos caules de P. carthagenensis —
12 coleta
O trabalho experimental prosseguiu com a separacdo dos metabdlitos

secundarios do extrato etandlico bruto dos caules de P. carthagenensis.

Os caules secos, apos moagem, foram extraidos com EtOH (80%). Os extratos
foram submetidos a sucessivas parti¢cdes liquido-liquido com hexano, CH,Cl,, AcCOEt
e 1-BuOH. As fragcbes foram submetidas a ensaios antioxidantes e
anticolinesterasicos e os resultados estdo descritos na Tabela 4 anexa, p.104.

Todo processo de purificacdo do extrato etandlico dos caules de P.

carthagenensis esta resumido na Figura 18, p.37.

y Caules P. carthagenensis
[ ] Fragéo pura
submetida a [a
caracterizagao Ext. EtOH
| | | | : | | |
Fr.Hex || Fr.DCM Fr. AcOEt Fr.BuOH | | Fr.H,0
m=0,6938¢g
L
c c1 c10 a) Particdo Esquema 3
(170 fragdes) b) CC sephadex (isoc
(100 fragbes) MeOH)
¢} CC silica gel 60 (grad.
I_ 610{1! -2) Hex:AcOEt)

Figura 15: Fluxograma do fracionamento cromatogréfico do extrato etandlico bruto dos caules
de P. carthagenensis -12 coleta

A fracdo hexanica proveniente da particdo do extrato etandlico bruto de caules
de P. carthagenensis — 12 coleta Figura 18, p.37, foi eluida em uma coluna de silica
gel 60 em gradiente Hex:AcOEt resultando em 170 fra¢des, C11-12cc (coluna 11, 12
coleta dos caules), de aproximadamente 20 mL reunidas por comparacdo dos
valores de Rf ap0s a revelacdo das cromatoplacas em reagentes adequados e UV.

Porém nenhum composto apresentou-se puro.
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A fragdo AcOEt (0,6938g), também proveniente da particdo Figura 18, p.37, foi
submetida a uma coluna de filtracdo em gel em sephadex LH-20 em modo
isocratico com MeOH como eluente resultando em 100 fragbes C10-12cc de
aproximadamente 10 mL cada que foram reunidas por CCDC. A subfracdo C10(1-2)-
1l2cc (6,3 mg), apresentou atividade antiacetilcolinesterasica pelos métodos de
Ellman e Marston e antioxidante com DPPH, foi submetida a carcterizagdo por RMN,
porém ainda ndo foi possivel determinar sua estrutura. Os resultados dos ensaios

sao apresentados na Tabela 5 anexa, p.104.

4.5.4. Extracdo acido-base de alcaldides totais das folhas e caules de P.
carthagenensis — 12 coleta e revelacdo com cloro-iodoplatinado.
A fim de investigar a presenca de alcaldides, definidos como metabdlitos

especiais provenientes de aminoacidos contendo pelo menos um nitrogénio basico
em um anel heterociclico [117], os extratos de folhas e caules de P. carthagenensis
foram submetidos a extracdo acido-base, pelo método modificado de Stas-Otto,
[118] Figura 19, p.38-39. Partindo-se de aproximadamente 0,4g de extrato etandlico
bruto dos caules de P. carthagenensis e 0,2g de extrato etandlico bruto de folhas de

P. carthagenensis.

Extrato Etanélico

Acidificagdo com HCI 2% e Particdo com CHCI,
I

|
Fr. CHCl, |Fr. Aq. écidal
|

Alcalinizagdo a pH 9-10 com NH,OH conc. e

Particdo com CHCI,
|
[ ]
Fr. Aq. Fr. CHCI,
basica basica

Secagem com Na,SO, anidro,
flitragdo e evaporagao

Alcaléides
Totais
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Figura 16: Esquema adaptado de extracdo de alcald6ides totais.

Um volume de 2,5uL das fracdes resultantes das extracdes &cido-base, na
concentracdo de 20mg/mL foi aplicado em cromatoplacas de Oxido de aluminio,
eluidas em tolueno: acetato de etila: dietilamina (70:20:10)%, sistema de eluicdo
adequado para a triagem dos alcaloides principais, proposto por Wagner [119].
Posteriormente, a cromatoplaca foi submetida a revelagdo com o reagente
iodoplatinado (IP) que foi preparado conforme descrito por Wagner [119]. Sua
deteccado é feita apOds a nebulizacdo do IP, as zonas de alcalbides se apresentam

marrom, azul ou esbranqui¢ada sobre o fundo azul-cinza da cromatoplaca.

As amostras foram aplicadas na cromatoplaca da esquerda para a direita na
seguinte ordem: extrato etandlico bruto de folhas (EEDbf), extrato etandlico bruto de
caules (EEbc), fr. CHCI; &cida folhas (Cécf), fr. CHCI; acida caule (Cacc), fr. CHCI3
basica folhas (Cbf), fr. CHCI;3 basica caules (Cbc), fr. aquosa folhas (Aqbf), fr.

aguosa caules (Agbc) e o padrao cafeina (Caf).

A cromatoplaca foi digitalizada trés vezes, 5 minutos, 30 minutos e 60 minutos

apos a nebulizacédo Figura 20, p.40.
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A) Apos 5 minutos

B) Apds 30 minutos

P
C) Apds 60 minutos

Figura 17: Revelagdo com cloro-iodoplatinado em cromatoplaca de 6xido de aluminio 5
minutos (A), 30 minutos(B) e 60 minutos (C) apdés a nebulizagcdo dos extratos e fracdes de P.
carthagenensis — 12 coleta, resultantes da extragdo &cido-base, utilizando a cafeina como
padréo

4.5.5. Ensaio antiacetilcolinesterasico no biorreator IMER-AChE
Seis amostras oriundas de P. carthagenensis que apresentaram atividade

antiacetilcolinesterasica pelo método de Ellman na triagem inicial em TLC nomeadas
C6(1)FM-12cf, C6(6)-cristaislacf, C7(122)-cristaislacf, C8(5)FC-1acf, C8(6)cristais-
13cf e C8(10)-12cf foram testadas utilizando o ensaio antiacetilcolinesterasico com
biorreatores em capilar de silica fundida, Tabela 6 anexa, p.110, que foi
desenvolvido em nosso grupo [115]. Esse ensaio foi realizado pela aluna de

mestrado Joyce lzidoro da Silva.
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4.6. Triagem do material de origem vegetal — 2coleta

4.6.1. Extracdo acido-base de alcaldides totais das sementes, caules e folhas
de P. carthagenensis — 22 coleta e revelagdo com iodoplatinado
Para extragdo de alcaloides totais utilizou-se o método classico de Stas-Otto,

Figura 21, [118]. Partindo-se de 27,5259 de folhas, 21,759 de caules e 10,7859 de
graos de P. carthagenensis secos e moidos.

I_P. carthagenensis seca e moida |

Alcalinizagdo com NH,OH 25% (V/V) e extragdo com CHCI,
|
| ]
Torta | Extrato CHCI, |
]

1
Partigdo com HCI 2%

|
1
[ Fr. aquosa acida |

|
1
Alcalinizagéo a pH 9-10 com NH,OH ... e particio com CHCI,
1

Secagem com Nazs‘.o4 anidro, filtragdo e evaporacido

Alcaléldes
Totals

Figura 18: Esquema classico de extragdo de alcaldides totais.

Um volume de 2,5uL das fracbes resultantes das extracdes acido-base e 0s
extratos etandlicos brutos das sementes, caules e folhas, na concentracdo de
20mg/mL foram aplicadas em cromatoplacas de silica gel, eluidas em tolueno:
acetato de etila: dietilamina (70:20:10)% e submetidas a revelacdo de alcaldides

com o reagente IP, preparado conforme descrito por H. Wagner [119].

As amostras foram aplicadas na cromatoplaca da esquerda para a direita na
seguinte ordem: alcaldides sementes, alcaldides caules, alcaloides folhas, torta

sementes, torta caules, torta folhas, fr. CHCIl; sementes, fr. CHCI; caules, fr. CHCI3
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folhas, fr. aquosa sementes, fr. aquosa caules, fr. aquosa folhas, extrato etandlico
bruto sementes, extrato etandlico bruto caules, extrato etandlico bruto folhas.

A cromatoplaca foi digitalizada trés vezes, 5 minutos, 30 minutos e 60 minutos
apos a nebulizacao, Figura 22, p.42.

e -

-

- o . - » -
A B it A O B Ce C 4 Ne WL T 3

B) Apds 30\minutos

C) Apds 60 minutos

Figura 19: Revelacdo com iodoplatinado em cromatoplaca de silica 5 minutos (A), 15 minutos
(B) e 60 minutos (C) apds a nebulizacdo dos extratos de P. carthagenensis resultantes da
extracdo acido-base, utilizando cafeina como padréo

4.6.2. Ensaios antioxidante e antiacetilcolinesterasicos.
Os extratos resultantes da extracao acido-base das sementes, caules e folhas

de P. carthagenensis foram também submetidos a triagem através dos ensaios

antioxidante e antiacetilcolinesterasicos visando a identificacdo de extratos e fragbes
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de P. carthagenensis com potencial antioxidante e com acao inibitéria sobre a
enzima AChE.

Os ensaios foram realizados em cromatoplacas de silica com eluicdo em
tolueno: acetato de etila: dietilamina (70:20:10)% como descrito no item 3.2.1., tanto
para a atividade antioxidante Figura 23, quanto anticolinesterasica Figura 24, e 0s
resultados estdo apresentados na Tabela 7 anexa, p.111.

Figura 20: Triagem antioxidante com DPPH dos extratos e fragdes das sementes, caules e
folhas de P. carthagenensis em TLC com os padrdes rutina e quercetina.

-+ o+ - R
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Figura 21: Triagem antiacetilcolinesterdsica pelos métodos de Marston, Ellman e falso
positivo, respectivamente, dos extratos e fragcbes das sementes, caules e folhas de P.
carthagenensis em TLC com o padréo galantamina.

4.7. Triagem de materiais de diversas origens

Alguns extratos e fracdes de origem fitoquimica estudados pelo nosso grupo de
pesquisa foram submetidos aos ensaios e os resultados seguem na Tabela 8 anexa,
p.111.

Ao longo do trabalho foram recebidas amostras de outros grupos de pesquisa

para uma triagem das atividades antioxidante e antiacetilcolinesterasica.
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Foram testados alguns produtos de sintese em um trabalho de colaboracao
com Lucas C. C. Vieira e Professora Doutora Arlene G. Corréa do Departamento de
Quimica da UFSCAR, Afonso D. L. de Souza do Laboratorio de Produtos de Origem
Microbiana — Universidade Federal do Amazonas-ICB-DFCA/ UFAM-Manaus Brasil
Manaus e alguns extratos e fragdes da aluna Ana Paula orientada pelo Professor
Doutor Luiz Alberto B. de Moraes e do nosso grupo de pesquisa. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 9 anexa, p.113.

5. Resultados e Discussao

5.1. Triagem inicial do material de origem microbiolégica e outras fontes
Das 365 amostras submetidas a triagem inicial, apenas duas amostras

apresentaram atividade nos dois ensaios, as amostras 3B-11dias e 13Ana. Das 193
amostras Figura 25, p.44, submetidas apenas ao ensaio antioxidante com DPPH,
apenas 9,84% (19 amostras) apresentaram atividade e das 298 amostras
submetidas apenas ao ensaio com reagente de Ellman, 22,15% (66 amostras)
apresentaram atividade Figura 25, p.44.

Atividade antioxidante com DPPH e
antiacetilcolinesterasica pelo método de Ellman de
extratos de micro-organismos

250

g 200 —
8150 +— I _
£ m Ativos
@ i
o 100 Inativos

5 +———— —

(pE— .
DPPH Ellman

Figura 22: Grafico dos extratos de micro-organismos das atividades antioxidante com DPPH e
antiacetilcolinesterasica pelo método de Eliman.
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Pela Figura 25, p.44, podemos identificar os extratos de micro-organismos
como melhores fontes de moléculas com atividade inibidora da enzima AChE do que

com atividade antioxidante.

Esta triagem foi fundamental na selecdo de amostras promissoras, reduzindo o
namero de amostras de interesse, facilitando na escolha da primeira amostra a
passar pelo processo de purificacdo e fornecendo resultados inéditos e
interessantes sobre micro-organismos. Além de sua facil e rapida obtencdo, a
informagdo sobre a atividade antioxidante e inibidora da enzima AChE destes

extratos é valiosa e sera arquivada no banco de dados do laboratério.

5.2. Ensaio em microplacas multipogos com DPPH.
A curva de concentracdo da amostra pela porcentagem de sequestro de

radicais livres (% SRL), Figura 26, p.45, apresenta os resultados obtidos no ensaio

em microplacas multipocgos.

120 -
100 =—§-Quercetina
== Rutina
80 ,
== Acido clorogénico
60 =>¢=Pitanga folha
—
& = ASBV-1(Tiago)
X
40 21(Ana)
27(Ana)
20
31(Ana)
0 . Rolfsii
80 Rolfsii 1,216

-20
Concentragdo pug/mL

Figura 23: Resultado do ensaio espectrofotométrico antioxidante em microplacas dos extratos
de origem microbiolégica.

Como observado no grafico, as sete amostras submetidas ao ensaio
apresentaram menor porcentagem de sequestro de radicais livres que os padrdes
quercetina, rutina e acido clorogénico. Dentre as amostras testadas, a 21(Ana) foi a
gue apresentou melhor atividade antioxidante seguida por 31(Ana), 27(Ana), Rolfsii

1,216, ASBV-1(Tiago), Pitanga folha e Rolfsii, respectivamente.

46



Dissertacdo de Mestrado 5. Resultados e Discussao

Por meio deste resultado observa-se a quantificagdo da atividade antioxidante
dos extratos brutos pré-selecionados pela triagem qualitativa em TLC. Porém, como
nenhuma das amostras testadas apresentou atividade igual ou maior que a atividade
dos padrdes, elas ndo foram selecionadas para o processo de purificacdo e deu-se

continuagao a triagem qualitativa em TLC com outros extratos.

5.3. Resultado dos ensaios dos extratos e fracdes da actinobactéria-36 (50PL).
Das 75 amostras submetidas ao ensaio antiacetilcolinesterasico pelo método
de Ellman, apenas 5,33% (4) mostraram-se ativas. Das 21 amostras submetidas ao
teste falso positivo, 33,33% (7) sdo falso-positivas, ou seja, ndo sao inibidores da
enzima AChE e reagem com o produto da catalise enzimatica, a tiocolina. Das 21
amostras submetidas ao ensaio acetilcolinesterasico pelo método de Marston,
38,10% (8) mostraram-se como bons antiacetilcolinesterasicos. Para as 74 amostras
submetidas ao ensaio antioxidante com DPPH, 95,95% (71) apresentaram atividade.
Com base nos resultados apresentados na Figura 27, p.46, podemos afirmar
gue as substancias presentes no extrato da actinobactéria-36 (50PL) sdo excelentes

sequestradores de radicais livres.

Atividade antiacetilcolinesterasica e antioxidante dos
extratos e frac6es da actinobactéria-36 (50PL)
80
70
g 60
-'g 50
= 40 m Ativos
< 30 )
> op Inativos
10
0 - - . . [ . .
Ellman Falso Marston DPPH
Positivo

Figura 24: Grafico dos extratos e fracdes da actinobactéria-36 (50PL) das atividades
antioxidante e antiacetilcolinesterasica.

5.4. Determinacédo estrutural das substancias da actinobactéria-36 (50PL) — 12

fermentacéo.

47



Dissertacdo de Mestrado 5. Resultados e Discussao

Durante o processo de purificagdo do extrato bruto da 12 fermentacdo da
actinobactéria-36 (50PL), duas substancias foram isoladas: C1(1) substancia 1 com
atividade antioxidante com DPPH e inibidor da AChE pelo método de Marston e
C2(1-14) substancia 2 com atividade antioxidante com DPPH e
antiacetilcolinesterasica pelos métodos de Ellman e Marston.

Na determinacdo estrutural das substéncias foram utilizadas técnicas
espectroscopicas (RMN de 'H e de *C uni- e bidimensionais e IV) e

espectrométricas (EM).

5.4.1. Substancia 1 — amostra C1(1)
A substancia 1 foi obtida na forma amorfa e amarela. O espectro de RMN de *

em MeOD, Figuras 28-32, p.47-49, apresentou um multipleto em 6 5,34 (J=7,0; 5,1
Hz) atribuido aos hidrogénios das duplas ligagbes cis, um singleto em & 3,64
atribuido aos hidrogénios do grupo metoxila do grupo éster presente na molécula .
Os sinais em 6 2,77 t (J=6,5; 6,3 Hz), 6 2,31t (J=7,5; 7,4 Hz), 62,06 m, 6 1,60 me &
1,34 m, foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos e um multipleto em & 0,90 m

atribuido aos hidrogénios metilicos.
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Figura 25: Espectro de 'H RMN da substancia 1, solubilizada em MeOD, 500 MHz.
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Figura 26: Expansdo 1 do espectro de 'H RMN da substancia 1, solubilizada em MeOD, 500
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Figura 27: Expansdo 2 do espectro de 'H RMN da substancia 1, solubilizada em MeOD, 500
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Os sinais observados no espectro de RMN de **C, Figuras 33-35, p.50-51, em
0 176,2 (C) e 6 52,1 (CH3) evidenciaram a presenca de grupo éster na molécula. Os
sinais em & 131,1 (CH), 6 131,0 (CH), 6 129,3 (CH) e & 129,2 (CH) foram atribuidos
aos carbonos sp? das duplas ligagdes. Os sinais observados na regigo de & 35,0 a &
23,8 evidenciaram a presenca de uma cadeia longa de carbonos metilénicos. O sinal
em 0 14,5 foi atribuido ao carbono metilico. Estes sinais comparados ao DEPT-135,
Figuras 36-37, p.52 e em conjunto com as correlacdes observadas no espectro de

gHMQC, Figura 38-40, p. 53-54, totalizaram sinais para 19 carbonos.
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Figura 30: Espectro de *C RMN da substancia 1, solubilizada em CDCl3, 500 MHz.
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Figura 31: Expansdo 1 do espectro de *C RMN da substancia 1, solubilizada em CDCls, 500
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Figura 33: Espectro de DEPT 135 da substéncia 1, solubilizada em CDCl;, 500MHz.
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Figura 34: Expansdo 1 do espectro de DEPT 135 da substancia 1, solubilizada em CDCl;,
500MHz.
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Figura 36: Expansdo 1 do espectro de gHMQC da substancia 1, solubilizada em CDCI3, 500

MHz.
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36p104 - gHMGC - 1H (500MHz) - 13C(125MHz) - CDC13
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Figura 37: Expanséo 2 do espectro de gHMQC da substancia 1, solubilizada em CDCl;, 500
MHz.

As correlacdes observadas no mapa de contorno gHMBC, Figuras 41-43, p.55-
56, permitiram definir a cadeia lateral dessa molécula. A correlacao observada entre
os sinais em & 3,64 (H-2), 6 2,31 (H-4), 6 1,60 (H-6) e & 176,2 (C-1) correspondente
a uma carbonila de éster, permitiram inferir a presenca desse grupo na cadeia lateral
da molécula. A correlagao entre & 2,06 (H-5) e & 2,77 (H-3) e os sinais de carbono &
131,1 (C-8), 6 131,0 (C-5), & 129,3 (C-6) e d 129,2 (C-7) permitiram inferir duas
ligacdes duplas cis a essa molécula e a correlagao entre os sinais 6 0,90 (H-8) e &

23,7 (C-18) permite inferir a outra extremidade da molécula.

(@) Correlagdes gHMBC
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36p101 - gHMBC - 1H (500MHz) - 13C (1256MHz) - CDC13
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Figura 38: Espectro gHMBC da substancia 1, solubilizada em CDCl3, 500 MHz.

36p101 - gHMBC - 1H (500MHz) - 13C (425MHz) - CDC13
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Figura 39: Expanséo 1 do espectro gHMBC da substancia 1, solubilizada em CDCIj3, 500 MHz.
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36p101 - gHMBC - 1H (500MHz) - 13C (125MHz) - CDC13
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Figura 40: Expanséo 2 do espectro gHMBC da substancia 1, solubilizada em CDClI3, 500 MHz.

As correlacbes, observadas no experimentoo de TOCSY Figura 44, p.57, do
experimento TOCSY, aliado ao *H RMN, permitem afirmar que as duplas s&o cis e

conjugadas.

(@) TOCSY
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Figura 41: Espectro TOCSY da substancia 1, solubilizada em CDCl;, 500 MHz.

O IDH calculado para a formula molecular proposta de Ci19H340,, 294g/mol, de

valor igual a 3 corrobora com a estrutura proposta.

O espectro de massas, Figura 45, p.57, obtido em um espectrometro Q-Tof 2
de alta resolucédo, no modo positivo (ESI+), fornece como pico base o sinal em m/z

295,2366, informacédo esta que vai de encontro a nossa proposta.

amostra C1-01-IC

carmen-02 557 (2.046) Cm (453:585-58:90x3.000) TOF MS ES+
g 295.2366 2.6%4
100
293.2238
O\O,
309.2298
271.2481 327.2726
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Figura 42: Espectro de massas em modo positivo (ESI+) da substancia 1.
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Baseado nestas informacdes foi feita a seguinte proposta estrutural, para a
substancia 1. Todas correlacbes e deslocamentos quimicos para esta substancia

estdo descritos na Tabela 10 anexa, p.117.

Os dados foram comparados com a literatura que confirmaram que a

substancia 1 € o éster metilico do &cido cis-6, cis-8 octadecadiendico [120, 121].

5.4.2. Substancia 2 — amostra C2(1-14)
O espectro de RMN de *H em CDCls, Figuras 46-50, p.58-61, apresentam um

singleto em & 9,77, caracteristico de hidrogénio de aldeido. Os sinais em 2,35 t (J=
7,5 Hz), 62,01 m, 5163 med 129 m, que foram atribuidos aos 24 hidrogénios

metilénicos e um multipleto em & 0,85 atribuido aos 3 hidrogénios metilicos.

- A N L

T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm

T W REEE
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Figura 43: Espectro de 'H RMN da substancia 2, solubilizada em CDCls, 500 MHz.
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Figura 44: Expansdo 1 do espectro de 'H RMN da substancia 2, solubilizada em CDCl3, 500

MHz.
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Figura 45: Expansao 2 do espectro de 'H RMN da substancia 2, solubilizada em
MHz.
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Figura 46: Expansédo 3 do espectro de
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Figura 47: Expansao 4 do espectro de 'H RMN da substancia 2, solubilizada em CDCl;;, 500
MHz.

Os sinais observados no espectro de RMN de **C, Figuras 51-52, p. 62, aliado
ao DEPT-135, Figuras 53-54, p.63, fornecem as seguintes informacdes: 6 202,3 (C),
0 33,7 (CHy), 6 31,9 (CHy), 6 29,7 (CH;), 6 29,6 (CH,), 6 29,4 (CHy), 6 29,3 (CHy),
29,2 (CHy), 6 29,1 (CHy), d 28,8 (CH,), & 24,7 (CH,), d 24,6 (CH,) & 22,7 (CHy), &

14,1 (CHy), totalizando 14 carbonos para esta substancia.
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Figura 48: Espectro de 3C RMN da substancia 2, solubilizada em CDCl;, 500 MHz.
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Figura 49: Expanséo do espectro de *C RMN da substancia 2, solubilizada em CDCl;, 500 MHz.
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Figura 50: Espectro de DEPT 135 da substancia 2, solubilizada em CDCl3, 500MHz.
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Figura 51: Expansdo do espectro de DEPT 135 da substancia 2, solubilizada em CDCls,
500MHz.
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Com base no numero de carbonos encontrados, nas informagfes do DEPT 135
e na integracdo dos hidrogénios, C14H260 foi proposta como férmula molecular, de

massa molar 210g/mol.

Todos os dados de 'H RMN, *C RMN e DEPT 135 da substancia 2 estdo
compilados da Tabela 11 anexa, p.118. Baseado nestas informacfes foi feita a

seguinte proposta estrutural para a substancia 2.

14

Os dados foram comparados com a literatura, que confirmaram que a
substancia 2 é o tetradecanal isolado de Ocotea usambarensis e Oleo de liméo, é
constituinte de feromonios sexuais Lipedopteros, € utilizado como aromatizante
[122-126].

5.5. Andlise do perfil quimico dos extratos brutos das folhas e caules de P.
carthagenensis — 12 coleta
Os espectros de 'H RMN dos extratos brutos de P. carthagenensis foram

obtidos com o objetivo de conhecer seu perfil quimico. Os extratos hexanicos dos
caules Figura 55, p.64-65, e folhas Figura 56, p.65, apresentaram sinais na regiao
de absorcdo de hidrogénios aromaticos quando comparados com 0s extratos

etandlicos dos caules Figura 57, p.65, e folhas Figura 58, p.66.
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Figura 52: Espectro de 'H RMN do extrato hexanico de caules de P. carthagenensis,
solubilizado em CDCl3, 500MHz.
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Figura 53: Espectro de 'H RMN do extrato hexanico de folhas de P. carthagenensis,
solubilizado em CDCIl3;, 500MHz.
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Figura 54: Espectro de 'H RMN do extrato etanélico de caules de P. carthagenensis,
solubilizado em DMSO, 500MHz.
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Figura 55: Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico de folhas de P. carthagenensis,

solubilizado em DMSO, 500MHz.

5.6. Resultado dos ensaios dos extratos e fracdes de P. carthagenensis.

Das 206 amostras submetidas ao ensaio antiacetilcolinesterasico pelo método

de Ellman, 64,56% (133) sdo ativas. Das 188 amostras submetidas ao teste falso

positivo, 39,36% (74) sdo falso-positivas, ou seja, ndo sdo inibidores da enzima

AChE. Das 196 amostras submetidas ao ensaio acetilcolinesterasico de Marston,

44,39% (87) mostraram resultado positivo. Das 181 amostras submetidas ao ensaio

antioxidante com DPPH, 61,33% (111) apresentaram atividade. E das 69 amostras

reveladas com B-caroteno, 57,97% (40) sao ativas.

Com base nos resultados apresentados na Figura 59, p.67, podemos afirmar

gue as substancias presentes no extrato de P. carthagenensis sdo excelentes

inibidores da enzima AChE, principalmente pelo método de Ellman, além de

excelentes sequestradores de radicais livres com DPPH e antioxidante com (-

caroteno.
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Atividade antiacetilcolinesterasica e antioxidante dos
extratos e fragdes de P. carthagenensis
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Figura 56: Gréafico dos extratos e fracdes de P. carthagenensis das atividades antioxidante e
antiacetilcolinesterasica.

5.7. Andlise do perfil quimico das fragcfes das folhas de P. carthagenensis — 12
coleta
Os espectros de *H RMN das fracées P. carthagenensis foram obtidos com o

objetivo de conhecer seu perfil quimico e analisar a pureza das seguintes fracdes
isoladas: a subfracdo C9(6-8)-12cf, Figura 60, p.68, isolada da fr. ACOEt do extrato
etandlico das folhas, a subfracdo C6(1)FM-12cf, Figura 61, p.68, a subfracao
C8(b)FC-1acf, Figura 62, p.69, a subfracdo C8(10)-12cf, Figura 63, p.69, e a
subfracdo C8(6-7)FH-12cf, Figura 64, p.70, isoladas do extrato hexanico das folhas.
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Figura 57: Espectro de 'H RMN 500MHz da subfracdo C9(6-8)-14cf.

o
SpinWorks 3: S

Figura 58: Espectro de "H RMN 300MHz da subfracdo C6(1)FM-13cf em D-O.
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%imfg;f ;1: B.8.2.8 2 %%%%@%ﬁs

Figura 59: Espectro de '"H RMN 300MHz da subfracdo C8(5)FC-13cf em CDCls.

SpinWorks 37 [

Figura 60: Espectro de 'H RMN 300MHz da subfracdo C8(10)-12cf em D,0.
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Figura 61: Espectro de "H RMN 500MHz da subfrac&o C8(6-7)FH-13cf em CDCls.

5.8. Determinacéao estrutural da subfracdo C1(1)-12cf-SPE-Hex do extrato
etandlico bruto das folhas de P. carthagenensis
Da fragdo hexanica do extrato etandlico bruto das folhas da 12 coleta de P.

carthagenensis, foi isolada uma subfragdo de aspecto oleoso e apolar, C1(1)-SPE-

Hex-12c, sequestradora de radicais livres que foi caracterizada por CG/EM.

No cromatograma desta subfragdo C1(1)-SPE-Hex-12c Figura 65, p.70, foi
possivel identificar 32 picos, sendo o pico em 21,9min 0 majoritario. Pela expanséo
deste cromatograma Figura 66, p.71, outros cinco picos sdo notaveis, em 21,2min,
22,0min, 23,5min, 23,7min e em 28,8min.

21504

Figura 62: Cromatograma da subfracdo C1-12c(1)-SPE-Hex.
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Figura 63: Expansédo do cromatograma da subfracdo C1-12c(1)-SPE-Hex.

Através da andlise da biblioteca NIST05s.LIB do CG/EM foi possivel identificar
seis possiveis componentes majoritarios da subfracdo C1-12c(1)-SPE-Hex Tabela

12 anexa, p.119.

Os outros 26 compostos minoritarios também foram identificados Tabela 13
anexa, p.120.

Pela absorcdo no infravermelho, Figura 67, p.71, algumas bandas
caracteristicas puderam ser observadas, tais como o0s estiramentos C-H alifatico em
2925cm™ e 2854cm™ e o sinal em 1740cm™ caracteristico de C=0, confirmando a
compatibilidade dos trés etil ésteres alifaticos de longas cadeias de hidrocarbonetos

majoritarios propostos (21,9 min, 23,5 min e 23,7 min) na Tabela 12 anexa, p.119.
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Figura 64: Espectro de infravermelho da subfracdo C1-13c(1)-SPE-Hex.
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Pela andlise do espectro de massas obtido no modo positivo (ESI+) por
insercao direta em um sistema CL/EM, Figura 68, p.72, observam-se 0s sinais em
m/z 214,2 e 282,7.

100%3 2142 E
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26%
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20 =C0 e AL%%?red Range 12392

Figura 65: Espectro de massas (ESI+) em modo positivo da subfracdo C1-12¢c(1)-SPE-Hex.

O sinal em m/z 214,2 foi identificado como uma impureza do equipamento, e
para o sinal em m/z 282,7 foi feita uma busca no dicionario de produtos naturais
(http://dnp.chemnetbase.com) de compostos produzidos pela familia Rubiaceae, na
faixa entre 280-282, foram encontrados 2 compostos: 1,2,3-Ciclopentanetriol;
(1a,20,3a)-form, 1-O-(3,4-Dihidroxi-E-cinnamoil) (26), Ci14H160s, MM 280,277, um
antioxidante de folhas de Chimarrhis turbinata [127], [126] e &cido 6-Octadecindico
(27), C1gH3202, MM 280,450, constituinte de Pentagonia gigantifolia and Sommera
sabiceoides [128], [129], [126].

(@]

OH ||

OH HO

OH
OH (©)

(26) (27)

O composto (26) é excluido pela analise de IV, pois ndo apresenta banda
caracteristica de alcoois, nem perfil caracteristico das propostas apresentadas pelo

banco de dados do CG-EM. O composto (27) é possivel, pois apresenta o0 mesmo
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perfil das estruturas propostas pelo banco de dados do CG/EM, uma longa cadeia
de hidrocarbonetos, porém a tripla ligacao ndo é apresentada por nenhuma delas.

Pela andlise dos compostos majoritarios propostos pelo banco de dados do
CG/EM, temos o0 2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno ,2,6,10,15,19,23-hexametil-, (all-
E) (28), CsoHso, 410g/mol, o acido hexadecandico, metil éster (29), Ci7H340,
270g/mol, o eicosano (30), CyoHs2, 282g/mol, que difere em apenas 1u do sinal
apresentado no espectro, porém ndo apresenta a carbonila presente no IV, o oleato
de etila (31), C,oH350>, 310g/mol, o acido hexadecandico, etil éster (32), C1gH3602,
284g/mol, que difere em apenas 2u da massa molar do sinal do espectro de massas,

0 acido octadecandico, etil éster (33), C2o0H4002, 312g/mol.

Dentre todas estas propostas, a mais provavel € a substancia (32).

(29)

(30)
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(31)

(33)

5.9. Ensaio antiacetilcolinesterasico no biorreator IMER-AChE
O resultado do ensaio acetilcolinesterasico no biorreator IMER-AChE é

apresentado pela porcentagem de inibicdo do composto Tabela 6 anexa, p.110.

Com base nos resultados apresentados na tabela, pode-se afirmar que as
amostras em analise ndo sao bons inibidores da enzima AChE uma vez que
apresentam porcentagem de inibicdo menor que 50%, no entanto, dos compostos
analisados, a amostra C8(5)FC-12cf foi a que apresentou melhor resultado, seguido
de C6(6)cristais-12cf, C8(6)cristais-12cf, C6(1)FM-12c,f C7(122)cristais-12cf e C8(10)-
13cf.

5.10. Revelacéo de alcaloides totais das folhas e caules de P. carthagenensis —
12 coleta
O resultado da revelacdo com cloro-iodoplatinado das fracdes e extratos

resultantes da extracdo acido-base da 12 coleta de caules e folhas de P.
carthagenensis esta resumido na Tabela 14 anexa, p.127, que apresenta os valores

de Rf dos compostos, assim como sua coloracgéo e atividade.
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Todas as fracdes de P. carthagenensis — 12coleta apresentaram alcaloides:
EEDbf, EEbc, fr. Cacf, fr. Cacc, fr. Cbf, fr. Cbc, fr. Aqbf e fr. Agbc.

As fracBes de alcaldides totais (fr. Cbf e fr. Cbc) foram analisadas por ESI em
insercao direta em modo positivo. O espectro de massas da fr. Cbf Figura 69, p.75,
apresentou cinco sinais distintos e o espectro de massas da fr. Cbc Figura 70, p.75,
apresentou sete sinais distintos. Sendo que os sinais m/z 338, 393 e 619 sao

comuns as duas fracdes.
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Figura 66: Espectro de massas da fr. cloroférmica basica das folhas (Cbf) de P. carthagenensis
12 coleta: a) Espectro de massas; b) Expansédo do espectro de massas.
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Figura 67: Espectro de massas da fr. cloroférmica béasica dos caules (Cbc) de P.
carthagenensis 12 coleta: a) Espectro de massas; b) Expanséo do espectro de massas.

Foi feita uma busca no dicionario de produtos naturais
(http://dnp.chemnetbase.com) de compostos nitrogenados produzidos pela familia
Rubiaceae para cada um dos sinais.
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Na fr. Cbc, para o sinal m/z 304,3 a busca foi feita na faixa entre 302-304,
foram encontrados quatro compostos, mas apenas um nitrogenado e compativel
com a massa pesquisada, 4-(5,7-Diidroxi-2-metil-4-oxo-4H-1-benzopiran-6-il)-1-metil-
2-piperidinona (34), CisHi7NOs, MM 303,3, um alcaldide isolado de
Schumanniophyton problematicum [130], [126]. Para o sinal em m/z 338, entre 336-
338, foram encontrados 2 compostos, um deles nitrogenado porém com massa
diferente de 337. Para o sinal m/z 393,4, foram pesquisados os valores entre 391-
393 e foram encontrados 4 compostos, sendo apenas 1 nitrogenado e com massa
compativel, a 9,10-Metilenedioxicamptotecina (35), Cy;H1sN20s, MM 392,4, um
alcaldide isolado de Ophiorrhiza trichocarpon [131], [126]. Para o sinal m/z 579,4,
foram pesquisados valores entre 577-579, tendo sido encontrados 10 compostos,
sendo apenas 1 nitrogenado e de massa compativel, a Anthocephalusine A (36),
C,7H34N2012, MM 578,6, um alcaldide isolado das folhas de Anthocephalus chinensis
[132], [126]. Para o sinal m/z 619,5, foram pesquisados valores entre 617-619,

sendo encontrados 5 compostos, porém nenhum nitrogenado.

(34) (35)

OH
OH

OH

Iz
@]

OH
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Na fr. Cbf, para o sinal m/z 301,2, a busca foi feita na faixa entre 299-301, e
foram encontrados 32 compostos, 4 nitrogenados e dos quais um deles massa
molecular compativel, a Salacina (37), Ci7H20N203, 300,357g/mol, um alcaldide
isolado das folhas de Uncaria salaccensis (Uncaria attenuata) [133], [126]. Os sinais
m/z 338, 393, 579 e 619 ja foram analisados para fr. Cbc, as substancias (35) e (36)
também podem estar presentes nas folhas de P. carthagenensis. Para o sinal em
m/z 551,5, foram pesquisados os valores entre 549-551, sendo encontrados 8
compostos, porém nenhum nitrogenado. Para o sinal m/z 647,4, entre 645-647,

nenhum composto foi encontrado.

HN

(37)

Este resultado nos permite inferir a presenca dos alcaldides (34), (35) e (36) na
fracdo rica em alcaléides dos caules da 12 coleta de P. carthagenensis e que o0s
alcaldéides (35), (36) e (37) estejam presentes na fracdo rica em alcaloides das
folhas da 12 coleta de P. carthagenensis. Um estudo de derreplicacdo sera

posteriormente realizado a fim de confirmar essas informagdes.

5.11. Revelacdo de alcaldides totais das sementes, caules e folhas de P.
carthagenensis — 22 coleta
O resultado da revelacdo com cloro-iodoplatinado das fracdes e extratos

resultantes da extracdo acido-base da 22 coleta das sementes, caules e folhas de P.
carthagenensis esta resumido na Tabela 15 anexa, p.127 que apresenta os valores

de Rf dos compostos, assim como sua coloracéo e atividade.

Pode-se concluir que todos os extratos e fragdes submetidos a revelagcdo com
IP, apresentam alcaldides. As fracdes de alcalbides totais (fr. alcaldides sementes,
fr. alcaléides caules e fr. alcaldides folhas) foram analisadas por ESI em insercéo
direta em modo positivo. O espectro de massas da fr. alcaldides sementes Figura

71, apresentou 3 sinais distintos, o espectro de massas da fr. alcaldides caules
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Figura 72, apresentou 7 sinais distintos e o espectro de massas da fr. alcaloides
folhas Figura 73, apresentou 7 sinais distintos. Sendo que os sinais m/z 338,5 e

619,2 sdo comuns as trés fracoes.

100%%:3 3385 —3
2 BSpe+S E

75% 3

S04

]

FE0.0
S.p0Se+7

259

L Illllllﬁ

3
=
it

=00 A0 soo Acquﬁgs Range ms=

400 S00 B00 puin

j=H] =00
Acquﬁed Range sz

Figura 69: Espectro de massas da fr. alcaldides caules de P. carthagenensis 22 coleta: a)
Espectro de massas; b) Expanséo do espectro de massas.
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Figura 70: Espectro de massas da fr. alcaldides folhas de P. carthagenensis 22 coleta: a)
Espectro de massas; b) Expanséo do espectro de massas.
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Uma busca foi realizada no dicionario de produtos naturais
(http://dnp.chemnetbase.com) por compostos nitrogenados produzidos por espécies

da familia Rubiaceae para cada um dos sinais.

Na fr. alcaloide sementes, para o0s sinais m/z 338 pesquisando valores entre
336-338 e m/z 619, valores entre 617 e 619, pesquisados anteriormente, nenhum
composto foi sugerido. Para o sinal m/z 360,0, para os valores pesquisados entre

358-360, foram encontrados 8 compostos, entretanto nenhum deles é nitrogenado.

Na fr. alcaloide caules, além dos sinais m/z 338,2, os valores 393,0 e 619,5
encontrados no espectro da fr. Cbc, foram pesquisados anteriormente, sugerindo
(35) como composto presente nesta fracdo. Para o sinal m/z 247,3, pesquisando 0s
valores entre 245-247, um composto nitrogenado foi encontrado de massa
compativel, a Nitraramine; 4,4a-Didehydro (38), Ci5H22N,O, MM 246,4, alcalbide
isolado de folhas de Myrioneuron nutans [134], [126]. Para 441,1, pesquisando
valores entre 439-441, foram encontrados 8 compostos, mas nenhum nitrogenado.
Para m/z 550,7, pesquisando valores entre 548-550, foram encontrados 11
compostos, porém nenhum nitrogenado. Para m/z 591,5, pesquisando os valores
entre 589-591, apenas 1 composto foi encontrado, porém, ele ndo apresenta

nitrogénio em sua composicao.

(38)

Na fr. alcaloide folhas, além dos sinais em m/z 338,3 e 619,6 encontrados no
espectro da fr. Cbf 13c e em todas as outras fragdes, pesquisadas anteriormente que
nao sugerem a presenca de compostos nitrogenados o sinal em m/z 304,4,
pesquisado anteriormente para a fr. Cbc 12c, sugere o composto (34) para esta
fracdo. Para os sinais em m/z 550,6 e 590,7, pesquisados anteriormente para a fr.
alcaléides caule 22c, ndo foram encontrados nos bancos de dados compostos

nitrogenados. Para o sinal em m/z 647,4, pesquisado anteriormente para a fr. Cbf
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12c, nenhum composto foi sugerido. E para o sinal m/z 871,3, pesquisando 0s

valores entre 869-871, nenhum composto foi encontrado.

Este resultado, ndo sugere alcaldides para a fracdo alcaloidica das sementes
da 22 coleta de P. carthagenensis, mas € provavel que os alcalbides (35) e (38)
estejam presentes na fracdo alcaloidica dos caules da 22 coleta de P.
carthagenensis e que o alcaléide (34) esteja presente na fracdo alcaloidica das
folnas da 22 coleta de P. carthagenensis. A fim de confirmar esta presenca, um
estudo de derreplicacdo destas fracdes sera feito posteriormente, iniciando-se pelo
composto (35) que foi o Unico presente nos caules tanto na primeira quanto na

segunda coleta de P. carthagenensis.

5.12. Resultado do ensaio de todos os extratos e fracdes testados.
Das 758 amostras submetidas ao ensaio antiacetilcolinesterasico pelo método

de Ellman, 36,54% (277) s&o ativas. Das 387 amostras submetidas ao teste falso
positivo, 28,68% (111) séo falso-positivas, ou seja, ndo sao inibidores da enzima
AChE. Das 389 amostras submetidas ao ensaio acetilcolinesterasico de Marston,
43,96% (171) mostraram-se bons antiacetilcolinesterasicos. Das 627 amostras
submetidas ao ensaio antioxidante com DPPH, 48,80% (306) apresentaram

atividade. E das 75 amostras reveladas com (-caroteno, 53,33% (40) s&o ativas.

Atividade antiacetilcolinesterasica e antioxidante de
todos extratos e fracdes submetidos aos ensaios
500
@ 400
© 300
£ 200 -
s 100 - 1 = Ativos
c
0 - , . : . — M u|nativos
Qo O Q TS o
P Y
60<2 \ Q),c,fo
«?

Figura 71: Gréafico dos todos extratos e fracdes de diversas origens submetidos aos ensaios.

Com base nos resultados apresentados na Figura 74, p.81, conclui-se que 0s

extratos e fragcOes de diversas origens, submetidos aos ensaios antioxidantes e

81



Dissertacdo de Mestrado 6. Conclusdes

anticolinesterasicos, apresentaram melhores resultados como sequestradores de

radicais livres do que inibidores da enzima AChE.

6. Conclusbes

O fracionamento cromatografico do extrato da actinobactéria-36 (50PL)
resultou no isolamento de duas substancias: o acido graxo insaturado, éster metilico
do &cido cis-6, cis-8 octadecadiendico, correspondente a fragdo C1(1)-1%f e o
aldeido, tetradecanal, correspondente a fracdo C2(1-14)-1%f, ja relatados

anteriormente na literatura, ndo para micro-organismos.

O estudo da subfracdo C1(1)-SPE-Hex-13c proveniente da fracdo hexanica do
extrato etandlico das folhas da espécie P. carthagenensis Jacq. resultou na
identificacdo de seis substancias por CG/EM (terpendide, metil éster saturado,
alcano, etil ester insaturado e etil ester saturado) e duas propostas por EM (éster

aromatico insaturado e acido carboxilico insaturado), todos relatados na literatura.

A partir do extrato hexanico das folhas foram isoladas 8 compostos. Do extrato
etandlico das folhas, além da fracdo C1(1)SPE-Hex-12cf, 4 compostos foram
isolados. A partir do extrato etandlico dos caules isolou-se apenas um composto. No
entanto, a massa isolada de algumas substancias foi insuficiente para sua

caracterizacao e trés delas estdo em fase de confirmacéo estrutural.

Como resultado deste trabalho, tem-se a evidéncia da ocorréncia de alcaldides
nas folhas e caules de P. carthagenensis, informacdo que vai de encontro aos
resultados de Leal, uma vez que nenhum dos supostos alcaléides encontrados séo
opidides. A identificacdo dessas substancias contribuem para a ampliagdo do
conhecimento sobre a quimica da espécie P. carthagenensis e da actinobactéria-36
(50PL). Através da triagem inicial de extratos de origem microbiolégica,
principalmente micro-organismos, observou-se maior incidéncia de moléculas com
atividade inibidora da enzima AChE do que com atividade antioxidante.
Curiosamente, o micro-organismo escolhido para purificagdo, a actinobactéria-36
(50PL) apresentou em sua maioria, fragbes com sequestradores de radicais livres.
Ja para os extrato de P. carthagenensis foi possivel identificar a maior presencga de

inibidores da enzima AChE, principalmente pelo método de Ellman, além de bons
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sequestradores de radicais livres com DPPH e antioxidante com [-caroteno. De

forma geral, a analise de extratos e fragbes de diversas origens apresentou

melhores resultados como sequestradores de radicais livres do que inibidores da
enzima AChE.
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ANEXOS

ANEXOS

Tabela 1: Resultado da triagem inicial pontual com DPPH e Ellman dos extratos de micro-

organismos.

N° Extratos DPPH Ellman
1 107 21 CL - -
2 29NPDC-1CL - -
3 5ASM-1 - ++
4 1BG-11CL - -
5 109339- CL - -
6 97 BGCL - -
7 111ASM1CL - -
8 92AACL - -
9 135339 - -
10 215NPDF-2CL - -
11 7INPDC-1 - -
12 142777-CL - X
13 213NPDF- 2cel. - -
14 206NPRG-1CL - ++
15 123 759 CL - -
16 209 E1-CL - -
17 220 AA- CL - -
18 204NPRG-1cel - -
19 192 Rhiz.070-CL - X
20 120ASMAE - X
21 152782- CL - +
22 161804- CL - -
23 90 19- CL - -
24 143777- cel. - X
25 130 33- CL - -
26 132 64 Microc.CL - X
27 145484- CL - X
28 137NPDC-1(3L)CL - X
29 121ASMCL - -
30 146484-cel - X
31 122759-cel - -
32 1837942Glicerol AE - X
33 9464cél - -
34 187NPLJ-4AE - X
35 1867942- AE pH1 - X
36 177 NPDC-1tempo AE - -
37 176 61- CL - -
38 1857942AE - X
39 1847942 glicerol AE - X
40 164584-CL - X
41 179NPDC-1 30d AE - X
42 1827942AE - X
43 180 NPDC-1 (30d) AE - X
44 16863-Fish cél. - -
Continua
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N° Extratos DPPH Ellman
Continuacéao

45 167NPLJ-4CL - -
46 165NPLJ-4cél. - ++
47 166NPLJ-4AE - X
48 158 767 CL - -
49 190Rhiz.070-AE - X
50 FR-19 X -
51 189 Rhiz. 18 AE - X
52 17461-cél. - -
53 17362 pinga CL - X
54 141777- AE - X
55 127 64- microc. cél. - X
56 160804- AE - X
57 151782- AE - X
58 377932 paeinoculo - X
59 144484- AE - X
60 196626 Rhiz. solos CL - X
61 197 AE - X
62 218 BG- CL - ++
63 102339 cél. - X
64 140 NPLJ 4 CL - X
65 148 570-CL - X
66 155 76- CL - X
67 194 Rhiz. GPCL - X
68 175 61- AE - ++
69 747942AE 30d - X
70 188NPLJ-4AE - X
71 112ASM 1AE - X
72 1316- Microc. AE - X
73 Sara (MeOH) - X
74 5B 5763 DMSO - X
75 5B73-83 - -
76 6B 5dias - -
77 Fr.-08 X X
78 1B 5dias - -
79 5B 10dias DMSO - +
80 5B TSB - +
81 5B- 15dias DMSO - ++
82 13(7PL) X -
83 5B aveia - X
84 5B 24dias - X
85 5B quinua - X
86 5B bdias - +
87 5B 11dias - -
88 3B 12dias MeOH - X
89 3B 11dias + +
90 2B 5dias - -

Continua
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N©° Extratos DPPH Ellman
Continuacéao
91 3oct. iso.acetato - X
92 S.Rolfsii 5dias sais DMSO - X
93 S.Rolfsii BD DMSO - X
94 1B l11dias - -
95 2B 11dias - -
96 Guaco X +
97 Sc. Ag. C. oxisporium X -
98 Mikanélido DMSO - -
99 20 X -
100 Bac. Isol. Ferment.3 + X
101 Cladosp. oxisporium X ++
102 Atrazina DMSO - X
103 Aquoso X -
104 26 X -
105 Sclerotina Ferm. 20d X -
106 Sclerotina 15 X -
107 Guaco - ++
108 Bacteria isol.2 X +
109 Mikanolido Dudu - -
110 Pitanga folha - X
111 S.Rolfsii Exudado X -
112 Fermen.Sclerotina20 X -
113 Sc.ag.extr.B.pimentéo X -
114 Sclerotina 10d s/agitar X -
115 Ferment. P. X -
116 Sclerotina 20d X -
117 Sc.aq s/ agitacao X +
118 Bact.isol. acetato X -
119 Ferment S.Rolfsii X -
120 Sc.ag.Rolfsi X -
121 MCPA DMSO - -
122 ASBV-1-Tiago + -
123 Bac.Pimentao ferment. X -
124 Sc.ag. B. iso. X -
125 Ferment. Sclerotina X -
126 Extrato Pitanga 2 - X
127 Fungo Pimentéo X +
128 Ferment. Bac.Pim. Fungada X -
129 Sc. Ag. F. Pim. X -
130 HCPA - X
131 Sc.Aq. sclerot.20d X -
132 11RAC 30 Sara - ++
133 Alendronat dia - -
134 2,4D DMSO - -
135 Extrato Bruto - +
136 Extrato Pitanga 1 - -
Continua
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N©° Extratos DPPH Ellman
Continuacéao
137 01 Ana - -
138 02 Ana -
139 03 Ana - -
140 04 Ana + -
141 05 Ana - -
142 06 Ana - +
143 07 Ana - +
144 08 Ana - +
145 09 Ana - -
146 10 Ana - -
147 11 Ana + -
148 12 Ana - -
149 13 Ana + +
150 14 Ana - -
151 15 Ana - +
152 16 Ana + -
153 17 Ana - -
154 18 Ana - -
155 19 Ana - -
156 20 Ana - -
157 21 Ana + -
158 22 Ana - -
159 23 Ana - -
160 24 Ana - ++
161 25 Ana - -
162 26 Ana - -
163 27 Ana + -
164 28 Ana - -
165 29 Ana - -
166 30 Ana + -
167 31 Ana + -
168 32 Ana - -
169 33 Ana - -
170 34 Ana - -
171 35 Ana - ++
172 36 Ana - ++
173 37 Ana - -
174 38 Ana - -
175 39 Ana - -
176 40 Ana - +
177 41 Ana - ++
178 42 Ana - -
179 43 Ana - +
180 44 Ana - +
181 45 Ana - +
182 46 Ana - -
183 47 Ana - -
Continua

97



Dissertacdo de Mestrado ANEXOS
N° Extratos DPPH Ellman
Continuacéao
184 48 Ana - ++
185 49 Ana + -
186 50 Ana - +
187 51 Ana - ++
188 52 Ana + -
189 53 Ana - -
190 54 Ana - -
191 Bac. Pimentéo - -
192 Rolfsii + X
193 Scleratina - X
194 Enudato - X
195 Sc. Ag. Bac.Pim. X -
196 55 X -
197 Rolfsii - X
198 Rolfsii 150com - -
199 Rolfsii 50com - X
200 Rolfsii 150sem - ++
201 Rolfsii 300com - X
202 Rolfsii 300sem - X
203 Rolfsii 1,2160 + -
204 56 X -
205 Arroz actino 36(50PL) - X
206 Canjica Branca actino 36(50PL) - X
207 Canjica Amarela actino 36 (50PL) ++ X
208 Soja actino 36 (50PL) - X
209 Aveia actino36 (50PL) - X
210 Actino 49 (13PL) ++ X
211 Pitanga 1 - -
212 Pitanga 2 - -
213 Pitanga 3 - -
214 Pitanga 4 - -
215 Pitanga 5 - -
216 Pitanga 6 - -
217 Pitanga 7 - -
218 Pitanga 80 - -
219 Pitanga 9 - -
220 Pitanga 10 - -
221 Pitanga 11 - -
222 Pitanga 12 - -
223 Pitanga 13 - -
224 57 X -
225 15 X -
226 Extr. S.8 MeOH X -
227 11 X -
228 FR-2 X ++
229 MGE — 26A X -
230 MGE — 31 X -
Continua
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N° Extratos DPPH Ellman
Continuacéao
231 MM2R -2 X -
232 L-3-IDAC10 MM2R X -
233 R-2-9 X -
234 AMC X -
235 22bMM2R X -
236 MMZA-2 X -
237 MGE 45 X -
238 R-2-4 X -
239 A-1-9 X -
240 MM3R-2 X +
241 L-3-13 X -
242 AERC- 1 X -
243 R-3-11 X -
244 AMB23 X -
245 MSC433 X -
246 MGE31C X -
247 MGE31A X -
248 MRGZ - A X +
249 MSC 334 X -
250 MSC39 X -
251 MSC426 X -
252 38Actino X -
253 1 actino X +
254 A2521C X -
255 M R6-2-C X -
256 MMA-3-1 X -
257 R-2-7 X -
258 MGE30a X -
259 MR8-3-A X +
260 Actino8 X -
261 A2521-A X -
262 MR11AS X +
263 MR8-3C X -
264 MGE30C X -
265 11 1,2256 X -
266 1Actino DMSO X +
267 MR 115AC X +
268 MGE- 26 A X -
269 MGE-31Ac X -
270 MGE-30C X -
271 A2521 -C X -
272 MGE31 Cc X -
273 MRG-2A c X +
274 A2521-Ac X -
275 MGE 30 A X -
276 MR6-2-CC X +
277 MRB-3A C X +

Continua
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N° Extratos DPPH Ellman
Continuacéao

278 MR8-3-CC X +
279 Actino 8 X -
280 38 actino X +
281 MSC408 X -
282 MMA-3 X -
283 R-2-17 X -
284 AMC26 X +
285 AMC39 X -
286 L-3-10A159 X -
287 AMC25 X -
288 AMC16 X -
289 AMC41 X -
290 AMC23 X -
291 MM2R-21R X -
292 AMC24 X -
293 MSC463 X -
294 MMA-4 X -
295 AMC40 X -
296 MM2A-3 X -
297 L-3-24 X -
298 MMA-2 X -
299 L-2-6 X +
300 13(7PL) conc. X -
301 13(7PL) X -
302 Actino14 feijao bco X +
303 Actino14 soja X +
304 Actinol4amendoim bco X ++
305 Actino14 trigo grosso X +
306 Actino 14 trigo gréao X -
307 Actino 14 canjica X -
308 Actino 14 arroz X -
309 Fr-23 X ++
310 64microc AE X -
311 Microc. Cél. X -
312 Rhiz.soloCl X -
313 Rhiz.solo 6PCL X -
314 Rhiz. solo 18 CL X -
315 Rhiz. 070-AE X -
316 339 cél. X -
317 Fr.-05 X -
318 Rhiz. solo 5 X -
319 MMS AE X ++
320 NPLJ4 CL X -
321 62F.pinga CL X -
322 777 AE X -
323 804 AE X -
324 7942AE30d X -

Continua
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N©° Extratos DPPH Ellman
Conclusao

325 7942AE tempo 9 X -
326 782- AE X -
327 7942 glicerolAE X -
328 484 — AE X -
329 76 CL X -
330 7932Pré-In6culo CL X -
331 570 CL X -
332 NPDC-1 30dAE X -
333 60Fish célula X -
334 ASM 1AE64 X -
335 NPLJ- AE X -
336 NPLV-4 X -
337 BG 11 AE X -
338 64 AE X -
339 33 AE X -
340 19 AE X -
341 702 AE X -
342 767 AE X +
343 AAAE X -
344 570 AE X -
345 759AC X -
346 570 cél. X -
347 NPDCHAE X -
348 NPDC-1AG X ++
349 804 cél. X -
350 B-24d X +
351 Ext.S. MEOH X ++
352 Sact.Isol. Acetato X ++
353 S.Rolfsii 5d.sais DMSO X ++
354 5B-17dias X ++
355 Fr.-1 X -
356 Fr.-20 X +
357 Fr.-27 X +
358 ExtratoS.20 X -
359 T-4 X -
360 Actino 18 X -
361 IAA Z.N. X -
362 IAA X -
363 Amostra?2 X -
364 49 (13PL) 2 + -
365 49 (13PL) 1 + -

++ Boa atividade, + Pouca atividade, - Nao apresenta atividade, X Nao foi testado.
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Tabela 2: Resultado do ensaio pontual com DPPH e Ellman da actinobactéria-36 (50PL) — 12
fermentacéo.

N° Extratos (1%f) DPPH Ellman
1 C1(1) + -
2 C1(2-9) + -
3 C1(10-95) + -
4 C1(96-149) + -
5 C1(150-163) + -
6 C2(1-14) + +
7 C2(15-23) + -
8 C2(24-34) + -
9 C2(35-109) X -

10 C2(110-174) + -

11 C2(175-188) + -

12 C2(189-193) + -

13 C2(194) + -

14 C3(7) + -

15 C3(8) + -

16 C3(9) + -

17 C3(10) + -

18 C3(11) + -

19 C3(12) + -

20 C3(13) + -

21 C3(14) + -

22 C3(15) + -

23 C3(16) + -

24 C3(17) + -

25 C3(18) + -

26 C3(19) + -

27 C3(20-27) ++ -

28 C3(28) + -

29 C3(29) + -

30 C3(30) + -

31 C3(31) + -

32 C4(5) + -

33 C4(6) + -

34 C4(7-9) + -

35 C4(10) + -

36 C4(11) + -

37 C4(12) + -

38 C4(13) + -

39 C4(14) + -

40 C4(15) + -

41 C4(16) + -

42 C4(17) + -

43 C4(18) + -

44 C4(19) + -

45 C4(20) + -

46 C4(21-29) + -

Continua
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Ne° Extratos (1%f) DPPH Ellman
Conclusao
47 C4(30-34) ++ -
48 C4(35) ++ -
49 C4(36-44) + -
50 C4(45) + -
51 C4(46) + -
52 C4(47) + -
53 C4(48-57) + -
54 C4(58-70) + -

++ Boa atividade, + Pouca atividade, - Nao apresenta atividade, X Nao foi testado.

Tabela 3: Resultado dos ensaios antioxidante e anticolinesterasicos da actinobactéria-36
(50PL) - 22 fermentacéo.

N° Extrato Ellman Falso Positivo Marston DPPH Massa (Q)
1 Fr. CHCI5-28f + + - + 0,0765
2 Fr. AcCOEt-23f - - - + 0,1715
3 Fr. BuOH-23f * - - + 0,0849
4 Fr. H,O-23f - + - - 0,0575
5 Fr.CHCIls(aq)- - + - + 0,0452
22f
6  Fr. AcOEt(aq)- - - - + 0,0210
22f
7  Fr. BuOH(aq)- * + - + 0,0216
22f
8 C2(1)-2%f ++ + ++ ++ 0,0067
9 C2(2)-23f ++ + ++ ++ 0,0064
10 C2(3)-2%f - + ++ ++ 0,0033
11 C2(4)-23f - - ++ + 0,0006
12 C2(5)-23f - - ++ ++ 0,0043
13 C2(6)-23f - - ++ ++ 0,0099
14 C2(7-8)-23f - - + ++ 0,0072
15 C2(9)-23f - - - + 0,0049
16  C2(10-11)-23f - - - + 0,0050
17  C2(12-13)-2% - - - + 0,0008
18 C2(14-18)-23f - - - + 0,0060
19 C2(19)-23f * - - + 0,0030
20 C2(20-21)-23 * - - - 0,0276
*

21  C2(23)-2% - + ; 0,0161

++ Boa atividade, + Pouca atividade, - Ndo apresenta atividade, X Nao foi testado, * a cor da
matriz esta mascarando o resultado.
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Tabela 4: Resultado dos ensaios antioxidante e anticolinesterasicos dos extratos e fracdes das
folhas e caules de P. carthagenensis — 12 coleta.

N° Extrato  Ellman Falso Marston DPPH B- Massa
(12c) Positivo caroteno (9)

1 Bruto f + - - + X 125,318

2 Fr. Hex f + X - + - 8,1341

3 Fr.DCMf - X - + * 5,2815

4  Fr. AcOEt - - * + + 44,6131
f

5 Fr. BuOH - X - + + 16,4499
f

6 Fr. H,O f - X - - - 5,0133

7 Bruto c + + + - *

8 Hex c + + + + *

9 DCMc - - + + *

10 AcOEtc - - + ++ *

11 BuOH c - - - + *

12 H20 ¢ + + - + *

++ Boa atividade, + Pouca atividade, - Ndo apresenta atividade, X Nao foi testado, * a cor da
matriz esta mascarando o resultado.

Tabela 5: Resultado dos ensaios antioxidante e anticolinesterdsico das subfragdes de P.
carthagenensis — 12 coleta.

N° Extrato  Ellman Falso Marston DPPH B-caroteno Massa
(12c) Positivo (9)

1 C1(1) ++ - + ++ + 0,1263

2 C1(2) ++ - * ++ + 0,0500

3 C1(3) ++ + + ++ + 0,0383

4 C1(4) ++ - + ++ + 0,0108

5 C1(5-9) ++ - * + + 0,0166

6 C1(10- ++ + + + + 0,0504

11)
7 C1(12) ++ + * + + 0,0011
8 C1(13- ++ + * + + 0,0316
18)

9 C1(19) ++ + - - + 0,0010
10 C1(20) ++ + - - X 0,0009
11 C1(21- ++ + - - X 0,0014

23)
12 C1(24- ++ + - - + 0,0003
27)
13 C1(28) - + - - + 0,0006
14 C1(29- - + + - + 0,0008
36)
15 C1(37- + + + - + 0,0123
39)
16 C1(40) + - ++ - - 0,0039
17 HPLC(1) + - - X X
Continua
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Ne° Extrato  Ellman Falso Marston DPPH B-caroteno Massa
(12c) Positivo (9)
Continuacéo
18 HPLC(2) + - + X X
19 HPLC(3) + - + X X
20 HPLC(4) - - - X X
21 HPLC(5) + - + X X
22 HPLC(6) + - - X X
23 C3(1-3) - - - + X 0,1555
24  C3(4-28) + - + X 1,3946
25 C3(29- + + - + X 0,8240
37)
26 C3(38- ++ + - + X 0,8468
43)
27 C3(44- ++ - + + X 4,0212
68)
28 C3(69- ++ + + + X 1,1242
85)
29 C3(86- ++ + + + X 0,4445
102)
30 C3(103- ++ + + + X 0,1771
112)
31 C3(113- ++ + + + X 0,6654
116)
32  C3(117) - + - - X 0,8605
33 C4(1-4) + - - + + 0,9857
34 C4(4-FH) - - X X X 0,0167
35 C4(4-FA) + - X X X 0,0436
36 C4(4-FM) ++ + X X X 0,0201
37 C4(5-7) + X - + + 0,016
38 C4(8) + X - + + 0,0067
39 C4(9-12) + + - + + 0,0175
40 C4(13- + + - + + 0,0041
14)
41 C4(15- + - - + + 0,0173
17)
42 C4(18) + - - + - 0,0025
43 C4(19) + + - + - 0,0038
44 C4(20- + - + + 0,0052
22)
45 C4(23- + + - + + 0,0015
25)
46 C4(26- + + - + + 0,0062
28)
47 C4(29) + - - - -
48 SPE Hex - - - + - 0,0700
49 SPE - + - + - 0,0404
AcOEt

Continua
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Ne° Extrato  Ellman Falso Marston DPPH B-caroteno Massa
(12c) Positivo (9)
Continuacéo
50 SPE + + - + - 0,0096
MeOH
51 SPE H,O + - + - - 0,0004
52 C5(1-2) - + - + - 0,0363
53 C5(3-4) + + - + - 0,0415
54 C5(5-9) - + - + + 0,0445
55 C5(10) + + - + + 0,0027
56 C5(11) + + - + * 0,0029
57 C5(12- * + - + * 0,0225
14)
58 C5(15- + + - + + 0,0830
19)
59 C5(20) + + - + + 0,0359
60 C5(21- + + - + + 0,1811
24)
61 C5(25- + + - + + 0,4111
30)
62 C5(31- + + - + + 0,2088
32)
63 C5(34- + + + + + 0,7321
42)
64 C5(43- + + - + + 0,1271
45)
65 C5(46- + + - + - 0,0717
47)
66 C5(48) + + - + + 0,0259
67 C5(49- + + + + + 0,0767
52)
68 C5(53) + + - + + 0,0113
69 C5(54- + + - + + 0,0986
58)
70 C5(59- + + - + + 0,0965
60)
71 C5(61- + + - + + 0,0237
62)
72 C5(63- + + + + + 0,0359
64)
73 C6(1) + X * - X 0,0531
74  C6(1-FH) + - - X X 0,0002
75 C6(1-FC) ++ - + X X 0,0423
76 C6(1-FM) ++ - + X X 0,2053
77 C6(2-5) + X * - X 1,0310
78 C6(6-7) * X + - X 0,1937
79 C6(6- - - - X X 0,0215
7FH)
80 C6(6-FA) - - - X X 0,1484
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N° Extrato  Ellman Falso Marston DPPH B-caroteno Massa

(12c) Positivo (9)
Continuacéo
81 C6(8-11) * - + - X 0,0085
82 C6(12- * - + - X 0,0075
27)
83 C6(28- * - + - X 0,0025
34)
84 C6(35) - - - - X 0,0346
85 C7(1-5) - - - - X 0,0017
86  C7(6-9) - - + - X 0,0061
87 C7(10- ++ + + - X 0,0345
17)
88 C7(18- ++ + ++ - X 0,1837
38)
89 C7(39- + - + - X 0,1002
54)
90 C7(55- + - - - X 0,0473
69)
91 C7(70- + - - - X 0,0095
75)
92 C7(76- + - - - X 0,0158
77)
93 C7(78- + - - - X 0,0245
82)
94 C7(83) + - - - X 0,0029
95 C7(84- + - + - X 0,0463
93)
96 C7(94- + - + - X 0,0915
99)
97  C7(100) - - + - X 0,0393
98 C7(101- + - + - X 0,0418
114)
99 C7(115- - - - - X 0,0077
121)
100 C7(122) + - - - X 0,1290
101 C7(122- * - - X X 0,0025
FH)
102 C7(122- + - - X X 0,0004
FA)
103 C7(122- - - - X X 0,0002
FC)
104 C7(122- + - - X X 0,0308
FM)
105 C7(122- X X X X X
cristais)
106 C8(1) - X - - X 0,0002
107 C8(2) - - - - X 0,0001
108 C8(3) + + + - X 0,0141
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N° Extrato  Ellman Falso Marston DPPH B-caroteno Massa
(12c) Positivo (9)

Continuacéo

109 CB8(5-FH) + - - X X 0,0001
110 C8(5-FC) + - - X X 0,0115
111 C8(5-FA) + - - X X 0,1949
112 C8(5-FM) - - - X X 0,0046
113 C8(5- X X X X X
cristais)
114 C8(6-FM) - - - X X 0,0116
115  C8(6- X X X X X
cristais)
116 C8(7) + - - - X 0,0208
117 C8(8) + + - - X 0,0533
118 C8(9) + - - - X 0,0021
119 C8(10) + - - - X 0,0516
120 C9(1-5) + - - + X 0,0165
121 C9(6-8) + - + + X 0,0380
122 C9(9-14) + - - + X 0,1494
123 C9(15) + - - + X 0,0103
124  C9(16- - - - + X 0,1081
20)
125  C9(21- - - - + X 0,1449
28)
126  C9(29- - - - + X 1,0002
63)
127  C9(64- - - - + X 0,0053
67)
128  C9(68- - - - + X 0,4722
80)
129  C9(81) - - - + X
130 C9(82) - - - + X 0,1087
131  C9(83) - - - + X 0,0616
132  C9(84) - - - + X
133  C9(85) - - - + X 0,0925
134  C9(86) - - - + X 0,0372
135  C9(87) - - - + X 0,2854
136  C9(88- - - - + X 1,4024
91)
137  C9(92) - - - + X 0,2887
138  C9(93) + - + + X 0,0447
139  C9(94- - - - + X 0,0700
96)
140  C9(97) - - - + X 0,0647
141 C9(98) - - - + X 0,0430
142 C10(1-2) + - + + X 0,0063
143  C10(3) - + + - X 0,0713
144  C10(4) + + + - X 0,2923
145 C10(5-7) + + - + X 0,0713
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Ne° Extrato  Ellman Falso Marston DPPH B-caroteno Massa
(12c) Positivo (9)

Continuacéo

146 C10(8- + + - + X 0,2456
10)

147 C10(11- + + - + X 0,1503
17)

148 C10(18- + + - + X 0,0917
20)

149 C10(21- - - - + X 0,0306
24)

150 C10(25) - - - + X 0,0089

151 C10(26- + + - + X 0,01595
40)

152 C10(41- + - - + X 0,0056
42)

153 C10(43- - - - + X 0,0102
49)

154 C10(49- - - - + X 0,0074
52)

155 C10(53) + + - + X 0,0027

156 C10(54- + + - + X 0,0512
74)

157 C10(75- + - - + X 0,0186
80)

158 C10(81- - - - + X 0,0034
82)

159 C10(83- - - - + X 0,0026
84)

160 C10(85- - - - + X 0,0063
88)

161 C10(89- - - - + X 0,0039
92)

162 C10(93- + + - - X 0,0010
94)

163 C10(95) + - - - X 0,0004

164 C10(96) + - - - X 0,0036

165 C10(97) - - - - X 0,0001

166 C10(98) - - - + X 0,0073

167 C10(99) - - - + X 0,0022

168 (C10(100) - - - + X 0,6296

169 C11(13- - - - - *
25)

170 C11(26- + - - - *
38)

171 C11(39- ++ + - - *
50)

172 C11(51- ++ + - - *
62)

Continua
109



Dissertacdo de Mestrado ANEXOS

N° Extrato  Ellman Falso Marston DPPH B-caroteno Massa
(12c) Positivo

Concluséo

173 C11(63- ++ + ++ - *
72)

174 C11(73- ++ + ++ - *
83)

175 C11(84- ++ + ++ - *
96)

176 C11(97- ++ + ++ - *
108)

177 C11(109- ++ - ++ - *
129)

178 C11(130- ++ + + - *
151)

179 C11(152- ++ + + - *
158)

180 C11(159- ++ + + - *
165)

181 C11(166- ++ + + - *
169)

182 C11(170) -

*

++ Boa atividade, + Pouca atividade, - Ndo apresenta atividade, X Nao foi testado, * a cor da

matriz estd mascarando o resultado.

Tabela 6: Porcentagem de inibicdo dos compostos testados no biorreator IMER-AChE na
concentragdo de 200pug/mL.

Amostras

IMER AChE - % de inibicéo

Tacrina 200uM (inibidor padrao)

Galantamina 200uM (inibidor padréao)

C6(1)FM-12cf
C6(6)cristais-12cf
C7(122)cristais1acf
C8(5)FC-12cf
C8(6)cristais-1cf

C8(10)-1acf

93,1
75,1
20,0
27,5
12,7
38,0
20,3

8,3
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Tabela 7: Resultado dos ensaios antioxidante e anticolinesterasico dos extratos e fracées de
P. carthagenensis - 22 coleta.

N°  Extrato (22c) Ellman Falso Positivo Marston DPPH Massa (Q)

1 Alc. Sem. + - + * 0,0079
2 Alc. Caule + - + + 0,0035
3 Alc Folha + - + * 0,0072
4 Torta Sem. - - - * 1,3732
5 Torta Caule - - - +

6 Torta Folha - - - - 13,7276
7 CHCIs; Sem. + * + -

8 CHCI3 Caule + * + - 0,3069
9 CHCI; Folha + * + - 1,7417
10 Aqg. Sem. + * - - 2,4796
11 Aqg. Caule + * - - 5,3885
12 Aqg. Folha + * - - 2,8575
13 EE Sem. - - - ++ 1,0717
14 EE Caule - - - ++ 1,0738
15 EE Folha - - - ++ 1,0725

++ Boa atividade, + Pouca atividade, - Nao apresenta atividade, X Nao foi testado.

Tabela 8: Resultado dos ensaios antioxidante e anticolinesterasico dos extratos e fracdes de
algumas espécies estudadas pelo grupo.

N° Amostra Ellman Falso Marston DPPH B-caroteno
Positivo
1 S. adstringens - - - ++ *
EtOH folha

2 C.vernalis EtOH - - - ++ *
folha

3 AlVirgata EtOH + + + + *
folha

4  A.virgata EtOH - X X + *
caule

5 E. uniflora EtOH + + + ++ *
folha

6 T.roseoalba flor - - + + *

(casal2) EtOH

7 S. adstringens - - X * X
Hex

8 S. adstringens - - X + X
EtOH

9 A coriacea Hex - - X -

10 A. coriacea - - X +
EtOH

11 C. vernalis Hex - - + *

12 C. vernalis EtOH - - X +

13  S.lycocarpum - - X +
Hex

Continua
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N° Amostra Ellman Falso Marston DPPH B-caroteno
Positivo
Concluséo
14  S.lycocarpum - - X +
EtOH
15 H. impetiginosa f - - X *
Fr. Hex
16 H. impetiginosa f - - X *
Fr. DCM
17 H. impetiginosa f - - X +
Fr. AcOEt
18 H. impetiginosa f - - X +
Fr. BuOH
19 H. impetiginosa f - - X -
Fr. H,O
20 H. impetiginosa f - - X -
Fr. MeOH
21 H. impetiginosa f - - X -
cristais
22 H. impetiginosa X X X -
c Fr. Hex
23 H. impetiginosa - - X +
c Fr. DCM
24  H. impetiginosa - - X +
c Fr. AcOEt
25 H. impetiginosa - - X +
¢ Fr. BuOH
26 H.impetiginosa - - X +
¢ Fr. H,O
27 H. impetiginosa - - * *
c Oleo
28 C. pachystachya - - * *
f Fr. Hex
29 C. pachystachya - - * +
f Fr. DCM
30 C. pachystachya - - * +
f Fr. AcOEt
31 C. pachystachya - - * +
f Fr. BUuOH
32 C. pachystachya - * * -
¢ Fr. Hex
33 C. pachystachya - - * +
c Fr. AcOEt
34 C. pachystachya - - * +
¢ Fr. BuOH
35 C. pachystachya - - * -
¢ Fr. H,O

++ Boa atividade, + Pouca atividade, - Ndo apresenta atividade, X Nao foi testado, * a cor da
matriz estd mascarando o resultado.
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Tabela 9: Resultado dos ensaios antioxidante e anticolinesterasico de compostos e fracées
provenientes de outros grupos de pesquisa em trabalho de colaboragéo.

Ne° Amostra Ellman Falso Marston DPPH Massa
Positivo (mg)
1 1la + + - ++ 2,7
2 2a + + - ++ 2,7
3 3a - - - ++ 1,6
4 4a ++ + + - 4,6
5 5a - - - + 6,1
6 6 a - - - + 2,5
7 7a - - - + 3,2
8 9a - + - - 2,7
9 10 a - - - - 2,1
10 11a - - - - 2,1
11 12 a - - - ++ 4,9
12 13 a - - - + 3
13 14 a + + + + 2,4
14 15a ++ + ++ - 3,4
15 16 a - + - + 3,6
16 17 a ++ + ++ - 3,2
17 18 a ++ + ++ + 3,6
18 19 a + - - + 4,9
19 21a - - - + 1,9
20 22 a - - - ++ 2,8
21 23 a - + - ++ 2
22 24 a - - - + 2,9
23 25a - - - ++ 2,4
24 27 a - - - ++ 3
25 28 a ++ + ++ + 4,5
26 29 a + - + + 1,8
27 30a + - + + 1,8
28 3la - - - + 2,9
29 32a - - - + 1,8
30 33a + + + + 1,9
31 34 a - - - - 8,6
32 1b - - - ++ 3,5
33 2b - - - ++ 2,6
34 3b - - - - 5
35 4 b + - + - 4,2
36 5b + - + - 3,8
37 7b - - - + 3,4
38 8b - - - - 4,5
39 10b - - - - 6,4
40 11b + + - + 2,3
41 12 b - - - - 6,2
42 13b - - - - 51
43 14 b - - - - 2,7
44 15b - - - + 4.8
45 16 b - - - + 2,9
Continua
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Ne° Amostra Ellman Falso Marston DPPH Massa
Positivo (mg)
Continuacéo
46 17b + - - + 3,2
47 18 b + - + ++ 2,5
48 lc - - + + 2,5
49 2¢C - + - - 3
50 3¢ - - - - 3
51 4c - - - + 2,1
52 5¢ + - + ++ 2,2
53 6cC + - + + 2,6
54 7cC + - + ++ 2,4
55 8¢ + - + + 2,7
56 9¢c - + + + 2,2
57 10c + - - + 2,5
58 11c - - - ++ 2,2
59 12 ¢ + - - + 2,8
60 13c ++ - ++ + 2
61 14 c - - - + 2,5
62 15c¢c - - - ++ 2,1
63 16 ¢ + - - ++ 2,5
64 17 c - - - ++ 2,4
65 18 c - - - - 3
66 19c ++ - ++ - 2,5
67 20¢c - - - - 3,2
68 21c ++ + + - 3,2
69 22 cC + - + - 3,2
70 23 ¢ + - + - 2,2
71 25c¢c + - + - 2,7
72 27 c ++ - + - 2,8
73 28 ¢ + - + - 2,4
74 29¢c - - - - 3,5
75 32c + - + - 2,7
76 35c + - + - 2,1
77 36¢C + - + + 3
78 37¢c + - + + 2
79 38c - - - + 2,3
80 39c + - + - 3,2
81 40 c + - - ++ 3,5
82 41 c + - - + 2,5
83 43 c ++ + ++ - 3,9
84 44 c - - - + 2,3
85 45 ¢ + - + + 2
86 46 c - - - + 3,6
87 47 c ++ + + - 2,7
88 48 c + - + + 2,2
89 49 c + - + + 2,7
90 50c + - - + 3,5
91 51c + - + + 2,2
Continua
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Ne° Amostra Ellman Falso Marston DPPH Massa
Positivo (mg)
Continuacéo
92 52c - - - + 2,3
93 1D + - + + 2,5
94 3D ++ + ++ + 2,9
95 4D + - + - 2,6
96 6D + - - + 2,7
97 7D - - - + 3,4
98 8D - - - ++ 2,6
99 9D - - - + 2,5
100 1AH - - - - 13,9
101 2 AH - - + + 3,0
102 3 AH + - + - 14,0
103 4 AH - - - - 4,8
104 5AH - - - - 9,2
105 6 AH - - - + 2,1
106 7 AH - + - - 2,7
107 8 AH - - - ++ 40
108 9 AH - - - + 1,5
109 10 AH + - - - 28,6
110 11 AH + - - + 4.2
111 12 AH + - + - 12,0
112 13 AH ++ - - - 8.9
113 14 AH - - - - 8,7
114 15 AH - - - - 14,2
115 16 AH ++ - ++ + 2,5
116 17 AH - + - + 3,5
117 18 AH - - - - 19,4
118 19 AH - - + 5,5
119 20 AH + - - + 11
120 21 AH + - - + 1,3
121 22 AH ++ + - ++ 6,2
122 23 AH - - + + 1,8
123 24 AH - - + + 3,6
124 25 AH - - - + 51
125 26 AH - - - - 13,3
126 28 AH + - + + 0,7
127 29 AH - - - ++ 2,1
128 30 AH - - - + 2,8
129 Cumarinal X X + X 1,9
130 Cumarina 2 X X ++ X 2,0
131 Cumarina 3 X X + X 2,5
132 Cumarina 4 X X - X 2,5
133 Cumarina s X X + X 2,1
134 Cumarina 6 X X + X 2,5
135 Cumarina 7 X X + X 3,2
136 Cumarina 8 X X - X 2,5
137 Cumarina 9 X X - X 2,5

Continua
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Ne° Amostra Ellman Falso Marston DPPH Massa
Positivo (mg)

Conclusao

138 Cumarina X X - X 3,1
10

139 Cumarina X X - X 4,2
11

140 Cumarina X X - X 3,5
12

141 Cumarina X X - X 3.4
13

142 Cumarina X X + X 3,2
14

143 Cumarina X X ++ X 4.4
15

144 Cumarina X X - X 4,1
16

145 Cumarina X X ++ X 3,6
17

146 Cumarina X X ++ X 6,6
18

147 Cumarina X X ++ X 3,8
19

148 Cumarina X X - X 5,5
20

149 Cumarina X X ++ X 2,1
21

150 CAAT 6-3 + - + -

151 CAAT6-3 * - - -

BuOH

152 CAAT 8-1 + - + -

153 CAAT 8-23 + - + -

154 CAAT 5-65 + - + -

155 CAAT 1-42 + - + -

156 EUCAL 12 * * * -

157 EUCAL 15 + - + -

158 EUCAL 23 + - + -

159 EUCAL 24 - - * -

160 EUCAL 26 + + + -

161 EUCAL 30 - + + -

162 EUCAL 31 + + + -

163 EUCAL 48 + + - -

164 EUCAL 70 + + + -

165 EUCAL 74 + + + -

++ Boa atividade, + Pouca atividade, - Ndo apresenta atividade, X Nao foi testado, * a cor da

matriz estd mascarando o resultado.
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Tabela 10: Dados de RMN de 13C, DEPT 135, gHMQC, 1H, multiplicidade, J, gHMBC e TOCSY
da Substancia 1.

C &sC DEPT gHMQC,sH, mult, J (Hz) gHMBC TOCSY

1 1762 C - H-7, H-5 -

2 350 CH, 2,31 (H-5), 1, 6,5; 6,3 H-3, H-2 H-3, H-2

3 262 CH, 1,60 (H-3), m H-5, H-2 H-2

4 307 CHp, 1,234(H-2), m; 1,60 (H-3, m H-5, H-4, H-3 H-1

5 283 CH, 2,06 (H-4), m H-8, H-2 H-2

6 131,1 CH 5,34 (H-8), m H-6, H-4 H-6, H-4, H-2
7 1293 CH 5,34 (H-8), m H-6, H-4 H-6, H-4, H-2
8 1292 CH 5,34 (H-8), m H-6, H-4 H-6, H-4, H-2
9 1310 CH 5,34 (H-8), m H-6, H-4 H-6, H-4, H-2
10 26,7 CH, 2,77 (H-6), 1, 6,5:6,3 H-8 -

11 31,0 CH, 1,34 (H-2), m - H-1

12 30,3 CH, 1,34 (H-2), m H-2 H-1

13 30,3 CH, 1,34 (H-2), m H-2 H-1

14 283 CH, 2,06 (H-4), m H-2 H-2

15 29,3 1,34 (H-2), m H-1 H-1

16 32,8 CH, 1,34 (H-2), m H1 H-1

17 237 CH, - H-1 -

18 145 CHs 0,90 (H-1), m - -

19 52,1  CHs 3,64 (H-7), s - -
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Tabela 11: Dados de RMN de **C, DEPT 135, 'H, multiplicidade e J, da Substancia 2.

C 6C DEPT 8 H, mult, J (Hz)
1 202,3 C 9,77, s
2 33,7 CH> 2,351, 75
3 24,6 CH> 2,01, m
4 29,7 CH> 1,29, m
5 24,7 CH; 1,29, m
6 29,3 CH; 1,29, m
7 29,1 CH> 1,29, m
8 29,4 CH> 1,29, m
9 29,2 CH; 1,29, m
10 29,6 CH; 1,29, m
11 28,8 CH> 1,29, m
12 31,9 CH> 1,29, m
13 22,7 CH> 1,63, m
14 14,1 CHs 0,85, m
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Tabela 12: Identificacdo dos componentes majoritarios na fracdo C1-12c(1)-SPE-Hex por CG/MS.

Tr Area Similaridade MM Nome Molécula
(min) (%) (g/mol)
21,2 356289 95 270 Ester metilico do &cido 2
hexadecanoico )J\/\/\/\/\/\/\/\
Hexadecanoic acid, methyl ester
21,9 4517815 90 284 Ester etilico do acido i
hexadecandico /\o)k/\/\/\/\/\/\/\
Hexadecanoic acid, ethyl ester
220 113831 92 282 Eicosano T T T T T
23,5 1110758 92 310 Oleato de etila o
S
23,7 762380 90 312 Ester etilico do acido M\WA
octadecandico N
28,8 334716 96 410 2,6,10,15,19,23- Hexametil,

2,6,10,14,18,22-
tetracosahexaeno (all-E)

2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)-
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Tabela 13: Identificacdo dos componentes da fracao C1-12c(1)-SPE-Hex por CG/MS.

Tr Area Similaridade MM Nome Moléculas
(min) (%) (g/mol)
6,4 81453 77 296 3-Eicosano \)L/\/\/\/\/\/\/\/\
7,5 173488 87 128 3,3-Dietoxi-1-propino N\
2.4-Dimetil-2-Penteno }<J
P
2-Pentene, 2,4-dimethyl-
17,6 32334 92 238 1-Heptadeceno P N P S\ NN
1-Heptadecene
17,7 81078 95 226 Hexadecano P N\ P\
Hexadecane
19,9 97219 85 256 1-Heptadecanol o
) 1-Hexadecanotiol 1-Heptadecanol
Ester octadecil do acido acético .
1-Hexadecanethiol
1-Nonadeceno °
1-Hexadecanol \f
P .
"o 1-Hexadecanol
20,0 136306 96 240 Heptadecano P\ P\ N

Heptadecane

Heneicosano

Heneicosane
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Tr Area Similaridade MM Nome Moléculas

(min) (%) (g/mol)
20,4 38321 85 296 3,7,11,15-Tetrametil-2-

hexadecen-1-ol
20,6 32171 87 296 3,7,11,15-Tetrametil-2- o

hexadecen-1-ol
20,8 32123 86 296 3,7,11,15-Tetrametil-2-

hexadecen-1-ol
20,9 33215 82 270 Ester etilico do acido

pentadecandico

Pentadecanoic acid, ethyl ester
21,0 11425 67 366 3-Etil-5-(2-etil,butil)-octadecano
Nonacosano

21,2 356289 95 270 Ester metilico do acido

hexadecandico

Hexadecanoic acid, methyl ester
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Tr Area Similaridade MM Nome Moléculas
(min) (%) (g/mol)

Ester pentadecil hexil do acido
sulfuroso

Ester undecil hexil do acido
sulfuroso
i
P NN P

Sulfurous acid, hexyl undecyl ester

o\\ /_/—/7

/s*o

o
Sulfurous acid, dodecyl hexyl ester

8,16-Dimetil, 5,6:12,13-diepoxi, i o
2.10-dione,1,8- W
dioxaciclohexadecano W
21,8 86547 86 282 9-Hexadecenoato de etila
N J\/\/\/\/\/\/\/\

Ethyl 9-hexadecenoate

21,7 39537 78 362 Ester tetradecil hexil do acido
sulfuroso
fi
P W N N P P

Ester hexil dodecil do acido
sulfuroso
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Tr Area Similaridade MM Nome Moléculas
(min) (%) (g/mol)
21,9 4517815 90 284 Ester metilico do acido i
hexadecandico /\OJ\/\/\/\/\/\/\/\
Hexadecanoic acid, ethyl ester
22,0 113831 92 282 Eicosano gt
22,9 186009 89 298 Ester etilico do acido )L/\/\/\/\/\/\/\/
heptadecandico N
22,9 118541 93 296 Ester metilico do acido 9(2)- \
octadecenoico
231 216267 86 254 4,8.12-Trimetiltridecan-4-6lico T e
. 4,8,12-Trimethyltridecan-4-olide
23,2 59363 91 298 Ester metilico do acido i
octadecanoico OJ\/\/\/\/\/\/\/\/\
|
Octadecanoic acid, methyl ester
23,4 53868 82 312 Ester etilico do acido MVW
octadecandico N
23,5 1110758 92 310 Oleato de etila o

Ethyl Oleate
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Tr Area  Similaridade MM Nome Moléculas
(min) (%) (g/mol)
23,8 762380 90 312 Ester etilico do acido MVW
octadecandico SN
23,8 53641 92 282 Eicosano T T T
245 22156 70 296 10-(2-hexilciclopropil) do acido

decanodico

9-Hexadecenoato de etila

Ester metilico, 7-metil do acido
6(E)-hexadecendico

Decai

noic acid, 10-(2-hexylcyclopropyl)

A)W

6-Hexa

decel

Ethyl 9-hexadecenoate

/

noic acid, 7-methyl,methyl ester (E)
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Tr Area Similaridade MM Nome Moléculas
(min) (%) (g/mol)
Ester metilico, 7-metil do acido _
6(Z)-hexadecendico
7\
6-Hexadecenoic acid, 7-methyl,methyl ester (Z)
246 41034 82 242 Tridecanoato de etila 0
Ao)m
B Ethyl tridecanoate
Ester etilico do acido fi
pentadecandico /\OJ\/\/\/\/\/\/\/
Pentadecanoic acid, ethyl ester
249 37370 79 270 Ester metilico do acido i
hexadecanodico )J\/\/\/\/\/\/\/\
B Hexadecanoic acid, methyl ester
25,4 289611 87 340 Ester etilico do acido eicosandico )WV\/\/\/\/\
P
Ester etilico do acido )L/\/\/\/\/\/\/\/
heptadecandico P
25,5 34200 87 492 Pentatriacontano D D R N
Eicosano /\/\/\/\/EW
Dotriacontano e T
Tetrapentacontano

eeeeeeeeeeeeee
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Tr Area Similaridade MM Nome Moléculas
(min) (%) (g/mol)
26,3 40856 82 298 Ester etilico do acido )W
heptadecandico
27,0 117864 85 368 Ester etilico do acido
docosanoico
28,8 334716 96 410 2,6,10,15,19,23-Hexametil,

2,6,10,14,18,22-
Tetracosahexaeno-(all-E)

2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)-
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Tabela 14: Resultado da revelacdo com iodoplatinado dos extratos e fracbes de P.

carthagenensis — 12 coleta.

Amostra Rf 5min 30min 60min Resultado
EE folha 0 * e Branco * e Branco * Ativo
EE caule 0 * e Branco * e Branco * Ativo
0,93 * X X X
Fr. torta 0 * Amarelo Rosa X
folha 0,96 * Branco Rosa Ativo
Fr. torta 0 * Branco X Ativo
caule 0,96 * Branco X Ativo
Fr. 0 X Branco Rosa Ativo
CHCI3
folha 0,24 X X Roxo X
0,93 * Branco Verde e Ativo
Rosa
Fr. 0 X Branco Rosa Ativo
CHCIs
caule 0,23 X X Rosa X
0,93 Rosa Branco Rosa Ativo
Fr. 0 * e Branco Roxo Azul Ativo
aquosa 0,71 X Branco Azul Ativo
folha
Fr. 0 * e Branco Roxo Azul Ativo
aquosa 0,64 X Branco X Ativo
caule

X —nd&o apresenta coloracéo, * cor da matriz mascara o resultado.

Tabela 15: Resultado da revelagcdo das fracdes e extratos de P. carthagenensis - 22 coleta com

iodoplatinado.

Amostra Rf 5min 15min 60min Resultado

Fr. 0 Branco Marrom Marrom Ativo
alcaloide
semente

Fr. 0 Branco Marrom Marrom Ativo
alcaldide

caule
Continua
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Amostra Rf 5min 15min 60min Resultado

Continuacéo

Fr. 0 Branco Marrom Marrom Ativo
alcaldide
folha 0,85 Bege Verde Amarelo
0,91 Azul Azul Azul Ativo
Fr. torta 0 Amarelo e Marrom Marrom Ativo
semente Marrom
Fr. torta 0 Amarelo Marrom Marrom Ativo
caule
Fr. torta 0 Amarelo X X
folha
Fr. 0 Branco Branco X Ativo
CHCI;
0,94 Branco Branco X Ativo
Fr. 0 Branco Marrom Marrom Ativo
CHCI;
caule 0,05 Branco X X Ativo
0,11 Branco X X Ativo
0,53 X Amarelo X
0,66 X Rosa X
0,73 X Rosa X
0,84 Bege Verde Amarelo e Ativo
Marrom
0,89 Azul Azul Azul Ativo
0,99 Laranja Amarelo Amarelo
Continua
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Amostra Rf 5min 15min 60min Resultado
Continuacéo
Fr. 0 Branco Marrom Marrom Ativo
CHCl;
folha 0,03 Branco X X Ativo
0,11 Branco X X
0,53 Branco Amarelo X
0,66 X Rosa X
0,73 X Rosa X
0,85 Bege Verde Amarelo e Ativo
Marrom
0,90 Azul Azul Azul Ativo
0,99 Laranja Amarelo Amarelo
Fr. 0 Marrom Roxo X Ativo
aguosa
semente
Fr. 0 Marrom Roxo Roxo Ativo
aguosa
caule
Fr. 0 Marrom Roxo X Ativo
aguosa
folha
EE 0 Branco Marrom Laranja Ativo
semente
EE caule 0 Branco Marrom Laranja Ativo
0,63 X Rosa X
0,68 X Rosa X
Continua
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Amostra Rf 5min 15min 60min Resultado
Concluséo
EE folha 0 Branco Marrom Marrom Ativo
0,15 X Marrom X Ativo
0,29 X Marrom X Ativo
0,31 X Marrom Marrom Ativo
0,39 X Marrom Marrom Ativo
0,63 X Rosa X
0,68 X Roxo X
0,81 X Rosa X
0,88 X Roxo Roxo

X —néo apresenta coloracdo.

130



