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RESUMO

Espécies do género Aspidosperma (Apocynaceae) sdo reconhecidas por sua quantidade de alcaloides
indolicos e seu uso popular no tratamento de doengas como leishmaniose, malaria, diabetes, entre outras.
Dentre as 68 espécies do género catalogada no Brasil, a espécie Aspidosperma excelsum, conhecida
como Caparanauba, é constantemente comercializada em feiras populares devido suas propriedades
medicinais. Neste sentido, o presente estudo objetivou avaliar a composi¢do quimica dos extratos de
uma amostra comercial das cascas de A. excelsum e determinar a atividade antioxidante, antimicrobiana
e antimalarica. Os extratos foram obtidos a partir da suspensdo do material vegetal em solventes com
ordem crescente de polaridade. As amostras foram submetidas a uma analise fitoquimica preliminar,
assim como a métodos cromatograficos classicos, espectrométricos e espectroscopicos (Espectrometro
de massas e¢ Ressonancia Magnética Nuclear). Os extratos foram avaliados quanto a sua agdo
antioxidante, frente aos radicais DPPH’, ABTS™ e no potencial de redugdo do ion ferro (FRAP), e
antimicrobiana sobre as cepas de Staphylococcus aureus, Streptpcoccus pneumoniae, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Burkholderia cepacia, Candida albicans ¢ Candida
parapsilosis, através da técnica de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM). A atividade antimalarica foi avaliada por meio de microteste in vitro frente a
Plasmodium falciparum, utilizando a linhagem 3D7 (sensivel a cloroquina) e a citotoxicidade frente a
linhagem de macrofagos murinos J774. Na triagem fitoquimica preliminar foram identificadas as classes
de metabdlitos alcaloides, antronas, triterpenos e esteroides. O fracionamento dos extratos resultou no
isolamento e identificagdo dos alcaloides indolicos carapanaubina e O-Acetilioimbina, e por meio do
estudo dos padrdes de fragmentacdo dos extratos brutos, foram identificados trés alcaloides indolicos, a
espruceanumina B, 10-metoxidihidrocorinanteol e 11- metoxiioimbina, além dos acidos 2-hidroxi-3-O-
B-D-glicopiranosiloxi-benzoéico, 9,12,13- trihidroxi-10,15- octadecadiendico e Quinico. No que se
refere ao estudo bioldgico, o extrato hexanico apresentou acdo moderada, com concentragdo inibitoria
minima (CIM) de 400ug/mL, e os demais extratos obtiveram atividade fraca, com CIM de 1600ug/mL,
frente a C. parapisilosis. Todos os extratos apresentaram atividade antifungica fraca sobre C. albicans
e demonstraram ser inativos frente a todas as bactérias nas dilui¢des testadas. Todos os extratos
analisados demostraram pouco contetido de fenolicos totais, com valores entre 31,25 a 138,06 £ 0,9 mg
GAE g'. O potencial antioxidante, frente aos radicais testados, foi expresso em micromolares de
equivalente de Trolox (uM TE). Relativo a avaliagdo frente o radical de ABTS™, o extrato hexanico foi
inativo, porém os extratos cloroféormicos, acetato de etila e metanodlico, apresentaram valores médios
relativamente elevados, quando comparados com o padrdo Trolox, na faixa entre 500 a 1000 uM, com
valores entre 801,88 + 42,22 ¢ 936,33 + 61,28 uM TE. Sobre o radical DPPH’", os extratos demonstraram
baixo poder antioxidante. As amostras EC-Aex e EA-Aex, apresentaram maior poder de redugdo do
ferro com valores de 841,11 £ 0,016 e 816,67 + 0,023 uM Fe**/g, respectivamente. Quanto a atividade
antimalarica, as amostras EC-Aex, EA-Aex ¢ EM-Aex, foram ativas frente a linhagem 3D7 de P.
falciparum, apresentando percentual de inibicao de 98, 97,5 e 83%. Os Clso das amostras variaram entre
10 = 2,1 ng/mL a 25 + 10 ng/mL. Os extratos EC-Aex ¢ EA-Aex apresentam eficacia antimalarica
significativa contra P, falciparum, com concentragao citotoxica de 50% (CCso) de 2542,8 pg/mL e 78 £
20 pg/mL. O extrato hexanico, foi inativo frente a P, falciparum. Os resultados obtidos demonstram
que estudos subsequentes com A. excelsum sdo promissores, a fim de encontrar compostos com agdes
farmacologicas, uma vez que esta espécie apresentou atividades nos ensaios realizados, além de
contribuir com os conhecimentos tradicionais.

Palavras-chaves: Apocynaceae; Carapanatba; Composic¢do; Atividades biologicas.



ABSTRACT

Species of the genus Aspidosperma (Apocynaceae) are recognized for their quantity of indole alkaloids
and their popular use in the treatment of diseases such as leishmaniasis, malaria, diabetes, among others.
Among the 68 species of the genus cataloged in Brazil, the species Aspidosperma excelsum, known as
Caparanauba, is constantly sold in popular fairs due to its medicinais properties. In this sense, the present
study aimed to evaluate the chemical composition of the extracts of a commercial sample of the bark of
A. excelsum and to determine the antioxidant, antimicrobial and antimalarial activity. The extracts were
obtained from the suspension of the plant material in solvents with increasing order of polarity. The
samples were subjected to a preliminary phytochemical analysis, as well as to classical chromatographic,
spectrometric and spectroscopic methods (mass spectrometer and nuclear magnetic resonance). The
extracts were evaluated for their antioxidant action against DPPH', ABTS™ radicals and iron ion
reduction potential (FRAP), and antimicrobial action against strains of Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Burkholderia cepacia, Candida albicans and Candida parapsilosis, through the broth microdilution
technique to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The antimalarial activity was
evaluated by in vitro microtest against Plasmodium falciparum, using the 3D7 strain (sensitive to
chloroquine) and the cytotoxicity against the murine macrophage strain J774. In the preliminary
phytochemical screening, the following classes of metabolites were identified: alkaloids, anthrones,
triterpenes and steroids. The fractionation of the extracts resulted in the isolation and identification of
the indole alkaloids carapanaubine and O-acetyliohimbine, and through the study of the fragmentation
patterns of the crude extracts, three indole alkaloids were identified, spruceanumine B, 10-
methoxydihydrocorinanteol and 11-methoxyiohimbine, in addition to 2-hydroxy-3-O-B-D-
glucopyranosyloxy-benzoic, 9,12,13-trihydroxy-10,15-octadecadienoic and quinic acids. Regarding the
biological study, the hexane extract showed moderate action, with a minimum inhibitory concentration
(MIC) of 400 pg/mL, and the other extracts obtained weak activity, with MIC of 1600 pg/mL, against
C. parapisilosis. All extracts showed weak antifungal activity against C. albicans and were inactive
against all bacteria in the dilutions tested. All extracts analyzed showed low total phenolic content, with
values ranging from 31.25 to 138.06 + 0.9 mg GAE g’'. The antioxidant potential against the tested
radicals was expressed in micromolar Trolox equivalents (uM TE). Regarding the evaluation against the
ABTS™ radical, the hexane extract was inactive, but the chloroform, ethyl acetate and methanol extracts
showed relatively high mean values when compared to the Trolox standard, in the range between 500
and 1000 uM, with values between 801.88 +42.22 and 936.33 + 61.28 uM TE. Regarding the DPPH"
radical, the extracts demonstrated low antioxidant power. The EC-Aex and EA-Aex samples showed
greater iron reduction power with values of 841.11 +0.016 and 816.67 + 0.023 uM Fe*'/g, respectively.
Regarding antimalarial activity, samples EC-Aex, EA-Aex and EM-Aex were active against the 3D7
strain of P, falciparum, presenting inhibition percentages of 98, 97.5 and 83%. The IC50 of the samples
ranged from 10 + 2.1 ng/mL to 25 + 10 ng/mL. The EC-Aex and EA-Aex extracts showed significant
antimalarial efficacy against P. falciparum, with a 50% cytotoxic concentration (CC50) of 25 + 2.8
pg/mL and 78 £ 20 pg/mL. The hexane extract was inactive against P, falciparum. The results obtained
demonstrate that subsequent studies with A. excelsum are promising in order to find compounds with
pharmacological actions, since this species presented activities in the tests performed, in addition to
contributing to traditional knowledge.

Keywords: Apocynaceae. Carapanauba; Composition; Biological activities.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sao aquelas que possuem ag¢ao terapéutica no organismo do ser
humano e que podem ser cultivadas ou ndo para este fim (Brasil, 2009; Ferreira, 2016). Estas
espécies vegetais sdo amplamente utilizadas por comunidades tradicionais para combater
doencas. No entanto, a comercializacao desses recursos demonstra que o saber acerca de suas
propriedades bioldgicas tem sido incorporado também nas comunidades urbanas (Alves e Rosa,
2007). Assim, estes produtos podem ser encontrados por seus consumidores, tanto na natureza
quanto em feiras, comércios e lojas, in natura ou industrializado (Alves, 2008).

O amplo emprego popular de plantas medicinais tem incentivado uma maior
investigacao dessas espécies. Isso decorre principalmente do uso empirico, muitas vezes sem
respaldo cientifico quanto ao seu efeito e seguranca. O estudo quimico desses fitoterapicos, se
faz necessario devido a ndo prescricdo dos mesmos por profissionais capacitados, o que torna
este recurso um potencial risco a saude em decorréncia da possivel presenga de substancias
toxicas (Argenta et al., 2011).

Vieira e Fernandes (2021), ao investigar dados sobre efeitos toxicos de plantas
medicinais comercializadas in natura no Municipio de Sao Luis/MA, constatou que as espécies
popularmente conhecidas babosa, mastruz, hortela, boldo, erva-doce, quebra-pedra, arruda,
malva-santa, manjericdo e pata-de-vaca, sdo téxicas quando consumidas em elevadas
quantidades, mas grande parte da popula¢do que faz uso dessas espécies desconhece esses
efeitos. Nao ha um respaldo cientifico, quanto as acdes bioldgicas e quais as dosagens
necessarias para este fim.

As propriedades fitoterapicas das espécies medicinais estdo associadas aos metabolitos
secundarios presentes nas plantas. Estes compostos naturais, de perfil variado, além de as
proteger de estresses em decorréncia a efeitos bidticos e abiodticos, possui diversas aplicagdes
farmacologicas e nutricionais (Pacheco; Amorim, 2020). Assim, estas espécies representam
importantes fontes de compostos bioativos, indicando que as mesmas possuem enorme
potencial para a descoberta de novos fitoterapicos (Foglio et al., 2006).

Em meio a vasta biodiversidade presente na Regido amazonica, espécies da familia
Apocynaceae Juss. destacam-se economicamente devido a qualidade de sua madeira e produgao
de latex, e por ser uma grande fonte de principios ativos (Oliveira et al., 2009; Di Stasi; Hiruma-
Lima, 2002). Viarios membros deste taxon apresentam propriedades medicinais e sao
importantes na biotecnologia para a producao de compostos de interesse terapéutico (Bhadane;

Patil; Maheshwari; Patil, 2018).
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A familia Apocynaceae, ¢ constituida por 424 géneros e 4.600 espécies, predominantes
em regides tropicais e subtropicais (Bhadane et al., 2018). Neste taxon destacam-se os géneros
Alstonia, Aspidosperma, Rauwolfia, Vinca, Tabernaemontana, Mandevilla, Hancornia,
Nerium, Strophantus, Catharanthus, Allamanda, Thevetia, Himatanthus (Plumeria) e Wrightia
(D1 Stasi; Hiruma-Lima, 2002).

As espécies de Apocynaceae produzem varios compostos quimicos, pertencentes
principalmente as classes dos alcaloides, terpenos, esteroides, flavonoides, glicosideos, lactona
e hidrocarbonetos, estes metabolitos sao de grande interesse medicinal (Bhadani ef al., 2018).
Sdo utilizados, por exemplo, como fonte terapéutica, os alcaloides reserpina, ajmalicina,
ajmalina, e serpentina, extraidos de Rauwolfia serpentina, para tratar hipertensdo e arritmias
cardiacas (Arora; Madan,1956; Ciofalo; Roberts,1966).

O género Aspidosperma Mart & Zucc. ¢ um dos mais representativos da familia, com
cerca de 300 espécies (Almeida et al., 2019). No Brasil sdo registradas 68 espécies, as quais
sdo conhecidas principalmente por perobas, guatambus, pau-pereiro, caparanaiba, pequid,
quina, taroba e amargoso (Lorenzi, 1998; Castello; Pereira; Simoes, Koch, 2024).
Fitoquimicamente, caracteriza-se pela predominancia de alcaloides do tipo indolicos de grande
diversidade estrutural e promissoras atividades farmacologicas (Lopes, 2019).

Na medicina popular regional, a infusdo das folhas ou caules de espécies desse género
sdo constantemente utilizadas para o tratamento da leishmaniose, malaria, inflamagao uterina e
ovario, diabetes, doencas do figado, problemas estomacais, cancer, febre e reumatismo (Pereira
et al., 2007; Almeida, et al., 2019). Diversas atividades atribuidas as Aspidosperma ja foram
atestadas por meio de testes bioldgicos, tais como o efeito antitumoral, antiplasmddico, anti-
hipertensivo (Henrique; Nunomura; Pohlit, 2010; Coutinho et al., 2013; Furtado et al., 2017).

A literatura evidencia ainda sua agdo antimicrobiana, incluindo as espécies A.
marcgravianum, A. desmanthum e A. nitidum, que demostraram este efeito frente a
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. De acordo com dados da literatura, o extrato metabdlico de A. marcgravianum
possui concentragdo inibitéria minima (CIM) de 3,12 pg/mL sobre S. aureus, 12,5 pug/mL para
S. epidermidis ¢ E. coli, e 50 ng/mL para P. aeruginosa; os extratos aquosos da 4. desmanthum
e A. nitidum frente a S. epidermidis e E. coli possuem CIM de 50 pg/mL; Frente a S. aureus, os
extratos metanolicos de A. desmanthum e A. nitidum apresentam CIM de 25 ng/mL e 50 pg/mL,
respectivamente, € ambas sobre S. epidermidis e E. coli possuem CIM de 50 pg/mL (Aratjo,

2022).
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Aspidosperma excelsum Benth., cujo dados taxondmicos apontam A. marcgravianum
Woodson e A4. nitidum Benth. ex Miill. Arg como sindnimos (IPNI, 2024), est4 entre as espécies
de Aspidosperma mais presentes na regido amazonica. E conhecida como caparanatiba,
carapanuba-preta, sapopema e sapopemba e apresenta grande aplicagdes na medicina popular
(Trindade et al, 2016). E utilizada como carminativa, estoméaquica, contra bronquite,
inflamacdes, febres, diabetes, contra cancer e antimalérica, principalmente (Perez, 2002). Estas
propriedades terapéuticas sdo constante associadas aos alcaloides indolicos, dos quais relatam-
se que 22 compostos desta classe ja foram isolados (Pereira et al., 2007). Dos extratos obtidos
das cascas de A. excelsum, ja foram isoladas as substincias ioimbina, O-acetilioimbina,
excelsinina, O-acetilexcelsinina e 16-epi-excelsinina (Benoin; Burnell; Riedin, 1967; Burnell;
Nguyén-Thi-Sen, 1971). Esta espécie representa uma importante opcao terapéutica adotada

pela populacao e por isso este recurso natural ¢ constantemente comercializado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Apocynaceae

Apocynaceae Juss. pertence a ordem Gentianales (APG IV, 2016) e abrange 424 géneros
e 4.600 espécies (Bhadane et al., 2018), sendo uma das familias mais extensas e emblematicas
das angiospermas (Melo; Oriel; Lucena, 2021). E subdividida em cinco subfamilias:
Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae (Endress;
Bruyns, 2000). O Quadro 1 apresenta uma classificacao botanica resumida de Apocynaceae,
destacando algumas tribos e géneros presentes em cada subfamilia.

No Brasil, ocorrem somente as subfamilias Rauvolfioideae, Apocynoideae e
Asclepiadoideae. Ha registros de 103 géneros, 1.012 espécies, 13 subespécies e 26 variedades
nativas de Apocynaceae (Apocynaceae in Flora e Funga do Brasil, 2024), distribuidas por todas
as cinco regides do pais (Figura 1), em grande parte dos estados, com ocorréncia confirmada
nos seguintes dominios fitogeograficos: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa
e Pantanal (Santos, 2016).

Esta familia botanica ¢ composta por individuos com diferentes formas de vida, como
arvores, arbustos, subarbustos, lianas e ervas, distribuidos principalmente em zonas tropicais e
subtropicais, com alguns representantes encontrados em zonas temperadas (Judd et al., 2009;
Souza; Lorenzi, 2019; Melo; Oriel; Lucena, 2021). De modo geral, as caracteristicas
diagnosticas das Apocynaceae incluem folhas inteiras, opostas, alternadas ou verticiladas, flores
pentameras com estiletes unidos no apice, frutos bifoliculares, sementes carnosas e a presenga
de latex (Rapini, 2000).

Uma parcela substancial das espécies dessa familia ¢ venenosa, enquanto outra &
amplamente utilizada para fins medicinais e ornamentais. Compostos obtidos de espécies dos
géneros Catharanthus, Rawvolfia e Strophantus por exemplo, sdo empregados,
respectivamente, no combate a leucemia, no tratamento da hipertensdo e doencas cardiacas.
Com propdsitos ornamentais, destacam-se as espécies dos géneros Allamanda, Amsonia,
Asclepias, Carissa, Catharanthus, Hoya, Nerium, Plumeria, Stapelia, Trachelospermun e
Vinca. Outras espécies, fornecem madeira de alta qualidade (Judd et al., 2009).

A abundancia de metabolitos secundarios nas Apocynaceae, como iridoides, glicosideos
cardioativos e alcaloides, principalmente os alcaloides indodlicos (Figura 2), torna essa familia
uma das mais importantes fontes de compostos bioativos com aplicacdo na medicina moderna
(Schripsema et al., 2004). Uma grande diversidade de substancias tem sido isolada de espécies

pertencentes a essa familia, muitas das quais s3o usadas como referéncia para o
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desenvolvimento de novas drogas e, consequentemente, fazem parte da historia da farmacologia

e da terapéutica (Quadro 2) (Lopes, 2019).

Quadro 1 - Classificagdo botanica da familia Apocynaceae, segundo Rapini (2012), Sennblad, Endress e Breme (1998)

Subfamilia Tribo Género
Carissae Carissa, Acokanthera
Willughbeieae Parahancornia, Hancornia, Pacouria, Lacmellea, Couma
Plumerieae Thevetia, Skythantus, Himatanthus, Allamanda
9 Alyxieae Condylocarpon, Alyxia
Tq‘é Tabernaemontaneae | Macoubea, Ambelania, Rhigospira, Molongum,
o= Spongiosperma, Neocouma, Mucoa, Tabernaemontana
% Vinceae Laxoplumeria, Rauvolfia,
& Aspidospermeae Geissospermum, Vallesia, Microplumeria, Aspidosperma
Gonioma, Tonduzia, Blaberopus, Vinca, Himatanthus,
Alstoniae Stephanostegia, Strempeliopsis, Winchia, Diplorrynchus,
Rhazya Catharanthus, Holarrhena, Dyera Plectaneia
Paladelpha, Amsonia, Craspidospermum, Haplophyton.
Echiteae Temnadenia, Peltastes, Rhodocalyx, Hylaea, Prestonia,
Bahiella, Macropharynx
Odontadenieae Stipecoma, Secondatia, Odontadenia
(D]
§ Mesechiteae Mandevilla, Mesechites, Forsteronia
g Apocyneae Apocynum
é Malouetieae Galactaphora, Malouetia,
<
Nerieae Kibatalia, Nerium, Vallaris, Beaumontia, Kicksia, Pottsia,
Christya, Paravallaris, Roupellina, Funtumia, Strophanthus
Wrightieae Wrightia, Adenium, Stepheostema
Marsdenieae Marsdeia, Drega
N Astephaniae, Calotropis,  Asclepias, Gomphocarpus,
9 Tylophorinae, Glossonema, Cynanchum,  Metalepis,
3 Pentacyphus, Diplolepis, Jobinia, Kerbera, Orthosia,
S . . . .
2 ' Stenomeria, Tassadia, Funastrum. Oxypetalum, Widgrenia,
& Asclepiadeade Philibertia, Araujia, Macroscepis, Pseudibatia, Fischeria,
e Gonolobus, Gyrostelma, Matelea, Schubertia, Blepharodon,
< Barjonia, Ditassa, Hemipogon, Hypolobus, Metastelma,

Minaria, Nautonia, Nephradenia, Macroditassa, Peplonia,
Petalostelma

Fonte: Autor (2024). *Clado formado por Periplocoideae, Secamonoideae ¢ Asclepiadoideae
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Figura 1 - Registros de Apocynaceae no Brasil
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Figura 2 - Nucleo indol caracteristico dos Alcaloides indolicos

Fonte: Autor (2024)

Quadro 2 - Algumas substancias bioativas presentes na familia Apocynaceae

Substancia Aplicacio
Alstonina Antipsicotica, tratamento de cancer de prostata
Reserpina Antidepressivo, antipsicotica
Aspidoscarpina Antimalarico
Elipticina Anticancerigeno, antimalérico
Olivacina Atividade antiproliferativa contra células HCT-116 ¢ HL-60
antimaldrico
Aricina Tratamento da dor na neuropatia periférica antimalarico
Tchibangensina Antiproliferativo, anti-inflamatorio e antifingicos
Tetraidrousambarensina Antimalarico

Fonte: Adaptado de Lopes (2019)
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2.2 Género Aspidosperma

O género Aspidosperma Mart. & Zucc. pertence a classe Magnoliopsida, ordem
Gentianales, familia Apocynaceae, subfamilia Rauvolfioideac e tribo Aspidospermeae
(Endress; Bruyns, 2000; Rapini, 2012). Podem ser arvores a arbustos, variando de 2 a 48m de
altura. Apresenta coléteres nodais ausentes e as folhas, em geral, dispostas alternadamente, com
coléteres laminares ausentes e nervuras com padrdo broquidédromo ou craspeddédromo. As
inflorescéncias possuem arranjos dicasios modificados para se assemelhar a um corimbo.
Outras caracteristicas marcantes incluem a auséncia de coléteres no calice, a corola em formato
tubular ou hipocrateriforme, o ovario sipero e apocarpico, o estilete com a extremidade
fusiforme a globosa, e a presenga de foliculos e sementes aladas (Morokawa; Simdes;
Kinoshita, 2013; Pereira; Simdes; Santos, 2016).

A classificagao quimiotaxonomica do género Aspidosperma foi proposta por Bolzani et
al. (1987). Com base na quimiossistematica, os autores categorizaram 48 espécies do género
em sete séries: Rigida, Nitida, Quebrachines, Polyneura, Pyricolla, Nobilis e Macrocarpa
(Quadro 3). No entanto, ha divergéncias quanto ao nimero de espécies que formam este taxon
(Allorge; Poupat, 1991). Estudos mais recentes, indicam que o género Aspidosperma ¢ um dos

mais representativos da familia Apocynaceae, com aproximadamente 300 espécies (Almeida et

al., 2019).

Quadro 3 - Espécies de Aspidosperma agrupados em séries

Série Espécies
Rigida A. rigidum Rusby
Nitida A. nitidum Benth ex Mull. Arg., 4. auriculatum Mgf., A. excelsum Benth, A.

spegazzinii Molf. Ex Meyer, 4. caparanauba M. Pichon, A. marcgravianum
Woodson, 4. oblongum A. DC., A. discolor A. DC., A. eburneum F. Allem,

Quebrachines | A. chakensis Spegazzini e A. quebracho-blanco Schlecht

Polyneura A. sessiliflorum Miill.Arg., A. peroba Allemao ex Saldanha, A. polyneuron Mull-
Arg, A. cylindrocarpon Muell.-Arg., A. dispermum Miill.Arg. e A. cuspa Blake.

Pyricolla A. quirandy Hassl., A. pyricollum Muell-Arg., A. multiflorum A. DC., A.
pyrifolium Mart., A. tomentosum Mart., A. refractum Mart., A. populifolium A.
DC., 4. australe Miill.-Arg., A. gomesianum A. DC., A. olivaceum Miill.-Arg., A.
rhombeosignatum Markgr, A. parvifolium Mart. & Zucc., A. vargasii A.DC., A.
ulei Mgf. e A. subincanum Mart.

Nobilis A. sandwithianum Mgf., A. megalocarpon Miill-Arg., A. melanocalyx Miill.-Arg.,
A. desmanthum Benth ex. Miill.-Arg., A. spruceanum Benth, A. fendleri
Woodson, A. obscurinervium Azembuja, A. neblinae Monachino, A. limae
Woodson, 4. exalatum Monachino e 4. album (Vahl) R. Bent.

Macrocarpa | A. verbascifolium Mull-Arg, A. macrocarpon Mart e A. duckei Hub

Fonte: Autor (2024).
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No Brasil, sdo reconhecidas 68 espécies do género Aspidosperma, popularmente
chamadas como perobas, guatambus, pau-pereiro, caparanauba, pequid, quina, taroba e
amargoso. Essas espécies estao distribuidas pelas cinco regides, encontradas em vegetagoes da
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Lorenzi, 1998; Castello;
Pereira; Simdes, Koch, 2024).

A madeira obtida das espécies de Aspidosperma ¢ de qualidade devido a sua resisténcia
e dureza, o que lhe confere um elevado valor econdmico (Judd et al., 2009). Além disso, estas
espécies desempenham um papel significativo na medicina tradicional, sendo usadas para tratar
maldria, leishmaniose, problemas cardiovasculares, processos inflamatérios, febre, diabetes,
problemas estomacais, entre outros (Pinto ef al., 2013; Dolabela et al., 2012; Ribeiro et al.,
2015; Kvist et al., 2006; Agra et al., 2007, Oliveira et al., 2015).

Estudos fitoquimicos demonstraram que as espécies de Aspidosperma sdo
quimicamente caracterizadas pela presenca de alcaloide indolicos. Até 1956, apenas quatro
alcaloides indolicos haviam sido identificados neste género. No entanto, o levantamento
realizado por Pereira et al, (2007), com base nos trabalhos publicados entre 1956 a 2006,
revelou que foram isolados 247 compostos pertencentes a essa classe em espécies de
Aspidosperma. A elevada ocorréncia destes compostos, acrescido do uso popular destas
espécies, tem despertado interesse nos investigadores em correlacionar os alcaloides isolados e
as atividades terapéuticas associadas a estas espécies vegetais.

Os indolalcaloides aspidospermina (Figura 3A) e quebrachamina (Figura 3B), isolados
de fontes arboreas de Aspidosperma (Quebracho), foram avaliados quanto a sua capacidade de
bloqueio adrenérgico em diversos tecidos urogenitais. Tais compostos demostraram esta
atividade farmacologica (Deutsch et al., 1994), o que justifica o uso de espécies deste género
no tratamento de hiperplasia prostatica benigna e disfungao erétil (Silva ef al., 2022).

Andrade-Neto et al. (2007) ao investigar a atividade antimaléarica dos alcaloides
aspidocarpina (Figura 3C) e elipticina (Figura 3D), obtidos da casca de Aspidosperma vargasii
e A. desmanthum, respectivamente, constataram que ambos apresentaram atividades inibitorias
in vitro frente a cepa K1 multirresistente de Plasmodium falciparum, com valores superiores a
quinina e cloroquina.

Além de alcaloides, outras classes de compostos, apesar de pouco mencionadas, foram
também detectadas em Aspidosperma. Messiades (2014), a partir de métodos semiquantitativos,
determinou a presenca das classes de polifendis, flavonoides, saponinas e taninos em extratos

hidroalcoolicos das cascas de A. pyrifolium.
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Os flavonoides, quercetina (Figura 4A) e isorramnetina (Figura 4B), foram isolados do
extrato bruto hidroalcoolico obtido da casca de A. fomentosum (Bernardo, 2012). Das folhas da
espécie A. quebracho-blanco foram os heterosideos (Figura 4C-J), isorramnetina-3-O-
ramnosilglicosideo, isorramnetina-3-O-ramnosildiglicosideo, quercetina-3-0
ramnosilglicosideo, quercetina-3-O-xilosilgalactosideo, quercetina-3-O-ramnosildiglicosideo,
quercetina-3-O-xilosilgalactosilglicosideo, campferol-3-O-ramnosilglicosideo e campferol-3-

O-ramnosildiglicosideo (Pelloto; Del Pero, 1995).

Figura 3 - Alcaloides indolicos isolados de espécies de Aspidosperma. (A) Aspidospermina. (B) Quebrachamina.
(C) Aspidocarpina (D) Elipticina
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Fonte: Autor (2024).
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Figura 4- Flavonoides isolados de Aspidosperma. (A) quercetina. (B) Isorramnetina. (C) Isorramnetina-3-O-ramnosilglicosideo. (D) Isorramnetina-3-O-ramnosildiglicosideo.
(E) Quercetina-3-O-ramnosilglicosideo. (F) Quercetina-3-O-xilosilgalactosideo. (G) Quercetina-3-O-ramnosildiglicosideo. (H) Quercetina-3-O-xilosilgalactosilglicosideo. (I)
Campferol-3-O-ramnosilglicosideo. (J) Campferol-3-O-ramnosildiglicosideo

(A) (B) HiC (©) HC (D) N

Fonte: Autor (2024).
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2.3 A espécie Aspidosperma excelsum Benth

Aspidosperma excelsum (Figura 5) ¢ uma espécie arborea de grande porte, com altura
que varia entre 10 e 40 metros, popularmente conhecida como carapanatba e empregada na
medicina tradicional. Os galhos jovens dessa espécie sao espalhados e levemente puberulentos,
enquanto os ramos amadurecidos sdo glabros ou glabrescentes com presenca de latex. As folhas
de formato eliptico ou mais estreito variam de 4,5 a 12 cm de comprimento e de 2,5 a 5 cm de
largura. Essa espécie pode ser encontrada em florestas umidas e est4 distribuida da Costa Rica
ao Brasil, e na Bolivia (Morales, 2005). Em territorio nacional, ocorrem somente nos estados
Amazonas, Rondonia e Roraima, pertencendo ao dominio fitogeografico da Amazonia (Figura

6) (Castello et al., 2018).

Figura 5 - Espécie Aspidosperma excelsum. (A-B) Tronco. (C) Folhas.

Fonte: http://www.coplants.org.taxon

Figura 6 - Distribuicao da espécie Aspidosperma excelsum

Fonte: http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Aspidosperma_excelsum
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De acordo com a classificagdo quimiotaxondmica proposta por Bolzani ef al. (1987), a
espécie 4. excelsum pertence a série nitida, assim como a 4. nitidum e A. marcgravianum, que
como Macaglia excelsa, sdo frequentemente consideradas sinonimias da primeira (IPNI, 2024).

O uso popular de A. excelsum inclui o tratamento de problemas gastrointestinais,
bronquite, inflamacdes, febres, diabetes, cancer e como antimalédrico (Perez, 2002). As
aplicagdes etnofarmacologicas da espécie estdo descritas no Quadro 4, incluindo a regido
associada ao uso, o tipo de material vegetal e 0 modo de preparo, dados obtidos por Almeida et

al. (2018) através de levantamento bibliografico sobre o uso de espécies de Aspidosperma.

Quadro 4 - Uso etnofarmacologico de A. excelsum

Regiio Uso Parte da Planta Preparacéo /
administracio
Roraima, Brasil Malaria Casca Decoccao

Inflamagdo, diabetes,
Manacapuru, figado, alta pressdo Folhas, Casca Cha, maceracao

Amazonas, Brasil . .
arterial, contraceptivo

Xapuri, Acre e

Pauini, Amazonia, Malaria, febre Casca Decocgéo
Brasil
Comunidades Feb
Quilombola ebre, enxaqueca, Casca Niio descrito

L. dor no corpo
de Oriximina P

Loreto,
Nordeste de Malaria, leishmamia Cortex Nao descrito
Peru

Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2018).

Estudos quimicos de A. excelsum permitiram o isolamento de compostos presentes em
diferentes estruturas vegetais. Da casca da raiz de A. excelsum, foram isolados e identificados
os alcaloides: 11-Metoxitubotaiwina, Ocrolifuanina A, Tetraidro-secamina, 16-
Desmetoxicarboniltetraidro-secamina, 1 6-hidroxitetraidro-secamina, 16-hidroxi,16-
desmetoxicarboniltetraidro-secamina, Didesmetoxicarboniltetraidrosecamina,
compactinervina, N-acetilaspidospermidina, O-metilaspidospermina, 3o-aricinina e O-
aceltioimbina (Figura 7A-M), os sete primeiros com propriedades antimicrobianas (Verpoorte
et al., 1983). Desta mesma estrutura, Layne ef al. (2007) isolou e determinou estruturalmente o
alcal6ide indolico excelsinidina (Figura 7N).

Das cascas do caule de 4. excelsum, Lopes (2019) isolou nove substancias (Figura 8),

isoreserpilina, reserpilina, 3o, 20B-corinan-17-ol, 10-metoxi- corinan-17-ol, 10-metoxi-
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15S,16S-E-isositsiriquina, N-6xido-158,16S-E-isositsiriquina, 3a,15a-10-metoxi-
geissosquizol, E-15S,16S-isositsiriquina ¢ um outro alcaloide indolinico monoterpénico
(substancia G 2FBC-4-A), inédito na espécie, género e familia. As seis primeiras substancias
apresentaram atividade antimalarica moderada frente a cepa K1 (cloroquina resistente) de P.
falciparum, com atividade citotoxica negativa dos mesmos frente a linhagem normal de

fibroblastos humanos (MRC-5).
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Figura 7 - Substancias isoladas das cascas da raiz de 4. excelsum. (A) 11-Metoxitubotaiwina. (B) Ocrolifuanina A. (C)Tetraidro-secamina. (D) 16-Desmetoxicarboniltetraidro-
secamina. (E) 16-Hidroxitetraidro-secamina. (F) 16-Hidroxi,16-desmetoxicarboniltetraidro-secamina. (G)Didesmetoxicarboniltetraidrosecamina. (H) Compactinervina (I) N-
acetilaspidospermidina. (J) O-metilaspidospermina. (K) 3a-Aricina. (L) Ioimbina. (M) O-acetilioimbina. (N) Excelsinidina

(C)R =R =CO Me; R =H
{D}R cn w:n R —H
{E]FL R mwc R —0OH
(FIR C'DM-:: R=H; R =OH
{G}RI R = RL=DH

(B)

Et

{I‘.IR R=H:R = CE}ME
{J}R HR OHR COMe

MeO,C |

Fonte: Autor (2024). OH
MeQ,C
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Figura 8 - Alcaloides isolados das cascas dos caules de A. excelsum. (A) Isoreserpilina. (B) Reserpilina. (C) 3a, 20B-corinan-17-ol. (D) 10-metoxi- corinan-17-ol. (E) 10-
metoxi-158S,16S-E-isositsiriquina. (F) N-6xido-15S,16S-E-isositsiriquina. (G) 30,150 -10-metoxi-geissosquizol. (H) E-15S,16S-isositsiriquina. (I) Substancia G - 2FBC-
4-A.

(A) (B) (©)

H,CO

Fonte: Autor (2024).
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3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo Geral

Avaliar o perfil quimico e as atividades antimicrobiana, antioxidante, antimalarica e

citotoxica dos extratos das cascas de Aspidosperma excelsum Benth.

3.2 Objetivos Especificos

Verificar os principais metabodlitos presentes nas cascas do caule de Aspidosperma
excelsum Benth através da analise fitoquimica preliminar;

Realizar o fracionamento dos extratos brutos ¢ identificar os constituintes das fragdes
obtidas através da técnica de APCI-MS/MS e RMN de 'H;

Quantificar o teor de compostos fendlicos totais nos extratos brutos de 4. excelsum;
Avaliar a atividade antioxidante dos extratos pelo método do sequestro dos radicais
livres DPPH" e ABTS™, e redugdo do ferro (FRAP);

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos, utilizando o método de
microdilui¢do em caldo, frente a Staphylococcus aureus, Streptpcoccus pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Burkholderia cepacia,
Candida albicans e Candida parapsilosis;

Investigar a agdo antimalarica in vitro e citotoxica dos extratos brutos de A. excelsum.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e preparacio dos extratos

As cascas secas de 4. excelsum (Carapanatba) foram obtidas em comércio no municipio
de Itacoatiara, Amazonas (3° 8" 31" Sul, 58° 26’ 33" Oeste), em 17 de janeiro de 2023. Para a
obten¢do dos extratos brutos, 261,98g de material vegetal pulverizado foram submetidos a
extracdes a frio em 500 mL de solvente organico, por um periodo de 24 horas para cada
solvente, a temperatura ambiente (27°C £ 1). Foram utilizados os solventes: Hexano,
Cloroférmio, Acetato de Etila e Metanol, totalizando um volume de 1500 mL por solvente. O
filtrado foi concentrado em Rotaevaporador (FISATOM, modelo 801) sob pressdo reduzida a
40°C e 40 RPM e transferido para frascos de vidro. Este processo forneceu os extratos de
polaridade distintas, codificados como: hexanico (EH-Aex), cloroformico (EC-Aex), de acetato

de etila (EA-Aex) e metanolico (EM-Aex).

4.2 Analise Quimica
4.2.1 Prospecg¢ao Fitoquimica

A investigacao das principais classes metabolicos presentes nos extratos brutos foi
realizada de acordo com os procedimentos descritos por Matos (1997). Os testes qualitativos,
constituidos por uma série de reagcdes quimicas e métodos cromatograficos, foram utilizados
afim de detectar a presenca de antocianinas, antocianidinas, flavonoides, leucoantocianidinas,
catequinas, flavonas, alcaloides, antraquinonas, antronas, cumarinas, fenois, taninos,

triterpenos, esteroides e saponinas, seguindo as condic¢des estabelecidas no Quadro 5.
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Quadro 5 - Condigdes estabelecidas para a analise fitoquimica preliminar

Classe de Metabolitos

Teste/Reagente

Resultados Indicativos

Antocianinas e

Colorag@o Azul-purpura

Antocianidinas
Coloragdo Amarela: Flavonas, flavonois e
Adicdo de NaOH (1M) até pH
1" xantonas,
Flavonoides Coloragdo Vermelho ptrpuro: Chalconas
€ auronas;
Coloragdo Vermelho laranja: Flavononois;
Leucoantocianidinas Adicio de HCI (1 M) até pH 2 pH 2: Coloragdo Vermelha
Catequinas NaOH (1 M) pH 11, seguido de pH 2: Coloragdo Pardo amarelada
Flavonas aquecimento durante 3 min pH 11: Coloragdo Vermelho alaranjada
*Revelacdo com Reagente Coloragdo Alaranjada
Dragendorff
Alcaloides Reacdo de precipitagao:
HCI (0,1 M) + Reagente Precipitado na cor alaranjada
Dragendorff;
Antraquinonas Coloragao vermelha
* Revelagao com KOH 10%
Antronas Coloragao amarela
* Observacgdo sobre a luz UV
Cumarinas (360 nm) Coloragao azul
Revelador - NaOH (10%) e
KOH (10%)
Fenois o Precipitado Azul a vermelho
Reacdo de precipitacdo com : . : —
_ ) Hidrolisaveis: precipitado azul escuro;
Taninos adi¢do de FeCls o
Condensados: precipitado verde
Triterpenos ) Parda até vermelha
) Reagdo de Liebermann-Buchard .
Esteroides Azul evanescente seguida de verde
Saponinas Agitag@o intensa Espuma persistente

*M¢étodo cromatografico. Fonte: Autor (2024).

4.2.2 Fracionamento Cromatografico

O extrato cloroférmico (EC-Aex; 2 g) foi submetido & Cromatografia em Coluna (30

mm x300 mm Vidrolabor) utilizando-se como fase estaciondria a silica gel 60 Merck (55,6 g) e

como eluentes, os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puro, em

misturas binarias na proporc¢ao 90:10, originando 158 fragdes. As fragdes foram avaliadas por

cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), com o uso de cromatofolhas de silica




Figura 9 — Fracionamento Cromatografico de EC-Aex
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gel Merck (2mm), eluidas por diclorometano-metanol (9:1) e reveladas através da radiagdo
ultravioleta, nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e pelos reagentes de Dragendorff e
Acido sulfurico (10%). O processo de fracionamento ocorreu conforme a Figura 9.

Para a fragdo 1-4 (166,7 mg) utilizou-se coluna (30 mm x300 mm Vidrolabor) em silica
gel 60 Merck (45,3 g) com fase movel (FM) os solventes hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol nas mesmas propor¢des utilizadas anteriormente, originando 38 fracdes, das
quais, a fracao 1-4.6 (12,6 mg) foi fracionada em uma pipeta Pasteur usando como FM uma
mistura bindria composta de diclorometano e metanol (9:1), originando a substincia
Fr2ClAex1-4.6.1. Em seguida, a amostra foi analisada por Espectrometria De Massa Com
Tonizagdo Quimica A Pressdo Atmosférica (APCI-MS) e Ressonancia Magnética Nuclear De
Hidrogénio (RMN 'H).

A fragdo 52 foi fracionada com pipeta Pasteur de vidro (250 mm x 230 mm) em silica
gel 60 Merck (500mg) usando como FM acetato de etila (2 mL), originando duas fragdes.
Destas, a frag@o codificada como CFr1ClAex52, foi isolada em forma de cristal e na sequéncia

foi analisada por APCI-MS e RMN-H!.

EC-Aex

CC* - Eluentes: Hex. / CHzClZ AcOEt/ MeOH
CCDC** - Eluentes: CHzClz/ MeOH
158 Fracoes

v v
FrClAex52 FrClAex1-4

CC* - Eluentes: AcOEt
CCDC** - Eluentes: CH_Cl_/ MeOH CCDC** - Eluentes: CHzClZ/ MeOH
2 2

L 4
) CFri1ClAex52 FriClAex 1-4.6

CC* - Eluentes: Hex. / CHzClZ / AcOEt/ MeOH

v APCI-MS*¥*
v RMN H##es

CC* - Eluentes: Hex. / CHZCl2 / AcOEt/ MeOH
CCDC** - Eluentes: CHZClz/ MeOH

Fr2ClAex 1-4.6.1

CC*: Cromatogradia em Coluna; CCDC**: Cromatografia em Camada Delgada comparative; APCI-MS***: Espectrometria de Massas,
Ionizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica; RMN TH****; Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio. Fonte: Autor (2024).

4.2.3 Espectrometria de Massas (APCI-MS)

Os espectros de massas das fragdes e extratos brutos (1mg/mL) foram adquiridos por

infusdo direta em espectrometro ion trap LCQ Fleet™ (Thermo Scientific) operando nos

modos positivo e negativo. O aparelho foi equipado com fonte de ionizagdo APCI (Ionizagao
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Quimica a Pressdo Atmosférica) e programado para monitorar a faixa de m/z 100-1000 Da. Foi
utilizado os seguintes parametros de operacao: sonda (capilar), tensdo de 4,5kV (modo positivo)
e 3,8 kV (modo negativo); nitrogénio (30 psi); gas de secagem (5 psi); temperatura da fonte
250°C; e lentes offset e tibulos capilares em 35 V e 75 V, respectivamente. Os espectros obtidos

foram analisados através do software X-Calibur® 2.0.7.

4.2.4 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) foram
registrados em um espectrometro Bruker Avance III HD, operando em 500,13 MHz e equipado
com sonda multinuclear de Smm (BBFO Plus SmartProbeTM), com gradiente de campo na
direcdo Z. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCl3) e o
tetrametilsilano (TMZ) foi utilizado como referéncia interna. Os sinais de deslocamentos
quimicos (0) foram expressos em ppm relativos ao TMZ. Para o processamento dos dados foi

utilizado o programa MestReNova.

4.3 Avaliacio in vitro da atividade antimicrobiana

A concentracdo minima inibitoria (CIM) foi determinada por meio da técnica de
microdilui¢do em caldo, conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (CLSI, 2017). Os extratos (3,2mg/mL) foram avaliados na faixa de concentragdes entre
1600 a 1,56ug/mL, em duplicata, frente a cepas padrao provenientes da “American Type Culture
Collecion” (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptpcoccus pneumoniae ATCC
49619, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Burkholderia cepacia ATCC 17759, Candida albicans ATCC
80193 e Candida parapsilosis ATCC 22019. Neste ensaio foram utilizadas microplacas
esterilizadas com 96 pocos, onde foram adicionados os extratos brutos diluidos (1:2) em caldo
RPMI-1640 e o indculo (100uL, contendo 2,5x10° células/mL), o controle positivo contendo o
meio de cultura e o indculo bacteriano e o controle negativo contendo apenas o meio de cultura
(Figura 10). As microplacas placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. A CIM dos extratos
de A. excelsum foi estimada como a menor concentragao de extrato, expressa em pug/mL,
necessaria para causar inibi¢do de 50% do crescimento microbiano comparado a um pogo

controle de crescimento livre de antimicrobianos.
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Figura 10 - Disposi¢@o das amostras, controle positivo e negativo na placa Elisa

1600 pg/mL Dilui¢oes 1:2 1,56 pg/mL

>

CO0000000- ;
00000000~
OC0000000-
O0000000-
O0000000-
OCO0000000-
OCO0000000-

Amostra em I:_
duplicata

@

@]

m

OC00000-
O00000: -
O0O0000*
000000

-

®

O000000-

O
O
O
O

ag

O
O
O
O
O

O Controle Positivo O Controle Negativo RPMI-1640 + Microrganismo
+ Extrato

Fonte: Autor (2024).

4.4 Teste de Atividade Antioxidante e Fenolicos Totais
4.4.1 Determinagdo do Teor de Fenolicos Totais (FT)

A quantificagdo de compostos fenolicos totais foi realizada, em triplicata, por meio do
método espectrométrico (Bel Photonics, UV-M51) utilizando o reagente Folin-Ciocalteu
(Velioglu et al., 1998). Para tal, foram adicionados 200uL dos extratos (1mg/mL) a 1500uL do
reagente Folin Ciocalteu, seguida da adicdo do mesmo volume de carbonato de sddio (6%).
Apo6s 90 minutos na ausencia de luz, a absorbancia foi medida a 725 nm. Uma curva padrao de
4cido galico, nas concentragdes entre 31,25 a 250 ug-mL!, foi obtida (y = 0,0053x - 0,0422,
R?=0,9993) e os resultados expressos em miligramas de equivalentes de acido galico por grama

de amostra (mg GAE g™).

4.4.2 Avaliagdo in vitro da Capacidade Antioxidante

O potencial antioxidante dos extratos de A. excelsum, foi avaliado mediante a sua
capacidade de sequestro dos radicais DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS" (2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), e poder de reducao do Ferro (FRAP) em
espectrofotometro UV/VIS (Bel Photonics, UV-M51). Foram preparadas uma curva de
calibragdo para a conversdo dos valores de absorbancia em concentragdo. O Trolox (100 a
1500uM) foi utilizado como antioxidante de referéncia para os métodos de DPPH e ABTS, e

os resultados expressos em micromolares de equivalentes de Trolox (uM TE). O Sulfato ferroso
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(0 a 800 uM) foi utilizado como padrao no teste de redugdo do ferro e os resultados foram
expressos em micromolares de Sulfato ferroso por grama de amostras (UM Fe?'/g).

A avaliacao por meio do método de DPPH" foi realizada segundo Molyneux (2004),
com alteracdes para a leitura em espectrofotometro. Foram adicionados 100uL dos extratos
(1mg/mL) a 3900puL da solugdo metanodlica de DPPH' (100uM; Abs de 0,996), em triplicata. A
leitura das absorbancias foi realizada a 515nm apds a incubagdo por 30 minutos na auséncia de
luz. A curva padrao de Trolox para este ensaio foi y =-0,0006x + 0,923 (R? =0,9999).

Para o ensaio com o radical ABTS™, 30uL dos extratos (1mg/mL) foram adicionados a
3000 pL da solugdo radicalar (Abs de 0,700), em triplicata, com posterior armazenamento na
ausencia de luz durante 6 min. A leitura da absorbancia foi realizada a 734 nm (Re et al., 1999).
A curva padrao de Trolox foi y =-0,0003x + 0,9179 (R? = 0,9992).

Pelo método FRAP, a capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada segundo os
procedimentos descritos Rufino (2006), com modifica¢des. O reagente FRAP foi preparado a
partir de 100mL de tampao acetato 0,3M (pH 3,6), 10 mL de 2,4,6-tris (2-pyridyl) -S-triazina
(TPTZ) 10,0 mM e 10 mL de Cloreto férrico (FeClz) 20 mM. As amostras (90 puL), solubilizadas
em metanol a Img/mL, foram adicionadas a 270 puL de 4gua destilada e 2,7mL do reagente
FRAP, em triplicata, e posteriormente incubadas em estufa a 37°C (Labor SSA-150L) por 30
minutos. Apds o tempo de incubagao, as absorbancias foram medidas no comprimento de onda
igual a 593 nm (Benzie; Strain, 1996). A curva padrdao de Sulfato ferroso foi y = 0,0011x +
0,1515 (R*=0,9896).

4.5 Avaliacio da atividade antiplasmaédica in vitro frente a cepas do Plasmodium
falciparum

A atividade antiplasmodial foi avaliada frente a cepas 3D7 (sensivel a cloroquina). Os
extratos (Img) foram solubilizados em dimetilsulféoxido (DMSO) e depois diluidos com meio
RPMI-1640 até concentragdes finais de DMSO <1%.

As amostras (100 uL) foram plaqueadas em microplacas estéreis de 96 pocos, em
duplicata, e submetidas a diluicdes seriadas na propor¢ao de 1:2. Em seguida, foram
adicionadas as placas 100 pL de culturas, com parasitemia de 1-1,5% e 2% de hematocrito (1%
final), para posterior incubagdo a 37°C por 72 h. Como controle positivo foi utilizado a
Cloroquina e o crescimento dos parasitos foi determinado de a partir da mensuracdo da
atividade, por espectrofotometria, da enzima lactato desidrogenase do parasita (pLDH)

(Makler; Hinricks, 1993).
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Para o screening inicial da atividade antimaldrica as culturas tratadas com os extratos,
foram ressuspensas e 20 pL de cada pogo foram adicionadas a uma nova microplaca contendo
100 pL do reagente MALSTAT (TritonX-100 a 0,125%, Litium L-lactato 130 mM, tampdo Tris
30 mM e dinucleotideo 3-acetilpiridina adenina — APAD 30 mM, com pH 9, ¢ PES/NBT,
preparado a partir do azul de nitrotretazdlio 1,96 mM e etosulfato fenazina 0,24 mM). Apos
esse processo, a placa foi incubada a temperatura ambiente e na auséncia de luz por 15 minutos,
para posterior leitura em Leitora de microplaca (Synergy4, BioTek) no comprimento de onda
de 650 nm. Os resultados de inibicdo do parasito foram expressos em percentual e a
determinagdo da concentracdo inibitéria de 50% (Clso) dos parasitas em relagdo aos pocos foi

calculada com o auxilio do software Gen5 1.10.

4.6 Ensaio in vitro de citotoxicidade em macroéfagos

A avaliagdo da citotixicidade dos extratos foi realizada frente a linhagem J774 de
macrofagos murinos, cultivada em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado com soro fetal bovino (10% v/v), L-glutamina, vitaminas e aminodcidos em
frascos de 75 cm? a 37°C. Os extratos foram solubilizados em DMSO e diluidas em meio de
cultura nas concentragdes entre 100 a 1,56 uM.

As células J774 foram tripsinizadas, lavadas e plaqueadas na concentragio de 4x10*
células/poco em microplacas de 96 pocos, que foram incubadas por 24h a 37° C e 5% de CO..
As células foram submetidas teste com amostras anteriormente preparadas, nas diferentes
concentragdes, do grupo controle (Violeta genciana) durante 72h, nas mesmas condi¢des
relatadas acima e em duplicata. Apds o periodo de incubagdo, foram adicionados 100 pL de
CellTiter-Glo® para a analise de viabilidade células por luminescéncia em leitora de
microplaca. O CellTiter-Glo® realiza esta avaliacao por meio da presenca de ATP, que se liga
a luciferina, gera o complexo oxiluciferina e ocasiona a luminescéncia (Souza, 2021). A
concentragdo citotoxica de 50% (CCso) foi obtida a partir de leituras em dois experimentos

independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Rendimento dos extratos das cascas de A. excelsum

O rendimento em percentual dos extratos apresentou uma variagdo entre 0,20% a 6,24%
(Tabela 1). Do material vegetal, constituido de 261,98¢g utilizado para a obtengao do extrato, o
menor rendimento foi obtido com o uso do solvente de menor polaridade (hexano), de modo

que o extrato metandlico, de maior polaridade, obteve maior rendimento.

Tabela 1 - Rendimento dos extratos brutos

Extrato Massa (g) Rendimento (%)
EH-Aex 0,5464 0,20
EC-Aex 4,3228 1,65
EA-Aex 1,2802 0,48
EM-Aex 16,3655 6,24

EH-Aex: hexanico; EC-Aex: cloroférmico; EA-Aex: acetato de etila; EM-
Aex: metanodlico. Fonte: Autor (2024).
5.2 Analise quimica
5.2.1 Triagem Fitoquimica dos extratos
Através da triagem fitoquimica dos extratos das cascas de A. excelsum (Tabela 2), foi
possivel identificar a presenca de alcaloides, antronas, triterpenos e esteroides.
A presenga de alcaloides em todas as amostras analisadas corrobora com os dados da
literatura referentes a espécie 4. excelsum e outras espécies de Aspidosperma, uma vez que 0s
alcaloides do tipo indodlicos sdo considerados marcadores quimiotaxondmicos para a

classificagcdo botanica do género (Pereira et al., 2007).
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Tabela 2 - Resultados da prospeccao fitoquimica dos extratos das cascas de A. excelsum para diferentes
classes de metabdlitos.

Classe de Metabdlitos EH-Aex EC-Aex EA-Aex EM-Aex

Antocianinas ¢ Antocianidinas - - - -
Flavonoides - - - -
Leucoantocianidinas - - - -
Catequinas - - - -
Flavonas - - - -
Alcaloides + + + +
Antraquinonas - - - -
Antronas - + - -
Cumarinas - - - -
Fenois - - - -
Taninos - - - -
Triterpenos - + + +
Esteroides + - - -

Saponinas - - - -

(+): Positivo; (-): Negativo. EH-Aex: hexanico; EC-Aex: cloroférmico; EA-Aex: acetato de etila;
EM-Aex: metandlico. Fonte: Autor (2024).

Os testes para esteroides e triterpenos foram positivos para os extratos hexanicos,
cloroférmico, acetato de etila e metanolico. De acordo com os estudos conduzidos por Alves
(2007) e Santos et al. (2009), foram identificadas estas classes no extrato etanolico das cascas
de A. subincanum Mart. Mais tarde, Aquino (2012) isolou uma mistura de esteroides
estigmasterol, sistosterol e campesterol de A. macrocapon.

Neste estudo, apenas o extrato cloroférmico testou positivo para antronas. Esta classe
foi identificada no extrato metanolico das folhas de 4. pyrifolium Mart. (Barbosa, 2014).

Na prospecgao fitoquimica realizada por Alves (2007), o teste do p6 das cascas de A.
subincanum foi positivo para esteroides, triterpenoides, saponinas, taninos, alcaloides,
cumarinas e resinas, e negativo para flavonoides.

No extrato hidroetandlico das cascas de 4. excelsum ha relatos da presenca de alcaloides,
saponinas, agucares redutores, fenodis e taninos, bem como a auséncia de metabolitos como
quinonas, terpenos e flavonoides (Gomes, 2011). A partir deste estudo, nota-se as diferengas
de classes detectadas na mesma espécie, no entanto, ¢ fundamental salientar que a presenca e a

concentracdo dos metabdlitos estdo intrinsecamente vinculadas as peculiaridades do solo, ao
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clima e a outros elementos ambientais (Mendonga ef al., 2015). Além disso, as caracteristicas
do solvente utilizado definem quais compostos serdo preferencialmente extraidos (Simdes et
al., 2010).

Os metabolitos presentes nas espécies vegetais apresentam uma variedade de fungdes
biologicas, entre as quais: os alcaloides possuem potencial antibacteriano, antiflingico,
antiplasmodico e antitumoral; os taninos sdo compostos que exibem acdo antioxidante, e as
saponinas desempenham fun¢des antiflingicas, antimicrobianas, antiparasitdrias, antivirais,
citotoxicas e antitumorais; os compostos fenolicos apresentam capacidade de neutralizar

radicais livres, ou seja, tém agdo antioxidante (Mello; Santos, 2001; Simdes et al., 2010).

5.2.2  Constituintes Quimicos identificados por APCI-MS

A espectrometria de massas (ANEXOS A-B) foi utilizada com o intuito de identificar
os metabolicos nos extratos, sem a necessidade de isolamentos destes compostos. A
identificaciio foi realizada por meio da espectrometria de massas sequencial (MS?) em conjunto
com os dados de MS, consultados na literatura referentes a 4. excelsum e outras espécies
pertencentes ao mesmo género ou familia. A tabela 3, apresenta os dados obtidos nas moléculas

identificadas nas amostras analisadas.

Tabela 3 - Substancias identificadas através da APCI-MS

A e m/z m/z ) A
Amostra Substincia [M+H]*  [M-H|- MS Referéncia
EH-Aex Espruceanumina B 439 - 379, 351 Br0\17v9n6g al.,
10- 120 o251, aeon
Metoxidihidrocorinanteol 214, 168 Schmid, 1967
11-Metoxiioimbina 385 - 174, 159 Mlle;%‘”"
EM-Aex  Acido 2-hidroxi-3-O-B- Nogueira, 2014;
D-glicopiranosiloxi- - 315 153; 109 Cavalcante,
benzoico 2023
Acido 9,12,13- trihidroxi- 313,312,  Ditwell: Sem;
C . - 327 Luke; Kakoma,
10,15- octadecadiendico 234
2023
EC-Aex 173, 127,  Bitwell; Sem;
EA-Aex Acido Quinico - 191 109, 93, Luke; Kakoma,
EM-Aex 85 2023

EH-Aex: hexanico; EC-Aex: cloroformico; EA-Aex: acetato de etila; EM-Aex: metandlico. Fonte: Autor
(2024).
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No espectro de EH-Aex (Figura 11), a fragmentagao do ion molecular m/z 439 [M+H]
", forneceu padrdes de fragmentagdo caracteristicos de espruceanumina B (Figura 12). O pico
em m/z 379 foi formado com a perda do oxido de etileno (CH3CO>H, 60 Da). A via de
fragmentacao do ion m/z 351, por sua vez, se da pela desintegragao do anel E (Retro-Diels-
Alder), com a perda de 28 Da, correspondente a eliminacdo de uma molécula de eteno
(CH2=CH>). Estes padrdes de fragmentagao, sdo compativeis com a dos alcaloides plumeranos,
como 21-oxo-aspidoalbidine, previamente isoladas de Aspidosperma exalatum (Brown et al.,
1966). Esta substancia foi isolada e identificada em fragdes do extrato hexanico das sementes

de A. spruceanum e metandlico das cascas do caule de 4. spruceanum (Oliveira, 2008).

Figura 11 - Espectro MS/MS obtido para a substancia Espruceanumina B
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Figura 12 - Proposta de fragmentacéo do ion m/z 439 para a formagéo dos ions m/z 379 e 351
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Fonte: Autor (2024).
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O espectro de massas do extrato metanodlico evidenciou a presenca dos ions m/z 329 e
385 [M+H] 7, ja relatados na literatura. O pico m/z 329 (Figura 13), quando fragmentado,
apresentou os ions m/z 286, 251, 214 e 168, sugestivos do composto 10-
metoxidihidrocorinanteol (Dastoor; Gorman; Schmid, 1967) (Figura 14). Este alcaloide, foi

anteriormente isolado das cascas do caule de Aspidosperma dicolor A. DC (Dastoor; Gorman;

Schmid, 1967).

Figura 13- Espectro MS/MS obtido para a substancia 10-metéxidihidrocorinanteol
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Figura 14 - Alcaloide 10-metoxidihidrocorinanteol
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Fonte: Autor (2024).

O ion protonado de m/z 385 [M+H] " (Figura 15), correspondente a 11-metoxiioimbina,
quando fragmentado gerou picos em m/z 174 e 159 (Figura 16). No processo de fragmentagao
dessa molécula foi observado uma elevada perda de massa (211 Da) resultante da eliminagdo
inicial do terpeno por clivagem Retro Diels-Alder, seguida da quebra do anel C (Aratjo, 2022;
Miet et al., 1977). O pico em m/z 159 ¢é referente a perda de 15 Da, ocasionada pela eliminacgao
da metila (-CHz3). Este tipo de perda ¢ importante para caracterizar metoxilas adjacentes na

estrutura (Tavares, 2004). Esta substancia foi detectada por Aratjo (2022) nas fragdes
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alcaloidicas das cascas de A. marcgravianum e A. nitidum, utilizando a espectrometria de
massas, e isolados do extrato metanolico das cascas do caule e sementes de A. spruceanum por

Oliveira et al. (2009).

Figura 15 - Espectro MS/MS para a substancia 11-metoxiioimbina
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Figura 16 - Proposta de fragmentacéo do ion m/z 385 para a formagao dos ions m/z 174 ¢ 159

H
C +
N N
N\ H+: \VV
H H
o OH o OH
/O / 0
C22H28N204 C22H29N204
m/z 384 m/z 385
H
’N ——\L
N
0 Z OH
/o

- | T |

H -CH, H

Cy4H;,NO
m/z 174

C,oHgNO
m/z 159

Fonte: Autor (2024).

No espectro de massas, modo negativo, do extrato metanolico foi observado os picos

dos ions m/z 315 e 327 [M-H] ". A molécula desprotonada [M-H]~em m/z 315 (Figura 17),
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quando fragmentada exibiu os picos em m/z 153 e 109 (Figura 18). O pico m/z 153 foi gerado
a partir da eliminagdo de uma molécula de glicose (162 Da). Com a saida do CO (44 Da)
ocorreu a descarboxilacao e formagao do pico m/z 109. O composto de formula molecular
C13H1609, pode tratar-se do acido 2-hidroxi-3-O-B-D-glicopiranosiloxi-benzdico, um derivado
do 4cido salicilico, isolado e identificado das sementes de A. pyrifolium (Nogueira, 2014;

Cavalcante, 2023) e das folhas de Vinca minor (Apocynaceae) (King; Gilks; Partridge, 1955).
Figura 17 — Espectro MS/MS obtido para o Acido 2-hidroxi-3-0-B-D-glicopiranosiloxi-benzoico
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Figura 18 - Proposta de fragmentagdo do ion m/z 315 [M-H] ~para a formagao dos picos m/z 153 ¢ 109
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O pico m/z 327 [M-H] ~ (Figura 19), apresentou os fragmentos de m/z 313, 312 e 234,
que de acordo com os dados da literatura sdo caracteristicos do Acido 9,12,13- trihidroxi-10,15-
octadecadienoico (Ci1sH320s5) (Figura 20). Esta substancia foi identificada no extrato metanolico
das raizes de Diplorhynchus condylocarpon (Miill.Arg.) Pichon (Bitwell; Sem; Luke; Kakoma,
2023).



Figura 19 - Espectro de MS/MS para o Acido 9,12,13- trihidroxi-10,15- octadecadiendico
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Figura 20 - Estrutura do Acido 9,12,13- trihidroxi-10,15- octadecadiendico
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Fonte: Autor (2024)

No espectro de massas dos extratos EC-Aex, EA-Aex e EM-Aex, foi observado o pico
de uma molécula desprotonada em m/z 191 [M-H] - (Figura 21). Os dados espectrais
demonstraram padrdes de fragmentagdo caracteristicos do &cido quinico (C7H120s). Os dados
de MS? exibiram picos de m/z 173, 127, 109, 93 e 85 (Figura 22). O pico de m/s 127 indica uma
desidratacao e descarboxila¢ao simultaneas, logo os picos de m/z 173 e 127, foram formados a
partir da perda de 18 e 46 Da, devido a eliminagdo de uma molécula de agua e dioxido de
carbono, respectivamente. O ion m/z 109 foi gerado apos a eliminagdo de uma molécula de
agua, com perda de 18 Da, e de m/z 93 em decorréncia a perda de um atomo de oxigénio.
Fragmentos de m/z 93 e 85, podem também ser resultantes de clivagens do anel ciclohexano.
O 4cido quinico foi identificado no extratro metandlico das cascas do caule de Diplorhynchus
condylocarpon (Miill.Arg.) Pichon (Bitwell; Sem; Luke; Kakoma, 2023) e na polpa do fruto de
Ambelania duckei Markgr (Corréa et al., 2023), ambas as espécies pertencentes a familia

Apocynacae.



Figura 21 - Espectro MS/MS do Acido Quinico
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5.2.3 Caracterizacdo estrutural da amostra Fr2ClAex 1-4.6.1
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A substancia codificada como Fr2ClAex1-4.6.1 (4mg) apresentou-se como um so6lido

amorfo amarelo/alaranjado. A anélise por APCI-MS (ANEXO C), no modo positivo, indicou a

presenca de um pico de maior intensidade correspondente ao ion m/z 429 (m.e 428,). A analise

sequencial de massas forneceu os fragmentos m/z 397, 369, 353 e 220. Tais fragmentacdes sao

coerentes com o alcaloide carapanaubina, de formula molecular neutra C23H25N20s. O pico em

m/z 397 foi gerado devido perda de 32 Da, referente ao fragmento CH3;OH. Os fragmentos m/z

369 e 353, foram resultantes da perda subsequente de carbonila (CO, 28 Da) e metano (CHa,
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16 Da), respectivamente. A partir de uma segunda via de fragmentagao foi gerado o pico m/z

220, com perda de 209 Da, ocasionada devido a clivagem do anel C (Figura 23).

Figura 23 - Proposta de Fragmentagdo da amostra Fr2ClAex1-4.6.1

N 0 m/z 369

m/z 220

m/z 353

Fonte: Autores, 2024.

O espectro de RMN 'H da subfracio Fr2ClAex1-4.6.1 (ANEXO A) apresentou sinais
com deslocamentos quimicos que sugerem a presenca de grupos metoxila, grupo carbometoxi
e hidrogénios aromaticos, metilicos, metilénicos e metinicos. A integragdo de sinais de RMN
'H indicou a presenca de 28 dtomos de hidrogénios, nas regides entre 1,13 e 7,49 ppm, que
foram comparados com os dados da literatura (Tabela 4).

Foram observados sinais de dois simpletos, integrado para trés hidrogénios, em ou 3,87
e 3,85, correspondentes a duas metoxilas. Na regido de aromaticos, foram evidentes os sinais

de dois simpletos em ou 6,82 e 7,07, integrado para um hidrogénio, com acoplamento em para
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(J =0 Hz). A presenga de apenas esses dois hidrogénios nesta regido pode indicar que esse anel
benzénico apresenta dois substituintes na posi¢do orfo e meta. Provavelmente, tais substituintes
sdo as duas metoxilas mencionadas anteriormente, o que sugere a presenca de um anel indolico.

Em o 7,49 (H17), foi observado o sinal de hidrogénio mais desblindado devido a
presenca do 4&tomo de oxigénio, um elemento bastante eletronegativo, provavelmente ligado a
um 4tomo de carbono sp®. O espectro indicou ainda a presenca de um sinal em &y 2,10,
integrado para trés hidrogénios, relacionado a uma metila desprotegida, devido a proximidade
com um atomo retirador de elétrons. Na regido de 3,68 ppm, foi identificada também a presenca
de um sinal, com integrag@o para trés hidrogénios, correlacionada a mais uma metéxila ligada
a um carbono carbolinico. Sinais de hidrogénios metinicos foram observados em oy 1,71, 2,20
e 2,35, na forma de multipletos, e em ou 4,23 (dd, J=6,8; 1,3 Hz) e 6u 1,13 (d; 6,8). Foi possivel
observar ainda oito sinais de hidrogénios metilénicos e metilinicos em oy 1,69 (dt; J=3,7; 4,90;
13,25) e 2,26 (dd; J = 2,23; 6,60; 8,30), 0n 2.84 (dd, J=11.5e 6.1 Hz) ¢ 2.31 (d, /= 11,20), ou
2,40 ¢ 2.34 (dd, J=17,6; 2.1 Hz), ¢ 2,10 (m) e 1,25 (m).

O conjunto de dados espectrais obtidos (Tabela 4) sugerem que composto Fr2ClAex1-
4.6.1, possa ser identificado como a carapanaubina (Figura 24). Este alcaloide inddlico foi
isolado anteriormente das cascas de Aspidosperma nitidum Benth e de espécies do género

Rauwolfia, familia Apocynaceae (Sales, 2019; Kumar et al., 2016).



Tabela 4 - Dados de RMN 'H da substancia Fr2ClAex1-4.6.1
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H Fr2ClAex1-4.6.1 Carapanaubina®
on on
1 - -
2 - -
3 - -
4 2.20 (m) 2,25 (m)
5 - -
2,4 2,4
6 2.34 (dd, J=17,6; 2.1 Hz) 3,28 (dd; J=1,97; 8,60)
; 1,69 (dt; J=3,7; 4,90; 13,25) 1,99 (dt; J = 3,68; 4,50; 13,22)
2,26 (dd; J=2,23; 6,60, 8,30) 2,26 (dd; J = 2,20; 6,50; 8,70)
8 - -
9 7.07 7,13
10 - -
11 - -
12 6.82 6,6
13 - -
14 2,12 (m) 2,08 (m)
1,25 (m) 1,11 (m)
15 2.35 (m) 2,75 (m)
16 - -
17 7.49 7,43
18 4,23 (dd,J=6,8¢ 1,3 Hz) H 4,25 (dd; J =1,50; 6,50)
19 1.71 (m) 2,01 (m)
20 28;§c11d(dJ;=1 11.152el§.1) 3,08 (dd; J=11,20; 4,70)
' ’ ’ 2,11 (d; J=11,20)
21 - -
OCH; 3.87 3,83
OCH:3 3.85 3,81
OCH:3 3.68 3,61
22 1,13 (d; 6,8) 1,23 (d; 6,50)

*Sales (2019). Fonte: Autor (2024).
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Figura 24 - Estrutura proposta para o alcaloide carapanaubina segundo os dados de RMN de H' da amostra
Fr2ClAex1-4.6.1

(|) H1 12

Fonte: Autores (2024).

5.2.4 Caracterizacdo estrutural da amostra CFriClAex52

A amostra CFr1ClAex52 (6mg) foi isolada na forma de um s6lido amorfo branco
solivel em cloroférmio. A andlise por APCI-MS (ANEXO D), no modo positivo, exibiu o pico
da molécula protonada [M + H] " em m/z 397 (m.e 369,4794), compativel formula molecular
elementar C23H28N204. A andlise sequencial de massas forneceu os fragmentos m/z 365, gerado
a partir da perda de uma metoxila (Figura 25) e em m/z 313. Estes fragmentos sdo coerentes

com o espectro de massas descrito para o alcaloide O-acetilioimbina (Nascimento et al., 2018).

Figura 25 - Proposta de fragmentagdo para a obtengdo do ion m/z 365

m/z 397

Fonte: Autores (2024).

O espectro de RMN de 'H de CFr1ClAex52 (Anexo B) indicou a presenca de simpletos
em oy 2.07 e 3.74, integrado para trés hidrogénios, condizente com os hidrogénios metilicos
presentes nos grupos -OCOCH; e -COOCHj3;, respectivamente. O multipleto em 83.96,
integrado para um hidrogénio, evidenciou o hidrogénio H-17 presente em CHOCOCH;3. Foi

observado ainda, um sinal simples integrado para um hidrogénio em 67.57, o qual foi associado
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a hidrogénio ligado ao atomo de nitrogénio no nucleo indodlico. Os dados espectrais foram
comparados com a literatura (Tabela 5) e este composto foi identificado como o alcaloide O-
Acetilioimbina (Figura 26). Esta substancia ja foi isolada anteriormente das cascas do caule e
das raizes de A4. excelsum (Benoin et al., 1967; Verpoorte et al., 1983).

Tabela 5 - Dados de RMN de 1H (500,13 MHz, Cloroférmio-d) para a fragdo CFr1ClAex52,
comparados com os valores descritos na literatura para O-Acetilioimbina

CFri1ClAex52 O-Acetilioimbina*
H
OH OH
1.28 (s, 2H) -

1.65 (s, 3H) -
OCOCH3 2.07 (s, 3H) 2.08 (s, 3H)
2.20 (s, 2H) -
3.52 (s, 9H) -
3.70 — 3.65 (m) -
COOCH3 3.74 (s, 3H) 3.70 (s, 3H)
3.76 (s, J = 11.4 Hz, 3H), -
3.83 (s, 2H) ;
CHOCOCH; 3.96 (m, 1H) 5.40 (m, 1H)
17

6.50 (s, 1H) -
7.07 (s, 1H) -
7.34 (s, 2H) -
7.49 (s, 1H) -
NH §7.57 (s, 1H) 7.82 (s, 1H)
*Benoin ef al. (1967). Fonte: Autores (2024).
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Figura 26 - Estrutura do alcaloide O-Acetilioimbina

Fonte: Autor (2024).

5.3 Atividade antimicrobiana

Como critérios para aceitagdo da atividade foram contempladas as determinagdes
propostas por Holetz et al. (2002), com modifica¢des. Assim, a atividade foi considerada boa
com CIM<100ug/mL, moderada para CIM entre 100 a 500 pg/mL, fraca para CIM entre 500 e
1600pg/mL e inativa quando a amostra ndo apresentar inibicao até¢ a maior concentragao testada
(CIM >1600pg/mL).

A partir da analise dos resultados constatou-se que os extratos ndo apresentaram
atividade inibitéria frente as bactérias nas diluicdes testadas (CIM > 1600 ug/mL). Apesar de
nao haver dados referentes atividade antibacteriana de extratos de A. excelsum, outras espécies
de Aspidosperma foram avaliadas quanto a este potencial, bem como para a 4. marcgravianum,
que ¢ considerada um sinénimo da espécie estudada.

No estudo realizado Oliveira et al. (2009), os extratos etanolicos da casca do caule das
A. polyneurum, A. dispermum e A. pyrifolium foram inativas sobre as bactérias S. aureus, B.
subtilis e P. aeruginosa, apresentando a CIM superior a maior concentragdo avaliada no ensaio
(CIM > 1000 pg/mL). Por outro lado, a espécie 4. tomentosum foi apontada como detentora
de atividade antibacteriana fraca frente a S. aureus e B. subtilis, com CIM: 1000 e 500 pg/mL,
respectivamente (Pessini, 2015). O extrato metanolico das cascas da espécie A. marcgravianum
apresentaram boa atividade antibacteriana frente as cepas S. aureus (CIM: 3,1250 pg/mL), S.
epidermes (CIM: 12,550 pg/mL), P. aeruginosa (CIM: 50 pg/mL), E. coli (CIM: 12,5 ng/mL)
(Araujo, 2022).

Em relagdo as leveduras (Tabela 6), o extrato hexanico foi inativo (CIM: >1600ug/mL)

e os demais extratos demostraram fraca atividade a frente a C. albicans, com CIM de
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1600pug/mL. Frente a C. parapsilosis, a amostra EH-Aex apresentou atividade moderada, com
resultados caracteristicos de atividade antifingica nas trés primeiras dilui¢des, sendo a CIM de
400pg/mL. Ja os extratos EC-Aex (CIM: 1600ug/mL), EA-Aex (CIM: 800pg/mL) e EM-Aex
(800ng/mL), apresentaram atividade fraca contra a C. parapsilosis.

Resultados semelhantes a este estudo foram obtidos por Pessini (2015) ao analisar o
potencial antifungico das fracdes das cascas do caule de diferentes espécies de Aspidosperma,
entre elas a 4. macrocarpon e A. pyrifolium, frente aos mesmos microrganismos testados.
Outros estudos descrevem ainda a inatividade dos extratos brutos etanolico de galhos e folhas
de A. ramiflorum e de A. olivaceum contra S. aureaus e C. albicans (Agripino et al., 2004), e
de raizes, caule e cascas de 4. fomentosum frente a ambas espécies de Candida testadas (Pessini,

2015).

Tabela 6 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de A. excelsum

Concentracio das amostras em pg/mL

Cepas
EH-Aex EC-Aex EA-Aex EM-Aex
Candida albicans >1600 1600 1600 1600
Candida parapisilosis 400 1600 800 800

Legenda: EH-Aex: hexanico; EC-Aex: cloroformico; EA-Aex: acetato de etila; EM-Aex: metandlico
Boa — CIM: <100pg/mL; Moderada — CIM: 100 a 500 pg/mL; Fraca— CIM: 500 a 1600pg/mL; Inativa
— CIM: >1600pg/mL. Fonte: Autor (2024).

Entre os metabdlitos encontrados na caracterizagdo quimica dos extratos, os alcaloides
sao apontados como substancias com potencial antifungico (Henrique et al., 2010) pela
capacidade de desestabilizar as membranas biologicas (Soares et al., 2016). Apesar disso, foram
observados resultados pouco promissores. Tais resultados podem estar associados a composi¢ao
quimica dos extratos e aos microrganismos testados.

Segundo Endo et al. (2010), a presenga de biofilmes produzidos pela levedura C.
albicans podem estar relacionadas a resisténcia e/ou inatividade da acdo de antifingicos e
extratos vegetais. Com isto, a atividade antifingica dos extratos e de compostos isolados de 4.
excelsum pode ser analisada frente a outras espécies de fungos. A literatura, por exemplo,
descreve que os alcaloides ramiflorina A e B, isolados do extrato bruto metanolico de A.
ramiflorum, possuem acao frente a Cryptococcuc neoformans com CIM de 3,12-12,5 pg/mL e
12,5-25 pg/mL, respectivamente (Souza et al., 2006). E ainda, que o extrato etanolico do caule

de A. polyneuron foi ativo frente a bactéria Proteus mirabilis (Granato et al., 2005). Tais
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resultados, enfatizam a importancia de investigagdes tanto sobre as diferengas de constituigdo

quimica das amostras quanto a testes em novos microrganismos.

5.4 Teor de fenodlicos totais e atividade antioxidante
Os resultados para o conteudo de fendlicos totais e a atividade antioxidante dos extratos

frente aos trés métodos analisados encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Teor de fendlicos totais e atividade antioxidante pelos métodos de DPPH" e ABTS™" e teor de fendlicos
totais de A. excelsum

Amostras TFT DPPH ABTS FRAP
(mg GAE g) (LM TE) (LM TE) (uM Fe?'/g)
EH-Aex <3125 <100 127,44 +29,87 5,86 + 0,010
EC-Aex  120,89+£226  226,66+2522  936,33+61,28 841,11 0,016
EA-Aex 123,81+ 1,60 160 + 16,66 801,88+ 42,22 816,67 + 0,023
EM-Aex 138,06 0,9 355 + 26,82 876,33 = 20,09 263,32 + 0,004

EH-Aex: hexanico; EC-Aex: cloroformico; EA-Aex: acetato de etila; EM-Aex: metandlico. TFT: Teor de fendlicos
totais. Fonte: Autor (2024).

A partir da analise dos resultados pode-se observar que as amostras apresentam baixo
conteudo de fenolicos totais. O extrato EH-Aex apresentou valor abaixo de 31,25 mg GAE g!
e nos demais extratos, os fenois totais foram quantificados com valores entre 120,89 + 2,26 a
138,06 + 0,9 mg GAE g

Os compostos fenolicos demonstram uma grande quantidade de propriedades
biologicas, no entanto, estas substancias sdo principalmente associadas a sua acao antioxidante
(Rossa, 2013; Degéspari, 2004). Contudo, os resultados obtidos neste estudo ndo constataram
uma correlacdo entre o teor de fenolicos e a atividade antioxidante em ambos os métodos
aplicados.

As técnicas DPPH" e ABTS™ foram utilizadas com a finalidade de avaliar a capacidade
sequestradora de radicais livres dos extratos de A. excelsum. Em ambos os métodos, a
capacidade de reducao dos radicais foi medida por uma curva de calibracao com solugdes de
Trolox.

Os dados de atividade antioxidante frente ao radical DPPH’, permitem verificar que
todos os extratos apresentaram pouca atividade sequestrante. Por meio da curva de calibragdo
com solucdes de Trolox (Figura 27), constata-se que as EA-Aex, EC-Aex e EM-Aex na
concentracdo de 1mg/mL apresentaram atividade menor que 500uM de Trolox. Contudo, a

amostra EH-Aex demonstrou atividade menor que o Trolox a 100uM.
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Figura 27 - Curva padrio de Trolox (Método DPPH")
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Fonte: Autores (2024).

No método ABTS"™, apenas o extrato EH-Aex ndo apresentou atividade antioxidante.
A amostra que demostrou maior capacidade de reduzir o radical foi o extrato EC-Aex com valor
de 936,33 £+ 61,28, seguido dos extratos EM-Aex e EA-Aex, com valores de 876,33 + 20,09 e
801,88 = 42,22 uM TE, respectivamente. Tais resultados destacam que essas amostras

apresentaram atividade similar ao Trolox na faixa de 500 a 1000uM (Figura 28).

Figura 28 - Curva de Calibrag¢do do Trolox (Método ABTS™)
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Fonte: Autores (2024)

Na literatura, informagdes relacionadas a andlise do potencial antioxidantes da espécie
supracitada sdo escassas, no entanto, ha relatos da avaliacao da capacidade sequestrante, frente

ao radical DPPH", em outras espécies pertencentes ao mesmo género.
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Na analise feita por Santos (2016), a fragdo diclorometano dos extratos das sementes de
A. pyrifolium apresentou expressiva inibi¢ao do radical DPPH" (83,68%), com a concentragdo
méxima inibitéria de 50% da concentrag¢io do radical (ICso) de 133,4867 +2,22 pg. mL!.

Aratijo (2022) ao avaliar a capacidade dos constituintes dos extratos e fragdes das cascas
de A. desmanthum, A. marcgravianum e A. nitidum, em capturar radical DPPH" observou que
as amostras analisadas demostraram baixo percentual de inibicdo quando comparada ao padrao
utilizado (Acido Galico). A autora argumenta que as espécies deste género sdo ricas em
alcaloides indo6licos monoterpenoides € que a sintese desses alcaloides esta diretamente ligada
ao estresse oxidativo. Ao considerar que o estresse oxidativo afeta a concentragao de alcaloides
bioativos e no teste do DPPH’, a reatividade do antioxidante ¢ determinada pela concentragdo
dessas moléculas, a baixa atividade antioxidante nas amostras testadas pode ser atribuida
diminui¢do da concentragdo de moléculas com grupos hidroxilas ligadas ao nicleo aromatico
das substancias presente nas amostras avaliadas. Este fato ¢ confirmado ao se considerar que a
elevada acdo antioxidante dos compostos fendlicos resulta da presencga de hidroxilas nos anéis
aromaticos dessas substancias (Martins et al., 2018).

Os resultados obtidos quanto ao poder antioxidante das amostras salientam a
importancia de testes comparativos para a comprovacao da existéncia de atividade antioxidante,
ja que os resultados alteraram conforme a metodologia aplicada. Alam et al. (2023), afirma que
a atividade antioxidante ndo deve ser definida por um tnico método de avaliagdo antioxidante,
uma vez que ha variagdes dos mesmos em diferentes aspectos.

Ambas as técnicas inicialmente aplicadas neste estudo, visam avaliar o potencial
antioxidante in vitro dos extratos de A. excelsum, no entanto, diferem-se devido o ABTS ser
baseado na capacidade dos antioxidantes em reduzir o cation (ABTS™); enquanto o teste do
DPPH’, analisa a presenca de moléculas capazes de doar protons (H') (Araujo,2022; Costa,
2015). Além disso, enquanto com uso do método ABTS" ¢ possivel medir a atividade de
compostos de natureza hidrofilica e lipofilica, j4 o DPPH" s6 ¢ soltivel em meio organico
(Daroncho et al., 2012).

Considerando que as amostras analisadas sdo ricas em alcaloides, justifica-se a maior
atividade destas frente ao cation ABTS™ quando comparada ao DPPH’. Uma vez que estes
compostos se caracterizam pela presenga de nitrogénio, pares de elétrons livres, estruturas
conjugadas e estado de oxidagdo negativo (Vizzotto, 2010; Pelletier, 2001; Gutiérrez-Grijalva
et al., 2020), o que os torna capazes de doar elétrons e estabilizar o radical por meio de

ressonancia e dissipagdo da energia, reduzindo o cation ABTS™ de forma eficiente.
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A atividade antioxidante, medida pelo método FRAP, ¢ determinada a partir da
capacidade das substincias presente nas amostras em atuar como redutoras, produzindo o ion
ferro I (Fe?") a partir do ion ferro III (Fe*"), existente no complexo [Fe (III) (TPTZ),]*" formado
pela adicao do cloreto férrico ao TPTZ (Figura 29) (Benzie; Strain, 1996).

Figura 29 - Redugdo do Ferro presente no Complexo [Fe (III) (TPTZ),]**

FeCl3+TPTZ I = 2 | | X
\
X Pz N X X P N
Tampio acetato | N [ ~N N o | N | AN
~ /N\‘ N N Antioxidante /N\( NN
/Fe(lll) Fe(ll)
N |N NZ NZ N
‘ N\ \N l N\ X ‘ \
= =
[Fe (III)(TPTZ)7]3+ [Fe (II)(TPTZ) ]2+

Fonte: Autor (2024)

De acordo com os dados da Tabela 7, pode-se observar que o extrato que apresentou
maior atividade foi o EC-Aex com 841,11 = 0,016 uM Fe?'/g, seguida do EA-Aex com valor
de 816,67 + 0,023 uM Fe*'/g. Os extratos hexanico (EH-Aex) e metandlico (EM-Aex),
apresentaram valores de 5,86 + 0,010 e 263,32 + 0,004 uM Fe?'/g, respectivamente,
demonstrando baixa atividade antioxidante.

Araujo (2022) detectou poder de redugiio do Fe** dos extratos metandlicos das cascas
das espécies A. desmanthum, A. marcgravianum e A. nitidum, as duas ultimas consideradas
sinonimias da espécie de estudo, com valores 886,83 + 0,001, 741,86 + 0,004 e 699,60 = 0,001
uM Fe?'/g, respectivamente.

Segundo Pereira (2019), alguns compostos fendlicos, possuem agao quelante em metais
de transi¢dao, consequentemente, estas substancias podem inibir a oxida¢do ocasionada por
metais e formacdo de radicais de oxigénio. Este processo ocorre por coordenacdo com Fe?*
através da autooxidagdo ou da formagdo de complexos inativos. Ao considerar classe de
compostos predominantes nas espécies de Aspidosperma, os alcaloides, suas caracteristicas,
assim como as dos compostos fendlicos, podem permitir que estes compostos doem elétrons ou
atuem como agentes quelantes e se liguem ao Fe*”, estabilizando o metal e evitando a formagio
de radicais livres.

Nesta pesquisa, os resultados referentes a atividade antioxidante dos extratos nao

obtiveram uma correlagdo com o teor de fendlicos detectado. Assim, reafirma-se que o potencial
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antioxidante de uma amostra nao pode ser relacionado apenas ao teor destes compostos, sendo

necessario a caracterizagdo estrutural do composto ativo (Tavares; Ramos, 2008).

5.5 Atividade antimalarica e citotoxica

Os resultados da triagem inicial da atividade antiplasmodial in vitro, frente a cepas 3D7
de P falciparum, Clsp e CCso estdo sumarizados na Tabela 8. A atividade antimalarica foi
estabelecida inicialmente a partir dos critérios propostos por Camargo (2011), com adaptacdes.
As amostras que apresentaram um percentual de inibi¢do da parasitemia entre 80 a 100 % foram
consideradas ativas (A), parcialmente ativas (PA) quando com percentual de inibi¢ao

obtivessem valores entre 50 a 70% e inativas (I) quando a inibi¢ao fosse menor que 50%.

Tabela 8 - Atividade antimalarica, ICso e CCs¢ dos extratos

Amostras b Clss=DP  Atividade CCso
(%) Atividade ng/mL Clso pg/mL
EH-Aex 30 I >200 - 50+10
EC-Aex 98 A 12,5+3,1 MA 25+2.8
EA-Aex 97,5 A 25+10 MA 78+20
EM-Aex 83 A 10£2,1 MA 20+0,9

Cloroquina 99,9 A 0,21+0,01 MA N.T
Violeta Genciana N.T. N.T. N.T. N.T. 4,5+0,7

T.I. — Triagem inicial na concentracdo de 20 pg/mL. EH-Aex: hexanico; EC-Aex: cloroférmico; EA-Aex:
acetato de etila; EM-Aex: metanolico. N.T: Nao testado. DP: Desvio padrdo. Classificagdo da triagem inicial: A
- Ativas: 80 a 100 %. PA - Parcialmente ativas: 50 a 70%. I - Inativas < 50%. Classificacdo a partir do Clsp: MA
- Muito ativo: Clso < 0,1 pg/mL; A — Ativo: Clsp de 0,1 a 5 ng/mL; M — Moderada: Clso de 5 a 10 pg/mL; I —
Inativo: Clso > 11 ug/mL. Fonte: Autor (2024).

Os extratos ativos, EC-Aex, EA-Aex e EM-Aex, apresentaram percentual inibicao entre
83 a 98%. Destes, o extrato cloroférmico apresentou maior atividade inibitoria de parasitemia,
com 98%, seguido do extrato de acetato de atila com 97,5%. Estes valores estdo proximos ao
percentual de inibi¢do da Cloroquina (99,9%), droga utilizada comercialmente no tratamento
da maldaria. Por outro lado, a amostra EH-Aex foi inativa frente a cepa de plasmodio testada,
uma vez que inibiu apenas 30% dos parasitos.

Bertani et al. (2005) propde a classificacdo de atividade antimaldrica a partir da
concentracdo inibitoria de 50% de crescimento parasitirio, de acordo com os seguintes

parametros: Clso < 0,1 pg/mL = muito ativo; Clso de 0,1 a 5 pg/mL = ativo; Clso de 5 a 10
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png/mL = atividade moderada; Clso > 11 pg/mL= inativo. Andlise dos valores de Clso obtidos
(Tabela 7) mostram que os extratos EC-Aex, EA-Aex e EM-Aex, sdo considerados muito
ativos, com Clsode 12,5 + 3,1 ng/mL (0,0125 pg/mL), 25 + 10 ng/mL (0,025 pg/mL) e 10 £2,1
ng/mL (0,01 pg/mL), respectivamente. No entanto, apesar desta classificagdo, o Clso das
amostras EC-Aex, EA-Aex e EM-Aex demonstraram valores superiores a cloroquina (0,21 +
0,01 ng/mL), também classificada como muito ativa.

O extrato metanolico, embora tenha apresentado 83% de inibi¢do dos parasitos,
demonstra maior poténcia que os demais extratos, uma vez que apresentou a menor
concentragdo necessaria para inibir 50% do parasito. Contudo, a partir dos valores de Clso de
EC-Aex, constata-se que esta amostra apresentou valor equipotente a EM-Aex, diferindo-se
apenas no percentual de inibicao, que foi de 98%. O EA-Aex, apresentou Clso maior que dos
demais extratos ativos, enquanto que EH-Aex obteve Clso superior a 200 ng/mL.

A citotoxicidade das amostras foi testada a partir da analise de viabilidade celular em
células da linhagem de macréfagos murinos (J774). O padrao, violeta genciana, apresentou
CCsode 4,5 = 0,7 pg/mL e os extratos demonstraram valores entre 20 + 0,9 a 78 + 20 pg/mL.
Apenas EH-Aex demonstrou ser citotoxico frente a células de mamifero, dado que a sua
concentragdo citotoxica foi consideravelmente menor que a concentragdo inibitoria de 50% do
parasito (ClIso > 200 ng/mL; CCsode 50 + 10 pg/mL). No entanto, este extrato apresentou maior
espectro de concentragdo citotoxica que o controle positivo (CCsode 4,5 + 0,7 pg/mL).

Para os extratos cloroférmico e acetato de etila o CCso foi determinado como 25+2,8
pg/mL e 78 £ 20 pg/mL, respectivamente. A amostra EA-Aex demonstrou ser menos
citotoxica, uma vez que obteve a concentragdo que induz a morte celular em 50% foi quase sete
vezes maior que de EC-Aex, indicando maior espectro de seguranca. Os dados obtidos indicam
que EC-Aex e EA-Aex apresentam eficdcia antimalarica significativa contra P. falciparum, pois
a inibicao dos parasitos ocorreu em concentragdes que nao sao toxicas a células saudaveis.

A amostra EM-Aex, embora apresente menor CCso (20 + 0,9 pg/mL) entre os extratos
ativos, destacou-se por sua baixa toxicidade em relacdo a concentra¢dao que inibe de 50% do
parasito, uma vez que a concentracao toxica € significativamente maior que a de inibi¢do. Esta
caracteristica eleva o espectro de seguranga, uma vez que seria possivel aumentar a
concentragdo com um risco reduzido de toxicidade celular. Contudo, este extrato pode ser
considerado de eficécia inferior aos demais, por apresentar taxa de inibi¢ao de 83%.

Apesar de A. excelsum ser amplamente utilizada como agente antimalarico, poucos
estudos estao sendo conduzidos com essa espécie afim de investigar essas e diversas outras

propriedades biologicas (Oliveira et al., 2009). Mas, ainda assim, os resultados positivos
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referente a atividade antimalarica detectada neste estudo, foram também observadas por Kvist
et al. (2006), ao avaliar os extratos etanolicos das cascas de 4. excelsum frente as cepas 3D7 de
P falciparum. As amostras apresentaram Clso de 42 pg/mL, com concentracdo citotdxica
superior a 100 pg/mL. Lopes (2019), ao analisar as fragdes geradas com parti¢des acido e base
dos extratos metanolico e etanolico das cascas de mesma espécie, constatou que estas foram
ativas frente a cepas K1 de P. falciparum com Clso na faixa de 2,53 — 6,16 ug/mL, ndo
demonstrando efeitos citotoxicos (CCso entre 53,3 e <200 pg/mL) frente a linhagem normal de
fibroblastos humanos (MRC-5), nas concentracdes testadas.

Os extratos metanolicos das cascas de A. excelsum, também foram avaliadas por Jordao
(2018), assim como fracdes enriquecidas em alcaloides e alcaloides indolicos isolados, os
resultados indicaram que essas amostras inibem o crescimento de P. falciparum. O extrato foi
ativo e obteve Clso de 5,24 pg/mL. As substancias isoreserpilina, reserpilina, 10-metoxi-
corinan-17-ol,  3a,20B-corinan-17-ol e  10-metoxi-15S,16S-E-isositsiriquina,  foram
moderadamente ativas, os valores de Clso foram 18,0 uM, para as duas primeiras substancias,
e 13,9, 12,5, 10,3 uM para as demais, respectivamente. Ressalta-se que as substancias puras sao
consideradas moderadamente ativas com 20 uM < CI50 > 5,0 uM (Silva, 2014). Estas amostras
apresentaram ainda baixa toxicidade frente a MRC-5. Além disso, a autora destaca que quando
com parada as outras amostras, a fracdo basica do extrato bruto (2F.AcOEt-B) rica em
alcaloides apresentou atividade antiplasmddica superiores (Clso de 2,53 pg/mL), e maior
toxicidade (Clsode 53.3 pg/mL) frente a linhagem celular MRC-5.

Estudos apontam que as diversas atividades biologicas de espécies de Apocynaceae,
resultam da alta concentragdo de alcaloides, classe considerada a marcadora quimiotaxdnomica
deste taxon. Com relagdo a atividade antimaldrica, alcaloides como Elipticina e Olivacina,
podem interagir com o grupo heme, por apresentarem metoxilas e nitrogénio dispostos em
posigdes diferentes do anel indolico. Essa interacdo ¢ importante na agdo antimalarica, pois no
ciclo de vida do parasito o heme, liberado devido ao ataque as hemécias e degradagdo da
hemoglobina, ¢ toxico e como mecanismo de defesa ha a transformagdo em uma forma inativa
do heme, a hemozoina. Quando os alcaloides se ligam ao grupo heme, ndo ha formagao da
hemozoina, consequentemente ha acumulo de heme livres, provocando estresse oxidativo, que
causa danos as membranas, proteinas € a0 DNA do parasita, e podem gerar a sua morte (Silva,

2014).
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico preliminar permitiu a deteccdo da presenca de alcaloides,
caracteristicos do género, antronas, triterpenos e esteroides. Analise por espectrometria de
massas dos extratos hexanico e metanoélico de A. excelsum, evidenciou a presenga dos alcaloides
indolicos  espruceanumina B,  10-metoxidihidrocorinanteol e  11-metoxiioimbina,
respectivamente. Estas substancias ja haviam sido relatadas na literatura em outras espécies
deste gé€nero. Os &cidos 2-hidroxi-3-O-B-D-glicopiranosiloxi-benzoico, 9,12,13- trihidroxi-
10,15- octadecadienoico e Quinico, foram detectados nos extratos cloroférmico, acetato de etila
e metandlico, sendo a primeira vez identificados na espécie A. excelsum.

A analise por RMN da fragao obtida do extrato cloroférmico das cascas de A. excelsum,
possibilitou a elucidacdo estrutural dos alcaloides indolicos pela primeira vez relatados na
espécie, carapanaubina e O-Acetilioimbina.

Nos testes biologicos, constatou-se que todos os extratos foram inativos frente as
bactérias testadas, e somente o extrato hexadnico apresentou acdo moderada frente a C.
parapisilosis. Os demais extratos apresentaram atividade fraca frente aos microrganismos
testados. Quanto ao potencial antioxidante, apenas o extrato hexanico foi inativo frente ao
radical ABTS™", no entanto, todos os extratos demonstraram pouca atividade sequestrante frente
ao radical DPPH’. Os extratos EC-Aex e EA-Aex, apresentaram maior poder de reducao do
ferro.

As amostras EC-Aex, EA-Aex ¢ EM-Aex, foram ativas frente a linhagem 3D7 de P.
falciparum, apresentando percentual de inibi¢do de 98, 97,5 e 83%, respectivamente. Dentre os
extratos avaliados, EC-Aex, EA-Aex e EM-Aex, sdo considerados muito ativos, com Clso de
12,5 + 3,1 ng/mL (0,0125 pg/mL), 25 = 10 ng/mL (0,025 pg/mL) e 10 + 2,1 ng/mL (0,01
ng/mL), respectivamente. Os extratos EC-Aex e EA-Aex apresentam eficacia antimalarica
significativa contra P. falciparum, com CCso de 25+2,8 pg/mL e 78 £ 20 pg/mL. O extrato
hexanico, foi inativo frente a P. falciparum.

Os resultados obtidos contribuem com informacgdes cientificas sobre 4. excelsum,
destacando a relevancia dos metabolitos presentes e associando-os as atividades encontradas.
Em estudos posteriores sobre a atividade antioxidante dos extratos serdo realizados através da
autoxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, bem como a investigagao do perfil quimico
da espécie por meio do isolamento e identificagdo de seus constituintes. Assim, espera-se isolar
outros compostos a serem avaliados frente a atividade antioxidante, antimicrobiana e

antimaldarica.
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ANEXO A

Espectro de massas em FullScan dos extratos brutos de A. excelsum no modo positivo. (a)
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ANEXO B
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Espectro de massas em FullScan dos extratos brutos de A. excelsum no modo negativo.
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ANEXO C
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Espectro de Massas (a) e de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio da

substancia (b) codificada como Fr2ClAex 1-4.6.1
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ANEXO D

Espectro de Massas (a) e de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio da

substancia (b) codificada como CFr1ClAex52
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