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Resumo

A espécie Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia Trécul (Urticaceae), também
conhecida como apui, apresenta em sua composicio quimica, triglicerideos esterificados
com, 4cido palmitico, linoleico, oleico e estedrico, ceras e baixo teor de glicideos em
extratos polares de frutos maduros. Um estudo com os extratos das folhas e frutos desta
planta apresentam uma elevada atividade antioxidante. Além desta atividade, os extratos
aquoso e metandlico dos frutos apresentaram atividade antibacteriana contra Aeromonas
hydrophila, bactéria patogé€nica para peixes. Em virtude deste fato, o extrato aquoso
desse vegetal foi fracionado em coluna cromatografica de Poliamida, a fim de se obter
substancias isoladas, que serdo submetidas por teste in vitro para verificar a acdo
antibacteriana. Foram obtidas 99 fracdes que foram analisadas por cromatografia em
camada delgada e reunidas. As fracdes purificadas foram analisadas por RMN 'H,

revelando que se trata de flavonoides glicosilados, porém néo estdo puros.

Palavras chaves: Cromatografia; Atividade antibacteriana; Extrato aquoso.



AcOEt
ANVISA
BAW
CCDC
DCM
DMSO
EM

FE

FM
HEX
INPA
v
MeOH
OMS
RDC
RMN 'H
RMN “C
UV

Lista de Abreviaturas e Siglas

Acetato de etila

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
Buthanol, acetic acid, water
Cromatografia em camada delgada
Diclorometano

Dimetilsulféxido

Espectrometria de massas

Fase estaciondria

Fase movel

Hexano

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazo6nia
Infravermelho

Metanol

Organiza¢do Mundial da Satde
Resolucdo da Diretoria Colegiada
Ressonéncia magnética nuclear de 'H
Ressonéncia magnética nuclear de °C

Ultravioleta



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Lista de Figuras

Fracionamento do extrato aquoso dos frutos de Coussapoa asperifolia s\ 14

magnifolia em coluna cromatografica. (FE: Poliamida).

Fracdes 38, 39, 40 e 41, nas quais houve a formagdo de cristais.
(m3g=5,24 g; m39=4,78 g; m4y=5,26 g; m4;=6,48 g).

Andlise por CCDC dos cristais obtidos a partir das fragdes 38 a 41. FE:
Silica gel 60, FM: MeOH:H,O (4:6). A: UV 256nm; B: revelador
anisaldeido sulfurico.

Andlise por CCDC das fra¢des que foram reunidas de 1 a 84. FE: Silica
gel 60, FM: BAW (Butanol: Acido Acético: Agua) (5:1:4). Revelador
anisaldeido sulfurico.

Fragdes reunidas 1 —4; 5 —-8;9-13; 14 — 15; 16 — 19; 20 — 22; 23 — 26;
27 —31;32—-135;36 —39; 40 — 41; 42 — 54; 55 - 80; 81 — 82 ¢ 83 — 84,
obtidas do fracionamento do extrato aquoso dos frutos de Coussapoa
asperifolia subsp. magnifolia em coluna cromatografica. (FE:
Poliamida).

Precipitado sélido de cor branca das fracdes reunidas (A) 27 — 31 e (B)
32 — 35 e andlise por CCDC do precipitado e d4gua-mde. FE: Silica gel
60, FM: BAW (Butanol: 4cido acético: agua) (5:1:4). Revelador
anisaldeido sulfdrico. (*Precipitado; **Agua-mie).

Placa para testes antibacterianos em triplicada das fracdes 29-31, 32-35
e 39. Apresenta Controle Positivo, Controle Negativo, Controle do
Caldo e Controle do Solvente.

Fracionamento em duplicada da fragdo 36 - 39 provenientes do
fracionamento do extrato aquoso dos frutos de Coussapoa asperifolia
subsp. magnifolia em coluna cromatogréfica. (FE: Sephadex LH-10).

Fracdes 3(I) e 3(II), nas quais houve a formacdo de cristais e
precipitado. (msn=18,6 mg; msa=16,9 mg).

Andlise por CCDC das fracdes 3(I) e 3(II).(I): 3(I) Metabdlito Isolado;
(II): 3(II) Metabdlito Isolado; (IIT): 3(I) Metabdlito nao isolado; (IV):
3(II) Metabolito nao isolado. FE: Silica gel 60, FM: (Metanol: Acido
acético) (9,5: 0,5). Revelador anisaldeido sulftrico.

17

19

21

22

22

24

26

26

26



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

vi

Lista de Tabelas

Eluentes utilizados no fracionamento do extrato aquoso dos fruto 15
Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia em coluna cromatogréfica e fre
obtidas (FE: Poliamida).

Fracoes obtidas a partir do fracionamento do extrato aquoso dos frutos 18
de Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia em coluna cromatogréafica.
(FE: Poliamida).

Fracdes reunidas e obtidas a partir do fracionamento do extrato aquoso 19
dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia em coluna
cromatogréfica. (FE: Poliamida).

Solubilidade das fragdes obtidas a partir do fracionamento do extrato 20
aquoso dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia em
coluna cromatografica. (FE: Poliamida).

Fracdes obtidas a partir do fracionamento da fracdo 36 - 39 proveniente 25
do fracionamento do extrato aquoso dos frutos de Coussapoa
asperifolia subsp. magnifolia em coluna cromatogréfica. (FE: Sephadex
LH-10).



5
6
7

Sumario

Resumo
Lista de Abreviaturas e Siglas
Lista de Figuras
Lista de Tabelas
Introducao
Levantamento bibliografico
2.1  Apocynaceae
2.2 Aspidosperma
2.3 Metabdlitos secunddrios
Objetivos
3.1  Objetivo Geral
3.2 Objetivos especificos
Metodologia
4.1  Solventes e reagentes
4.2  Equipamentos
4.3  Coleta e identificacdo do material vegetal
4.4  Preparo dos extratos

4.5  Fracionamento do extrato aquoso dos frutos

4.5.1 Fracionamento do extrato aquoso dos frutos em coluna de Poliamida

4.6 Atividade antibacteriana
Resultados e discussao
Conclusoes

Referéncias Bibliograficas

vii

iii

iv

vi

10
11
11
11
12
12
12
12
13
13
13
16
18
27
28



1. Introducao

Um dos fatores de extrema importincia na descoberta de principios ativos naturais
consiste, principalmente, na interacio entre a quimica e a farmacologia (SIMOES et al.,
2004). Outro aspecto de grande importancia para a sele¢cdo de plantas para estudo
fitoquimico é o conhecimento da flora da regido a ser pesquisada, isto é, o levantamento
preliminar da vegetacdo e sua composi¢do floristica. Assim, é possivel descobrir quais
espécies sdo predominantes e sobre elas concentrar os estudos quimicos. Os resultados
dos estudos, neste caso, podem conduzir a trabalhos complementares, com o objetivo de
se explorar economicamente estas plantas de larga ocorréncia, com maior probabilidade

de sucesso (MATOS, 1988).

Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia Trécul (Urticaceae), conhecida como apui,
pode ser encontrada no Brasil, Peru, Coldmbia, Equador, Panama e Venezuela (Nunez,
2008). Segundo Nunez et al. (2008), esta espécie apresenta em sua composi¢do quimica,
triglicerideos esterificados com, acido palmitico, linoleico, oleico e estedrico, ceras e

baixo teor de glicideos em extratos polares de frutos maduros.

Um estudo mostrou que, os extratos das folhas e frutos desse vegetal apresentam
uma elevada atividade antioxidante, e que provavelmente esta atividade esteja
relacionada a substincias fendlicas (JEFFREYS et al., 2006). Além da atividade
antioxidante bastante elevada, os extratos metandlico e aquoso dos frutos apresentam

atividade antibacteriana contra Aeromonas hydrophila (ANDRADE, 2009).

A. hydrophila apresenta grande importancia nos sistemas aquicolas por causar
grandes perdas econdmicas (PAVANELLI, 2008). Peixes infectados por esta bactéria
apresentam como sinais clinicos: lesdes epidérmicas; erosdo das nadadeiras; falta de
apetite; hiperplasia do figado; dentre outras (PAVANELLI, 2008). Além dos danos
causados para os animais, esta espécie tem sido associada a doengas em seres humanos,
sendo classificadas pela OMS (2003) como patégenos veiculados pela dgua e por
alimentos contaminados, de interesse emergente a saide publica (HEUZENROEDER et

al., 1999; MARTINS et al., 2002; MERINO et al., 1995).

Tem sido relatada na literatura, a mdaltipla resisténcia dessa bactéria frente aos
antimicrobianos disponiveis (BELEM-COSTA, 2006). Aliado a isto, os quimioterdpicos

comumente utilizados para o tratamento em sistemas piscicolas causam danos ao meio



ambiente (TAVECHIO et al., 2009). Portanto, é de suma importancia a busca por
alternativas de tratamento dessas infeccdes, e os produtos vegetais sdo uma fonte
promissora. O estudo quimico-farmacolégico de C. asperifolia subsp. magnifolia, é
considerado um aspecto relevante, uma vez que se mostrou ativa contra A. hydrophila.
Por isto, o objetivo deste trabalho € o fracionamento do extrato aquoso dos frutos

biomonitorado, com o micro-organismo teste A. hydrophila.

2. Levantamento Bibliografico

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avango cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novas
substancias com propriedades terapéuticas. Isto pode ser claramente observado pelo
aumento de trabalhos publicados nesta area, tanto em congressos como em periddicos
nacionais e internacionais, além do surgimento de novos periddicos especificos sobre
produtos naturais ativos, como Phytomedicine, Phytochemical Analysis, Natural

Product Letter, etc. (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Segundo a RDC n° 48/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiaria — ANVISA
(ANVISA, 2004), fitoterapicos sdo medicamentos preparados exclusivamente com
plantas ou partes de plantas medicinais (raizes, cascas, folhas, flores, frutos ou
sementes), que possuem propriedades reconhecidas de cura, prevengdo, diagnéstico e ou
tratamento sintomdtico de doencas, validados em estudos etnofarmacoldgicos,
documentagdes tecnocientificas ou ensaios clinicos de fase 3. Com o desenvolvimento
da ciéncia e da tecnologia as plantas medicinais estdo tendo seu valor terapéutico
pesquisado e ratificado pela ciéncia e vem crescendo sua utilizacdo recomendada por

profissionais de saide (ARNOUS, 2005).

A floresta Amazodnica se destaca por possuir a maior diversidade floristica do
mundo. Sendo assim, apresenta vdrias espécies vegetais que podem ser produtoras de
principios ativos, com potencial terapéutico contra varias doengas, principalmente no
que diz respeito a doencas causadas por agentes bacterianos (CUNICO et al., 2006;
TANAKA et al., 2005).

Aeromonas hydrophila € um bastonete Gram-negativo de aproximadamente 0,3-1,0

um de didmetro por 1,0-3,5 um em comprimento. A bactéria ¢ mével devido a presenca



10

de um flagelo polar, ndo produz esporos e ndo apresenta cipsula. O crescimento
bacteriano ocorre preferencialmente entre 20 e 25 °C, mas pode ocorrer também a 37
°C, em meios artificiais de cultura, tais como, dgar nutriente, dgar triptose, dgar sangue e
dgar MacConkey (AOKI, 1999). A bactéria é anaerdbica facultativa e sua classificagao,
de acordo com o perfil bioquimico, que ¢é relativamente complexo, tem gerado
divergéncias para a caracterizagao e classificacdo dos diferentes isolados (GRAF, 1999).
Esta dificuldade na caracterizagdo €é importante, haja vista, que este micro-organismo é

o principal agente patogénico na aquicultura (AOKI, 1999).

Os peixes sdo importantes veiculos de infec¢des humanas causadas por Aeromonas,
principalmente quando sdo consumidos crus ou apds tratamento térmico brando. Além
disso, essas bactérias podem sobreviver, multiplicar e produzir fatores de viruléncia até
em pescados estocados a baixas temperaturas (RODRIGUES & RIBEIRO, 2004;
DASKALOV, 2006).

Pessoas expostas ao contato direto com peixes, como exemplo, trabalhadores de
pisciculturas, pescadores, comerciantes e processadores de peixes devem ser cuidadosas
ao manipular esses produtos, pois os peixes podem estar infectados por cepas de
Aeromonas e algumas delas, como A. hydrophila, podem causar afec¢es de pele,
principalmente em pessoas imunocomprometidas (GONZALEZ-SERRANO et al.,
2002).

Em virtude desses fatos € importante buscar novas fontes para combater esses tipos
de agente patogénicos. E, Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia pode ser uma fonte

de substancias com atividade bioldgica.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Utilizar técnicas de fracionamento cromatografico para a obtencdo de
fracdes contendo substincias biologicamente ativas e ou isolamento das
mesmas, a partir do extrato aquoso dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp.

magnifolia.

3.2.  Objetivos Especificos

Isolar a(s) substincia(s) responsdvel (eis) pela atividade contra a bactéria

patogénica para peixes Aeromonas hydrophila;
Avaliar a atividade antibacteriana, das fragdes e substancias purificadas;

Identificar ou elucidar as estruturas das substincias presentes no extrato

aquoso dos frutos de C. asperifolia subsp. magnifolia.
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4. Metodologia

4.1 Solventes e reagentes

Os extratos foram obtidos utilizando-se solventes orgédnicos, grau comercial,
purificados por destilacdo fracionada no Laboratério de Bioprospecgao (INPA) ou dgua

destilada.

Para as andlises cromatogrificas foram utilizados solventes P.A. e ou dgua
destilada. Silica gel 60 (Vetec 230 — 400 mesh) e Poliamida (RIEDEL — DE HAEN®)
foram utilizadas para o fracionamento em coluna. As andlises por cromatografia em
camada delgada (CCDC) foram realizadas em placas cromatograficas (MENACHERY-
NAGEL) recobertas com silica gel 60.

4.2 Equipamentos

Para a eliminacdo dos solventes organicos foi utilizado evaporador rotatdrio
marca IKA®, modelo RV10 basic. A liofilizacio dos extratos foi realizada em

liofilizador Virtis, modelo BenchTop K.

As placas cromatogriaficas foram visualizadas sob luz UV,s¢ e reveladas
utilizando-se reveladores quimicos [anisaldeido sulfirico, sulfato de cério(IV) e cloreto

de ferro(III)].

4.3 Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal foi coletado na Reserva Florestal Adolpho Ducke (AM-010,
km 26), Manaus-AM. E, identificado no Herbdario do Instituto Nacional de Pesquisas da
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Amazonia, onde se encontra depositada uma exsicata sob n° 183483 (ANDRADE,

2009).

4.4 Preparo dos extratos

O material vegetal coletado (frutos imaturos) foi seco em estufa de ar circulante
aquecido a 45 °C, por 3 dias. Em seguida este material foi pulverizado em moinho de
facas e submetido a extracdo exaustiva com DCM, MeOH e 4gua, sucessivamente, em
banho de ultrassom por 20 min. Os extratos organicos foram concentrados em

evaporador rotativo e o extrato aquoso foi liofilizado.

4.5 Fracionamentos do extrato aquoso dos frutos

4.5.1 Fracionamento do extrato aquoso dos frutos em coluna de Poliamida

O extrato aquoso dos frutos (30 g) foi submetido a fracionamento em coluna
cromatografica aberta. Foi utilizada coluna de vidro (22,5 x 6 cm), utilizando como fase
estaciondria poliamida (109,32 g) e como fase moével, d4gua, MeOH, AcOEt e suas

misturas (FIGURA 1 e TABELA 1).
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Figura 1: Fracionamento do extrato aquoso dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp.
magnifolia em coluna cromatografica. (FE: Poliamida).
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Tabela 1: Eluentes utilizados no fracionamento do extrato aquoso dos frutos de
Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia em coluna cromatogrifica e
fracdes obtidas (FE: Poliamida).

Eluentes Proporcoes  Fracoes

Coletadas
H,O 100 % 01-04
H,0: MeOH 9:1 05-10
H,0: MeOH 8:2 11-16
H,0: MeOH 7:3 17-20
H,0: MeOH 6:4 21-23
H,0: MeOH 5:5 24-27
H,0: MeOH 4:6 28-30
H,0: MeOH 3:7 31-36
H,0: MeOH 2:8 37-43
H,0: MeOH 1:9 44-50
MeOH 100 % 51-55
MeOH: AcOEt 9:1 56-58
MeOH: AcOEt 8:2 59-62
MeOH: AcOEt 7;3 63-67
MeOH: AcOEt 6:4 68-71
MeOH: AcOEt 5:5 72-76
MeOH: AcOEt 4:6 77-80
MeOH: AcOEt 3:7 81-84
MeOH: AcOEt 2:8 85-86
MeOH: AcOEt* 1:9 87-88
AcOEt 100 % 89-91
AcOEt: HEX 9:1 92:93
AcOEt: HEX 8:2 94-97
AcOEt: HEX 7:3 98-99
AcOEt: HEX 6:4 100

AcOEt = acetato de etila; HEX = hexano; MeOH = metanol
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4.6. Atividade antibacteriana

Para os testes antibacterianos, inicialmente foi avaliada a concentracdo dos
solventes com o objetivo de encontrar a concentra¢do maxima que o solvente ndo
interferisse nos resultados de inibicdo bacteriana. Os testes revelaram que a

concentragdo maxima permitida de DMSO para Aeromonas hydrophila € de 5%.

4.6.1. Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracio

Minima Bactericida (CMB)

A determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Minima Bactericida (CMB) dos extratos e substincias sdo realizadas conforme

metodologia descrita conforme (CLSI, 2003; Eloff, 1998).

4.6.1.1. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada em meio
liquido, através da técnica de microdilui¢do. Para isto, foram feitas dilui¢des sucessivas
das substincias em tubos de ensaio, e em seguida, 95 pL de cada dilui¢do é colocado
em cada poco da placa de 96 pocos. Em seguida, foi inoculado o micro-organismo-teste
(5 pL), preparado pela escala de (McFarland 0,5) diluido 10 vezes. As placas sdo
incubadas a temperatura (30°C ou 37°C) e tempo adequado (18 a 24 horas), de acordo
com a necessidade de cada micro-organismo. Apds esse periodo, foi inoculado 40 uL de
revelador (2,3,5 cloreto de trifeniltetrazéleo — a 2 mg/mL) em cada pocgo, e as placas
incubadas novamente por 30 minutos. Onde houver crescimento bacteriano, os pogos
serdo revelados em vermelho, e onde ndao houver crescimento, os po¢os permanecerao
da coloragdo do meio ou do extrato. A CIM é considerada a menor concentracdo da
substancia onde ndo houver crescimento bacteriano (onde ndo houver alteracdo de

coloracdo em relacdo ao inicio do teste). O teste foi realizado em triplicata.
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Foi feito um controle negativo (caldo + micro-organismo), um controle do
solvente (solvente utilizado para solubilizar o extrato — na mesma concentracdo final

utilizada na placa + micro-organismo). Serve para controle de crescimento.

Foi feito um controle positivo com antibiético (oxitetraciclina a 15 pg/mL +
micro-organismo) e um controle de esterilidade do caldo (apenas o caldo — sem micro-

organismo).
4.6.1.2. Concentragdo Minima Bactericida (MBC)

Os tubos utilizados para determinacio da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
foram utilizados para determinacdo da CBM. Uma aliquota (100 pL) de cada
concentragio a partir da CIM foi inoculada em placas de Agar Miieller-Hinton e
posteriormente incubadas em temperatura e tempo adequado. A CBM ¢ considerada a
menor concentragdo da substincia onde ndo houver crescimento celular sobre a

superficie do dgar inoculado.
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5. Resultados e discussao

As andlises em CCDC (FE: Silica gel) idicaram que este extrato é composto por
substancias muito polares e que interagem fortemente com a silica. Assim, seria
necessario o uso de um adsorvente com uma polaridade inferior a da silica para realizar
o fracionamento, diminuindo as perdas por retencdo destas moléculas na fase
estaciondria. A FE escolhida foi a Poliamida, um polimero de baixa polaridade utilizado
em eluicdes no modo reverso. A TABELA 1 ilustra os eluentes utilizados e as fracdes

recolhidas e a TABELA 2 as massas destas fracdes.

Ainda assim, uma parte do extrato ficou retida na FE apds a eluicdo da coluna.

Sendo necessério que esta fosse desempacotada para realizar a recuperagdo da FE.

Algumas fragdes apresentaram precipitado durante a evaporagdo do eluente. E,
as fragdes 38 a 41 apresentaram-se na forma de cristais (FIGURA 2). Estas fracdes
apresentaram bom rendimento para a realizacdo dos testes antibacterianos futuros de
acordo com a Tabela 2. Estes cristais foram analisados por CCDC como observado na
figura 3. De acordo com esta andlise estas fragdes ainda estdo impuras, o que tornou
necessario a continuacdo do processo de isolamento do metabdlito majoritario presente.
Estas fracdes foram submetidas a recristalizacio com o objetivo de se obter a substancia
majoritdria isolada. As fragcdes 38 (13,3 mg), 39 (16,3 mg), 40 (17 mg) e 41 (7,1 mg)
foram enviadas para obtengdo dos espectros de RMN 'H a fim de se realizar sua

elucidacgdo estrutural.

Ap6s a obtencgdo das 99 fracdes, o eluente foi eliminado em rotaevaporador e ou
liofilizado. Em seguida testou-se a solubilidade de cada fracdo (TABELA 3) foram
comparadas por CCDC como observado na figura 4 e aquelas semelhantes foram
reunidas para dar prosseguimento ao processo de purificagdo e isolamento de acordo
com a Tabela 4 e Figura 5. As fra¢Oes reunidas 27-31 e 32-35 apresentaram um
precipitado de cor branca, insolivel em metanol e solivel em acetona, como mostrado
na Figura 6. Estas fracdes foram recristalizadas para se isolar o precipitado da dgua-
mae. Foram enviados 10 mg do sélido, de cada fragdo, a fim de serem submetidos a

métodos fisicos de andlise (IV, RMN 'H e '°C e EM) para que sejam identificados.
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Apés estas andlises e se for possivel a elucidagdo estrutural de algumas
substincias isoladas, aquelas que possuirem massa suficiente, serdo submetidas a

avaliacdo de sua atividade contra Aeromonas hydrophila.

Figura 2. Fracdes 38, 39, 40 e 41, nas quais houve a formacao de cristais. (m3s=5,24 g;
m39=4,78 s m40=5,26 g, m41=6,48 g)

Tabela 2. Fracdes obtidas a partir do fracionamento do extrato aquoso dos frutos de
Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia em coluna cromatogréafica. (FE: Poliamida).

Fracao Massa Fracao Massa Fracao Massa Fracao Massa
01 549 ¢ 27 5,58 g 53 5,61¢g 79 543 ¢g
02 6,55¢g 28 5,55¢ 54 5,55¢ 80 4,16 g
03 739 ¢ 29 5,62 ¢ 55 5,64 ¢ 81 6,83 g
04 12,34 ¢ 30 5,54 ¢ 56 5,56 ¢ 82 0,01 ¢g
05 58l ¢g 31 598 ¢ 57 548 ¢ 83 582¢g
06 583 ¢ 32 5,68 ¢ 58 5,68 ¢ 84 0,03 g
07 523 ¢ 33 535¢g 59 548 ¢ 85 5,83 g
08 574 ¢ 34 546 ¢ 60 541¢g 86 6,43 g
09 533¢g 35 6,04 g 61 536 ¢ 87 572 ¢g
10 535¢g 36 6,13 g 62 5,59 ¢ 88 577¢g
11 5,57¢g 37 5,61¢g 63 5,46 ¢ 89 5,78 g
12 8,04 g 38 524 ¢ 64 5,74 ¢ 90 0,001 g
13 544 ¢ 39 478 g 65 555¢ 91 0,001 g
14 592¢g 40 526 ¢ 66 550 ¢g 92 0,001 g
15 1,00 g 41 6,48 g 67 540 ¢ 93 0,001 g
16 538¢ 42 557¢g 68 3,13 ¢ 94 0,002 g
17 5,62 ¢ 43 545¢ 69 533 ¢ 95 0,0004 g
18 0,01¢g 44 5,56 g 70 5,61¢g 96 0,002 g
19 526¢g 45 5,56 g 71 54l¢g 97 0,002 g
20 540 ¢ 46 5,60 g 72 551¢g 98 0,004 g
21 571¢g 47 5,73 g 73 5,30 g 99 0,06 g
22 5,67¢ 48 5,78 g 74 5,62 ¢

23 583 g 49 5,64 ¢ 75 5,60 g

24 555¢ 50 5,62 ¢ 76 5,38 ¢

25 5,63 g 51 5,54 ¢ 77 5,53 ¢

26 505 ¢ 52 561 ¢g 78 551 ¢g
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Tabela 3. Fracoes reunidas e obtidas a partir do fracionamento do extrato aquoso dos
frutos de Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia em coluna
cromatografica. (FE: Poliamida).

Fracoes Massas

1-4 45445 g

5-8 64,42 mg

9-13 15,90 mg

14 -15 7,72 mg

16 -19 11,95 mg

20 -22 7,50 mg

23 -26 6,83 mg

27-31 76,25 mg

*27-31 1,0465¢g

32-35 29,66 mg

*32-35 5,41 mg

36-39 393mg

40 - 41 10,49 mg

42 - 54 33.92 mg

55-80 16,19 mg

81-82 5,46 mg

83 -84 5,00 mg

85 -99 Nao apresentou
massa suficiente

*Precipitado

Figura 3: Anélise por CCDC dos cristais obtidos a partir das fragdes 38 a 41. FE: Silica
gel 60, FM: MeOH:H,0O (4:6). A: UV 365 nm; B: revelador anisaldeido
sulftrico.
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Tabela 4. Solubilidade das fragdes obtidas a partir do fracionamento do extrato aquoso
dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia em coluna
cromatografica. (FE: Poliamida).

Fracoes Solubilidade
1-4 Agua

5-8 Agua

9-13 Metanol

14 -15 Metanol

16 -19 Metanol

20 -22 Metanol

23 -26 Metanol

27 -31 Metanol

#27 -31  Acetona
32-35 Metanol
*32-35 Acetona
36-39 Metanol

40 - 41 Metanol

42 - 54 Metanol

55 -80 Metanol

81 -82 Metanol
83-84 Metanol
85-99 Nao apresentou

massa suficiente

*Precipitado



(1=H(G5)6-8) (9-10)(11) (12) (13) (14) (15)(16 — 18) (20)(21) (22)(23 -24)(25 - 26)

(23 - 24)(25 - 26)(27 —31)(32 —35)(36 —9)(40 — 41)(42 — 54) (55 — 80)(81- 82)(83 —-84)

Figura 4 . Andlise por CCDC das fragdes que foram reunidas de 1 a 84. FE: Silica gel
60, FM: BAW (Butanol: dcido acético: dgua) (5:1:4). Revelador anisaldeido
sulfrico.



23

-

1% 1
,

¢ \ \

b

| 4041 42-54
: s
\ O

) |

Figura 5. Fragdes reunidas 1 —4; 5-8;9 -13; 14 — 15; 16 — 19; 20 — 22; 23 — 26; 27 —
31; 32 —-35; 36 —39; 40 — 41; 42 — 54; 55 — 80; 81 — 82 e 83 — 84, obtidas do
fracionamento do extrato aquoso dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp.
magnifolia em coluna cromatogrifica. (FE: Poliamida).

*27 -31)**(27 - 31)*(32 - 35)**(32 - 35)

Figura 6. Precipitado solido de cor branca das fracdes reunidas (A) 27 — 31 e (B) 32 —
35 e andlise por CCDC do precipitado e dgua-mde. FE: Silica gel 60, FM :
BAW (Butanol: dcido acético: agua) (5:1:4). Revelador anisaldeido sulftrico.
(*Precipitado; **Agua—mﬁe).
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Foi realizado a partir das fracdes 38, 39 40 e 41 representantes dos flavonoides
glicosilados e as fracdes 27-31 e 32-35 os testes antibacterianos (FIGURA 7).

Figura 7. Placa para testes antibacterianos em triplicada das fracdes 29-31, 32-35 e 39.
Apresenta Controle Positivo, Controle Negativo, Controle do Caldo e

Controle do Solvente.

Os testes antibacterianos para estas fragdes ndo apresentou Concentragio
inibitéria Minima, ou seja, ndo inibindo o crescimento bacteriano (FIGURA 8).

Figura 8. Placa para testes antibacterianos em triplicada das fracdes 29-31, 32-35 e 39.
Apresentando coloracdo vermelha indicando crescimento bacteriano na
presenca das fragdes do fracionamento do extrato aquoso dos frutos de

Coussapoa asperifolia subsp. Magnifolia.
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A fracdo 36 - 39 (39,3 mg) foi submetida a separagdo por Coluna
Cromatogréfica. Sephadex LH-10 (marca®) e Metanol foram utilizadas para o
fracionamento em coluna (Figura 7). As andlises por cromatografia em camada delgada
(CCDC) foram realizadas em placas cromatograficas (MENACHERY-NAGEL)
recobertas com silica gel 60. Foram obtidas 22 fra¢des devido o fracionamento ser feito

em duplicada (TABELA 5).

Algumas fragdes apresentaram precipitado durante a evaporagdo do eluente. E,
as fracdes 3(I) e 3(II) apresentaram forma de cristais e precipitado (FIGURA 8). As
fracdes foram submetidas a recristalizacdo com Acetona a fim de se obter o metabdlito
marjoritario presente. Apds este processo foram analisados por CCDC como observado
na Figura 9. As fracoes (I):3(I) e (I1):3(I) foram reunidas e enviadas para obtencao dos

espectros de RMN 'H a fim de se realizar sua elucidacdo estrutural.

Tabela 5. Fracdes obtidas a partir do fracionamento da fracdo 36 - 39 proveniente do
fracionamento do extrato aquoso dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp.
magnifolia em coluna cromatografica. (FE: Sephadex LH-10).

Fracoes Massa Fracoes  Massa
1(D) Indeterminada 1(IT) 11,3 mg
2(1) 646 mg 2(1I) 15,3 mg
3D 18,6 mg 31D 16,9 mg
4I) 81,17 mg 4(1D) 20,2 mg
5(D 800,2 mg 5(1I1) 5,3 mg
6(I) 1,9 mg 6(ID) 2,3 mg
7() 963,1 mg 7(1I) 0,6 mg
8(D) 0,1 mg 8{I) 1,3 mg
9(I) 1,5 mg 9(IT) 0,5 mg
10(I) 0,7 mg 10(1II) 0,1 mg

11(T) 0,7 mg 110 0,5mg
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Figura 8. Fracionamento em duplicada da fracdo 36 - 39 provenientes do fracionamento
do extrato aquoso dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia em
coluna cromatogréfica. (FE: Sephadex LH-10).

Figura 9. Fracdes 3(I) e 3(I), nas quais houve a formacdo de cristais e precipitado.
(m3p=18,6 mg; m3m=16,9 mg).

m an am  av

Figura 10. Andlise por CCDC das fragoes 3(I) e 3(ID).(I): 3(I) Metabdlito Isolado; (IT):
3(II) Metabdlito Isolado; (III): 3(I) Metabdlito nao isolado; (IV): 3(II)
Metabdlito ndo isolado. FE: Silica gel 60, FM: (Metanol: Acido acético)
(9,5: 0,5). Revelador anisaldeido sulftirico.
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6. Conclusoes

As fracdes purificadas foram analisadas por RMN 'H, revelando que se trata de
flavonoides glicosilados, mas ainda em mistura. Nao foi possivel chegar-se a estrutura
dos metabdlitos presentes, pois o espectro foi obtido em um aparelho de 60 MHz. Estas
amostras foram enviadas para obtencdo de um espectro em 500 MHz, sendo,

possivelmente identificadas mesmo em mistura.

As fragdes semipurificadas entdo foram avaliadas quanto a sua atividade contra

Aeromonas hydrophila, porém nao apresentou atividade contra a bactéria.
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