UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE BOLSAS DE INICIACAO CIENTIFICA

DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA

Estudo fitoquimico biomonitorado do extrato etandlico da casca do caule de

Aspidosperma nitidum Benth. (Apocynaceae)

Bolsista: Samara de Souza Rojas, CNPq.

MANAUS
2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE BOLSAS DE INICIACAO CIENTIFICA

DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA

RELATORIO PARCIAL DO PIBIC

PIB-S/0090/2010

Estudo fitoquimico biomonitorado do extrato etandlico da casca do caule de

Aspidosperma nitidum Benth. (Apocynaceae)

Bolsista: Samara de Souza Rojas
Orientador: Prof. Dr. Pierre Alexandre dos Santos
Colaboradoras: Jane Vasconcelos Neves Marinho

Maurianne Sales de Menezes Aquino

MANAUS
2011



Resumo

Apocyaceae é€ tipica de trépicos e subtropicos sendo constituida por 400 géneros com cerca de 2000
espécies. E comum a presenca de alcaldides téxicos, principalmente os que apresentam niicleo
indol. Aspidosperma € conhecido por seu potencial hipoglicemiante, hipolipémico e antimalarico,
provavelmente atribuidos aos metabdlitos nitrogenados. Deste género destaca-se Aspidosperma
nitidum, conhecida popularmente como carapanatiba, usada para diabetes, inflamag@o no ttero e
ovario, no combate ao céncer, problemas estomacais, contra febre e reumatismo. Estudos
demonstraram a ag@o antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato bruto. Diante dessas atividades
terapéuticas relatadas pela populagéo, neste trabalho objetivou-se realizar um estudo cromatografico
a partir do extrato etandlico da casca do caule de A. nitidum para a obtencdo de fragdes purificadas
ou semipurificadas e substancias isoladas. Para isto, foi realizada uma particdo do extrato etandlico
com hexano, acetato de etila e butanol, a seguir cada fase foi submetida a um fracionamento
cromatografico e a partir de suas respectivas fragdes foram realizadas anélises por cromatografia em
camada delgada (CCD), visualizadas sob UVj3s e reveladas com anisaldeido e reagente de
Dragendorff. Em todas as fases podemos observar uma mancha laranja quando reveladas com
Dragendorff, caracteristica de substincias nitrogenadas. Isso demonstra que a espécie em questdo
pode possuir alcaloides, substdncias comuns ao género e que se apresenta rica em metabdlicos
secundarios.

Palavras-chave: Apocynaceae, Aspidosperma nitidum, alcaloides, cromatografia.



Abstract

Aspidosperma species have been commonly used in folk medicine as antimalarial, in the treatment
of leishmaniasis, uterus and ovary inflammation, as contraceptive, in diabetes and stomach
disorders; against cancer, fever and rheumatism. This genus is characterized by the occurrence of
indole alkaloids. The aim of this work was to obtain fractions or substances from the crude extract
from stem bark of this specie. The ethanolic crude extract was partitioned with hexane, ethyl acetate
and buthanol. TLC analyses of the extract and fractions showed the presence of alkaloids and other

metabolites. These fractions are being fractioned by column chromatography.

Key-words: Apocynaceae, Aspidosperma nitidum, alkaloid, chromatography
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1 Introducao

O inicio do uso de plantas como medicamentos, na forma de tinturas, chas, pds, entre
outras preparagdes, confunde-se com o inicio da humanidade, sendo elas, até hoje, parte de
um sofisticado sistema de satide, fortemente presente em comunidades pobres de paises em
desenvolvimento (NEWMAN et al., 2000).

No entanto, mesmo paises desenvolvidos t€m voltado sua atengdo ao potencial
terapéutico do reino vegetal, dado que um nimero cada vez maior de medicamentos tem sido
originado de estudos de plantas empregadas empiricamente com finalidade terapéutica
(SCHMIDT et al., 2008). No entanto, comparada ao nimero de plantas catalogadas no
mundo, a quantidade de estudos que associem abordagens fitoquimica e farmacoldgica ainda
¢é pequena (HEIRINCH, 2003).

Apocynaceae compreende cerca de 300 géneros e 2.000 espécies tropicais e
subtropicais. Na Amazdnia, em particular, infusdes da casca do caule de espécies de
Aspidosperma sao largamente empregadas contra doencas tropicais como maléria e
leishmaniose, inflamag¢des, reumatismo e até cancer (PEREIRA et al., 2007).

Um estudo quimico-farmacolégico com A. nitidum, espécie arborea amplamente
empregada na medicina popular da Regido Amazonica brasileira como anti-inflamatdrio,
levou ao isolamento de esteroides (B-sitosterol e estigmasterol), triterpenos pentaciclicos (-
amirina e lupeol), um inositol (L-2-O-metil-chiro-inositol), um alcaloide B-carbonilico (4cido
3-harmanocarboxilico) e a comprovacdo de atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
extrato etandlico da casca do caule dessa espécie (PEREIRA et al., 2006a). Outro trabalho do
mesmo grupo de pesquisa relata o isolamento de um alcaloide inddlico inédito a partir da
mesma droga vegetal, denominado braznitidumina (PEREIRA er al., 2006b). Tais estudos

credenciam A. nitidum como promissora fonte de moléculas bioativas.



2 Levantamento Bibliografico
2.1 Apocynaceae

Diante dessa vasta flora com intimeras propriedades capaz de combater os males que
acometem a humanidade destaca-se a familia Apocynaceae, a qual é caracterizada por
produzir alcaloides téxicos e ou medicinais (BARBOSA et al., 2002) encontrada com
frequéncia nos trépicos e subtropicos (FUMAGALI et al., 2008). As espécies desta familia
sdo consideradas dicotiledoneas bem evoluidas e apresentam litex. Na flora brasileira sdo
catalogadas como Apocynaceae mais de 400 espécies em 41 géneros, sendo 32 destes

encontrados apenas na Amazdnia (PEREIRA et al., 2006a).

A partir de espécies de Apocynaceae foram isoladas substancias como glicosideos
cardiotdnicos; d4cidos ursdlico e oleondlico com diversas atividades farmacoldgicas,
glicosideos cianogénicos; leucoantocianidinas; saponinas; taninos; cumarinas; 4cidos
fendlicos; triterpenos e esteroides (CARVALHO et al., 2007). Também, nestas espécies sao
biossintetizados alcaloides inddlicos com intimeras atividades farmacolégica como
aspidospermina (diurético, hipotensor e estimulante respiratério), olivacina (anticancerigeno),
ioimbina (bloqueador a-adrenérgico) (FUMAGALI et al., 2008).

Espécies de Apocynaceae merecem destaque, como Tabernaemontana salzmannii rica
em alcaloides ind6licos monoterpénicos, marcadores biolégicos do género, os quais
apresentam atividade antitumoral, antimicrobiana, anti-hipertensiva, estimulante do sistema
nervoso (FIGUEIREDO et al., 2010).

Himatanthus sucuuba e Plumeria rubras sdo usadas na medicina popular brasileira.
Infusdes e decocgdes feitas com a casca de Plumeria rubra sdo usados como purgativo,
antibacteriano, antitumoral e no tratamento de doencas venéreas. O latex de Himatanthus
sucuuba € utilizado como fungicida, antianémico, anti-inflamatdrio e no tratamento de cincer
(BARRETO et al., 2006).

As folhas de Catharanthus roseus eram usadas na Jamaica para fazer cha terapéutico
para tratar o diabetes. A busca pelo principio responsavel por esta acdo em C. roseus acabou
levando a descoberta de duas substancias com acgdo citostética. Esta descoberta conduziu ao
desenvolvimento de dois medicamentos anticancerigenos com ampla utilizacdo ainda
atualmente - a vinblastina e a vincristina. Estas substincias sdo alcaloides inddlicos
monoterpénicos diméricos, produzidos em quantidades muito pequenas nas folhas de C.

roseus (MARINHO, 2001).



Para Peschiera australis relata-se que estudos quimicos demonstraram a presencga de
voacangina e voacamina nos ramos. Estudos com espécies desse género evidenciaram para

extratos brutos atividade antitumoral e citotéxica (RATES et al., 1988).

2.2 Aspidosperma

A presenca de alcaloides inddlicos em Aspidosperma, principalmente os
monoterpénicos conferem um amplo espetro de atividade bioldgica as espécies deste género,
tais como antitumoral, antiplasmddica, antimicrobiana e antibacteriana consistentes muitas
das vezes com suas utilizacdes populares. Dentre as suas atividades, a mais representativa € o
seu potencial citotéxico frente a linhagem de células tumorais, como exemplo, a elipticina,
um alcaloide ind6lico, o qual chegou a ser utilizado em ensaios clinicos no tratamento para o
cancer (HENRIQUE; NONOMURA; POHLIT, 2009).

Este género é conhecido por sua agdo hipoglicemiante (LINO; GARROTE, 2005) e
hipolipemiante. Aspidosperma subincanum foi ativa em modelo de hiperlipidemia induzida
por Triton WR 1339 em camundongos, reduzindo o nivel de triglicérides sérico em 41%
quando comparado aos animais normais. Esta espécie foi indicada para problemas associados
ao aparelho digestivo, para o tratamento de diabetes e de hipercolesterolemia (DA SILVA et
al., 2010).

Estudos mostraram que o extrato alcaloidico de A. ramiflorum apresentou eficicia no
tratamento de leishmaniose. Demonstrou-se também atividade antimaldrica em extratos
polares das cascas de A. megalocarpon (HENRIQUE et al., 2009). Ensaios biolégicos com
alcaloides monoterpénicos isolados da casca de A. quebracho-blanco indicaram atividade
bloqueadora o-adrenérgica e agdo inibitéria de misculo liso de tecidos de animais além de
acdo hipotensora e analgésica, e alcaloides das cascas das raizes e das folhas de A. pyriforium
apresentam efeito hipotensivo (PEREIRA et al., 2006a).

A. nitidum popularmente conhecida como “carapanatiba”, possui vasto uso popular na
regido Amazdnica, como anticonceptiva, no tratamento de inflamacdes no utero e ovario, em
diabetes, para problemas estomacais, contra cancer, febre e reumatismo. De extratos
etandlicos da casca do caule desta espécie ja foram isolados esteroides, triterpenos (PEREIRA
et al., 2006a), e os alcaloides 10-metoxidiidrocorinateol (ARNDT et al., 1967), acido 3-
harmanocarboxilico e braznitidumina (PEREIRA et al., 2006b). Ensaios biolégicos como
edema de pata induzido e acdo antinociceptiva foram realizados revelando que o efeito

antinociceptivo foi detectado em segunda fase, indicando que nio houve atuacido do sistema



opiodérgico e quanto ao edema de pata observou-se uma reducdo do edema em relagdo ao
controle do teste (OLIVEIRA et al., 2009).

Dessa forma, fica evidente que estudos cientificos de plantas brasileiras podem vir a
alavancar a inddstria de medicamentos no pais, tendo consequéncias s6cio-econdmicas
significativas pela diminuicdo de gastos com importagio e a disponibilizacdo de

medicamentos mais baratos & populacdo, além de aumentar a autonomia nacional para a

criacdo e o gerenciamento de politicas de saide (DOS SANTOS, 2001).

2.3 Metabdlitos secundarios

Sabe-se que o principal fator responsavel pelo potencial terapéutico dos organismos
vegetais e animais € a presenca de classe de substincias denominadas de metabdlitos
secunddrios, os quais possuem um papel fundamental na adaptacio do organismo ao seu
ambiente. Estes aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie, pois sio
responsaveis por diversas atividades bioldgicas com este fim como, por exemplo, podendo
atuar como antibidticos, antiftingicos e antivirais para proteger as plantas de patdgenos, e
também apresentando atividades antigerminativas ou tdxicas para outras plantas, fitoalexinas
(FUMAGALI et al., 2008).

Variagdes temporais e espaciais podem alterar o contetiido de metabdlitos secunddrios,
bem como as propor¢des relativas destes nas plantas. Apesar da existéncia de um controle
genético, a expressdo pode sofrer modificagdes resultantes da interagdo de processos
bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos (PELLISSARI, 2008).

De acordo com estudos fitoquimicos, as principais classes de metabdlitos secundérios
encontradas na casca do caule de A. nitidum sdo; alcal6ides, taninos condensados, glicosideos
cardiotonicos e cumarinas, sendo estes relatados na literatura com vdrias aplicacdes
terapéuticas.

As substancias fendlicas possuem funcio de defesa contra o ataque de pragas. Tem-se
observado que eles sdo capazes de reagir com radicais livres, estabilizando-os. Esse poder de
neutralizacdo das estruturas radicalares é devido a sua estrutura quimica formada por pelo
menos um anel aromdtico com grupamentos hidroxilas. Pesquisas recentes t&€m destacado
multiplas funcdes e mecanismos importantes relacionados a habilidade das substancias
fendlicas de se ligarem a receptores celulares e transportadores de membrana, influenciando a

expressdo génica, a sinalizagdo e a adesdo celular.
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Estudos demonstram que as 13 plantas medicinais que apresentam percentuais de
inibi¢do da ECA superiores a 50% contém taninos. Estes possuem a propriedade de precipitar
proteinas devido a formacdo de ligacdo de hidrogénio e intera¢des hidrofébicas com essas
macromoléculas. Portanto, essa acdo talvez se deva por uma ligacdo inespecifica
(ENDRINGER, 2007).

Os glicosideos cardioativos s@o substincias que cont€ém um ou mais residuos de
sacarideo, apresentam gosto amargo e sdo extremamente toxicos. Na medicina é usado para o
tratamento de insuficiéncia cardiaca, no entanto, altas concentra¢des podem levar a efeitos
drasticos na musculatura cardfaca devido a sua influéncia nas ATPases ativadas por Na'/K".
Extratos de plantas contendo essas substincias sdo usados no envenenamento de flechas por
indigenas (PEDRINHO et al., 2007).

Os alcaloides podem ser definidos como substincias farmacologicamente ativas,
contendo pelo menos um dtomo de nitrogénio e derivados de aminodcidos (FUMAGALI et
al., 2008). Os alcaloides inddlicos monoterpénicos estdo restritos a quatro familias:
Loganiaceae, Rubiaceae, Apocynaceae e Nyssaceae. Estes possuem um ntcleo inddlico
derivado do triptofano e uma unidade C, ou C,,derivada da secologanina (MARINHO, 2001).
Essa classe de substincias € importante por sua acentuada acdo sobre o sistema nervoso
central, sendo muitos deles utilizados como venenos ou alucinégenos (OLIVEIRA et al.,

2009).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Empregar técnicas de fracionamento cromatogrifico para a obtencdo de fracdes
enriquecidas de fitoconstituintes e ou isolamento de substancias, a partir do extrato etandlico
do caule da espécie Aspidosperma nitidum Benth., avaliando o potencial anti-inflamatério das

mesmas.

3.2 Objetivos especificos

¢ I[dentificar substincias presentes no extrato etandlico da casca do caule da espécie A.

nitidum;

¢ Quantificar as substincias identificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE);

e Avaliar a relacdo do potencial anti-inflamatdrio de fragdes e ou substincias obtidas a
partir extrato etandlico do caule da espécie A. nitidum com a atividade anti-

inflamatodria deste extrato.
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4. Metodologia

4.1 Coleta e identificacao do material vegetal

Amostras da casca do caule da espécie Aspidosperma nitidum foram coletadas na
Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas, Km 38, BR-174, Manaus,
Amazonas. Exsicatas da espécie foram encaminhadas ao herbdrio do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia (INPA) para identificacéo.

4.4 Preparacio da droga vegetal

Apés a coleta, a casca do caule foi secada em estufa de ar circulante a 45 °C. Em
seguida, o material foi pulverizado em moinho de facas, dando origem ao pé empregado na

obtencdo do extrato bruto.

4.3 Obtencao do extrato bruto

Foi obtido um extrato etandlico a partir da matéria-prima vegetal seca e pulverizada
por trés ciclos de maceracdo a temperatura ambiente, durante 72 horas. O extrato assim obtido
foi concentrado em rotaevapovador, levado a secura em evaporador centrifugo, pulverizado

em graal e acondicionado em dessecador até utilizagao.

4.4 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

Foram utilizadas cromatoplacas de aluminio revestidas com silica gel 60 Fys4, 0,2 mm
de espessura (Macherey-Nagel) para andlise do extrato bruto e das fragdes oriundas do seu
fracionamento. As placas foram eluidas com diferentes sistemas de solventes e reveladas com
reveladores especificos, para a verificacio do grau de pureza e de caracteristicas fisico-

quimicas (COLLINS et al., 1987).

4.5 Cromatografia em coluna

O extrato etandlico bruto foi fracionado em colunas de silica gel 60 (230-400 mesh)
(fase estaciondria), eluidas com solventes e ou sistemas de solventes de polaridades diferentes

e crescentes (fases mdveis), determinados pela andlise prévia por CCDC. As novas fracdes
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também foram submetidas a andlise por CCDC e, aquelas consideradas semelhantes foram

reunidas e fracionadas.

5 Resultado e Discussao
5.1 Fracionamento do extrato bruto

Durante o processo de solubilizacdo do extrato bruto etandlico da casca do caule
Aspidosperma nitidum em metanol: H,O (75:25) para a realizacdo da particdo, houve a
formacgdo de precipitado abundante, solivel em piridina, o qual foi removido por filtragido
simples e secado por liofilizagdo, obtendo-se assim um material com massa igual a 6,02 g,

sendo reservado para posteriores estudos.

Depois da retirada do precipitado formado, procedeu-se a parti¢do do extrato bruto
(figura 1). A solugdo filtrada foi extraida com hexano e funil de separacdo, apds a extragdo e
separacdo das fases, a fase hidrometandlica foi extraida por mais duas vezes. As fases
hexanicas foram reunidas. A fase hidrometandlica foi, em seguida extraida com acetato de
etila, ap6s a separagdo das fases a fase hidrometandlica foi extraida por mais duas vezes e as
fases acetato de etila reunidas.Finalmente a fase hidrometandlica foi extraida, também por trés
vezes e as fases butandlicas reunidas. As fases orginicas foram concentradas em evaporado
rotatério. E em seguida, as fases butandlica e hidrometandlica foram secadas em liofilizador.
As fases obtidas foram analisadas por CCDC para detectar a presenga de substincias de
interesse, como alcaloides, classe de metabdlitos secunddrios comprovadamente encontrada

no extrato etandlico (figura 2).

A andlise das placas (figura 2) revelou que todas as fases, inclusive o precipitado
apresentam substincias nitrogenadas (reveladas pelo reagente de Dragendorff) e outras
substancias reveladas por anisaldeido. Demonstrando assim que todas as fases sdo ricas em

substancias sendo estas promissoras para o fracionamento cromatogréfico.

De acordo com o rendimento de cada fase e de seus respectivos comportamentos em
silica, realizou-se um fracionamento cromatogréfico das seguintes fases: hexénica e acetato de
etila. A fase hexanica apresentou um baixo rendimento (0,17 g), porém demonstrou ter muitas
substancias, enquanto que a fase acetato de etila apresentou um rendimento superior ao da

fase hexanica, com cerca de 2,2 g. J4 a fase butandlica mesmo sendo a que apresentou o
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pulvério+MeOH:H,0 (75:25)

Precipitado
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hidroalcoolica
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Extrair 3x com Hexano
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Fase
hidroalcéolica

Extrair 3x com BuOH

Fase butandlica

m=20,9884g

Fase
hidroalcoéolica

Figura 1: Particdo do extrato etandlico da casca do caule de Aspidosperma nitidum.

A

B

FHex FAcOEt FBuOH Precip. FHex FAcOEt FBuOH Precip.

Figura 2: Cromatoplacas das fases oriundas da particio e do precipitado reveladas respectivamente com
Dragendorff (A) e anisaldeido (B). Fase estacionaria = silica gel; FM = DCM:AcOEt (3:7). (FHex =
Fase Hexanica; FAcOEt = Fase acetato de etila; FBuOH = Fase butondlica; Precip. = Precipitado).
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melhor rendimento com 20,98 g, € composta por substincias polares, as quais ficaram retidas

préximas a origem quando analisada por CCDC, cuja FE foi silica. Desta forma, para o

fracionamento desta fase serd necessdrio a utilizacdo de outras fases estaciondrias.

5.2 Fracionamento em coluna da fase hexanica

A fase hexanica, apds andlise por CCDC, utilizando hexano:acetato (8:2) como fase
movel foi fracionada em coluna aberta com silica gel 60 (230-400 mesh) (figura 3). Foram

utilizados 100 mg de amostra, na proporc¢ao 1:30 (amostra:FE).

Fase Hexanica

. :>. ::> FRAASOES

Figura 3: Fracionamento da fase hexanica eluido inicialmente com Hex:AcOEt 85:15 dando origem a 49 fracdes.

O volume morto medido foi 30 mL e a elui¢do da coluna foi iniciada com hexano
100%, com aumento gradual da polaridade da FM com adi¢do de AcOEt 100 % e em seguida
adi¢do de MeOH até 100 %. Estes estdo listados na tabela 1.
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Tabela 1: Eluentes utilizados no fracionamento da fase hexanica.

1 Hex: AcOEt (85:15) 11 DCM: AcOEt (3:7)
2 Hex: AcOEt (8:2) 12 DCM: AcOEt (4:6)
3 Hex: AcOEt (7:3) 13 DCM: AcOEt (1:1)
4 Hex: AcOEt (6:4) 14 AcOEt: MeOH (9:1)
5 Hex: AcOEt (1:1) 15 AcOEt: MeOH (8:2)

6 Hex: AcOEt (46) 16 AcOEt: MeOH (73)

7 Hex: AcOEt (37) 17 AcOEt: MeOH (64)

8 Hex: AcOEt (2:8) 18 AcOEt: MeOH (1:1)

9 Hex: AcOEt (1:9) 19 MeOH 100%

10 DCM: AcOEt (2:8)

As 49 fracdes oriundas do fracionamento foram analisadas por CCDC, reveladas e

aquelas semelhantes foram reunidas (figura 4).

Com base na andlise das cromatoplacas foram reunidas as fracdes 1-5, 6-7, 8-9, 11-12

e 28-35.
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Reveladores: Uv Anisaldeido

Reveladores: UV Anisaldeido Dragendorff

UV (365 nm)

Figura 4: Andlise por cromatografia em camada delgada comparativa das 49 fracdes oriundas do fracionamento

da fase hexanica, utilizando diversos reveladores. (Continua)
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F36 F38 F40 F42 F44 F46 F48 F36 F38 F40 F42 F44 F46 F48

UV (365 nm) Todo

F36 F37 F38 F39 F40 F41 F42 F43 F44 F45 F46 F47 F48 F49

UV (365 nm)

Figura 4: Andlise por cromatografia em camada delgada comparativa das 49 fracdes oriundas do fracionamento

da fase hexanica, utilizando diversos reveladores. (Continuagio)
5.3 Fracionamento da fase acetato de etila

Procedeu-se também um fracionamento cromatografico da fase acetato de etila
utilizando apenas 2,054 g da mesma. Foram utilizados 140 g de silica gel 60 como fase
estaciondria, sendo o volume morto medido de 600 mL, sendo coletadas 98 fragcdes. Os
eluentes utilizados e as fracdes coletadas estdo esquematizados na Tabela 1. Apds a obtengdo

das 98 fracdes, estas foram analisadas por CCDC e reunidas (figura 5).
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Figura 5: Andlise das fragdes 1-33 oriundas do fracionamento da fase acetato de etila apds reunido. (FE: silica

gel 60, revelador: reagente de Dragendorf)

Tabela 2: Eluentes utilizados no fracionamento da fase acetato de etila do extrato bruto etandlico de cascas do

caule de Aspidosperma nitidum e fragdes obtidas.

ELUENTES FRACOES

HEX: DCM (3:7) 01-02

HEX: DCM(2:8) 03-05

HEX: DCM(1:9) 05-08
HEX: AcOEt(2:8) 09-15
HEX: AcOEt(1:9) 16-27
DCM:AcOEt(8:2) 28-35
DCM:AcOE(6:4) 36-37
DCM:AcOEt(1:9) 38-44
AcOEt:MeOH(9:1) 45-51
AcOEt:MeOH(8:2) 52-57
AcOEt:MeOH(7:3) 58-63
AcOEt:MeOH(1:1) 64-69
AcOEt:MeOH(3:7) 70-75
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AcOEt:MeOH(2:8) 76-79
AcOEt:MeOH(1:9) 80-85
AcOEt:MeOH(05:95) 86-91
MeOH 100% 91-98

De acordo com as andlises por CCDC das fragdes obtidas aquelas com perfil
semelhante foram reunidas: 1-17, 18-22, 23-27, 28-33, 34-35, 36-38, 39-44, 45-49, 51-56, 57-
60, 61-64, 65-69, 71-73, 75-78, 79-80, 81-84, 85-90 e 91-98.

A frag@o 91-98 depois de evaporar todo o solvente apresentou cristais transparentes.

5.4 Fracionamento da fase butanoélica

Foram utilizados cerca de 18 g da fase butandlica, os quais foram dissolvidos em
MeOH. O fracionamento foi realizado em coluna de Sephadex LH-20°, pois a andlise da
placa cromatogrifica revelou que seu metabdlitos ficaram retidos préximo a origem (figura
2). A eluicdo da coluna foi realizada no modo isocratico utilizando MeOH como eluente e
foram obtidas 192 fragdes, as quais foram analisadas por CCDC e reveladas com reagente de
Dragendorff e anisaldeido. A reunido das fragdes 3 e 4 resultou na fracdo de maior
rendimento (m= 1,55 g). Nesta fracdo podemos observar a presenca ndo sé de substancias
nitrogenados, quando a placa é eluida em AcOEtMEOH 8:2, como também a de outras
substancias, as quais podem ser visualizar na figura 6 através das diversas manchas com
coloracdo distintas presentes. As cromatoplacas mostradas a seguir foram eluidas em

AcOEt:MeOH 6:4 estio representadas pela figura 7.
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ELUENTES

AcOEt:MEOH 8:2 AcOEt:MEOH 8:22 AcOEt:6:4

F1, F2, F3, F4, F5, F6 E F7 respectivamente

Reveladores: UV 365 nm Dragendorff Anisaldeido

Figura 6: Andlise cromatografica das fracdes 3 e 4 mostrando a presenca de substancias nitrogenadas quando
reveladas com Dragendorff.

F2, F26, F42, F43, F44 F61 F62 F63 e F64 respectivamente

¥ Fa3 Fag Taa Fi00 for

F68 F93 F98 F100 F101 respectivamente

Figura 7: Andlise por cromatografia em camada delgada das fragdes obtidas da fase butanélica. (Reveladores:
UV;¢5 € anisaldeido). (Continua)
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F124 F125 F126 F127 F128 F129 F130 respectivamente

Figura 7: Andlise por cromatografia em camada delgada das fragdes obtidas da fase butandlica. (Reveladores:
UV;¢5 e anisaldeido). (Continuagdo)

6 Conclusoes

A fase hexanica da particdo do extrato bruto etandlico das cascas do caule de
aspidosperma nitidum apresentou pequena quantidade de massa. Contudo, sua andlise por
CCDC revelou ser esta um amostra complexa. A tentativa de fracionamento por coluna aberta
de silica ndo foi bem sucedida, pois, as fracdes obtidas ainda apresentavam-se complexas,

porém com massa insuficiente para dar prosseguimento ao processo de purificagao.

O fracionamento da fase acetato de etila levou a obtencdo de cristais a partir das
ultimas fracdes da coluna. As outras fracdes estdo sendo analisadas a fim de se prosseguir seu

fracionamento.

O fracionamento da fase butandlica em coluna de Sephadex LH-20 ndo foi
satisfatério. A andlise por CCDC das fracdes obtidas mostra que estas apresentam-se ainda
muito complexas € com pouca massa, a excecao das fracdes 3 e 4. As quais possuem cerca de
1,5 g e sua andlise por CCDC sugere que apresentem pouca complexidade quanto a sua

constituicao.
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8 Cronograma de atividades

Nao cumprido

Item | Descricao Cumprido | Parcialmente cumprido
1 Levantamento bibliografico

2 Coleta e identificacdo da espécie

3 Obtengdo do extrato bruto

4 Fracionamento do extrato bruto

5 Elaboragdo do relatério parcial

6 Identificacdo de substancias

7 Quantificacao das substincias identificadas

8 Avaliagdo da atividade anti-inflamatéria

9 Elaboragdo do resumo e relatério final

10 Preparacdo da apresentacio final para o congresso
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