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RESUMO

Na Amazobnia, as plantas medicinais sdo muito utilizadas popularmente para o
tratamento de diversas doencas. Dentre as plantas medicinais utilizadas, destaca-se
Abuta grandifolia (Mart.) (Sandwith), que faz parte da familia Menispermaceae. Esta
espécie é conhecida por suas propriedades medicinais, tais como atividade anti-
inflamatoria, antidiabética, antimicrobiana e antimalérica. Neste trabalho realizou-se a
caracterizacdo quimica dos constituintes alcaloidicos das folhas e galhos da espécie. As
amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao
detector de arranjo de diodos (DAD) e Espectrometria de Massas (EM) utilizando
ionizagéo tipo APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization), e comparando-se 0s
espectros de massas dos ions selecionados foi possivel propor a presenca dos alcaloides
coclaurina, estefarina, reticulina, (S-S)-O4"-metil, Np-nor-O6’-dimetil-(+)-curina,
krukovina, bem como trés outros alcaloides cujas estruturas ainda ndo foram
identificadas.

Palavras-chave: Abuta, alcaloide, proaporfinico, benziltetrahidroisoquinolinico,

bisbenzilisoquinolinico.
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1. INTRODUCAO

Muitas comunidades e grupos étnicos tém como Unico recurso terapéutico para
tratamento de doencas e cura de enfermidades o uso de plantas medicinais. Nas regifes
mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais. As observacdes populares sobre o uso e eficacia de plantas medicinais
contribuem consideravelmente para despertar o interesse de pesquisadores de diversas
areas, como por exemplo boténica, farmacologia e fitoquimica, quanto a comprovacgéo
das virtudes terapéuticas dos vegetais. (MACIEL et al, 2002). Assim, este trabalho
propde-se a realizar uma pesquisa fitoquimica da espécie Abuta grandifolia (Mart.)
(Sandwith), que se destaca entre plantas medicinais utilizadas popularmente. A pesquisa
fitoguimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais
ou avaliar a sua presenca. (SIMOES et al, 2003)

A espécie A. grandifolia faz parte da familia Menispermaceae, € usada em varios
paises da América do Sul como fitoterdpico, complemento alimentar, corante e outros
usos. Na forma de corante, seus caules produzem uma tintura amarelada que pode
chegar a cor de vinho, contudo seu uso mais comum € na forma de fitoterapico
(REVILLA, 2001).

Alcaloides sdo muito encontrados na familia Menispermaceae. Alcaloides tipo
isoquinolinicos, tropoisoquinolinicos, e bisbenzilisoquinolinicos sdo descritos em
espécies do género Abuta entre eles pode-se mencionar os alcaloides krukovina e
limacina, que exibem atividade antiplasmddica (STEELE et al., 1999).

Neste projeto, destaca-se o estudo da composicdo quimica, através de analises de
Cromatografia de Alta Eficiéncia e Espectrometria de Massas. Assim, 0 estudo desta
espécie auxiliard tanto na identificacdo da composi¢do quimica quanto na confirmacéo
de quais constituintes conferem as atividades bioldgicas indicadas em estudos

anteriores.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 Plantas Medicinais

Na Amazoénia Legal estdo identificadas cerca de 650 espécies vegetais com
propriedades fitoterapicas, de valor econémico. O estado do Pard se destaca com

aproximadamente 540 espécies, seguido dos estados do Amazonas, com 488; Mato



Grosso, 397; Amap4, 380; Rondonia, 370; Acre, 368; Roraima, 367; Maranhdo, 261.
(FIEAM, 2016)

As plantas medicinais sdo muito usadas como fonte de compostos quimicos com
atividade farmacoldgica. Uma planta pode ter dezenas de metabolitos secundarios que
se tornam fontes de produtos naturais biologicamente ativos. (MARI, 2007). O uso de
produtos naturais como matéria-prima para a sintese de substancias bioativas,
especialmente farmacos, tem sido amplamente relatado ao longo do tempo. (SIMOES et
al, 2003)

A exploracdo dos constituintes quimicos presentes em produtos naturais
possibilitou a descoberta de substancias com as mais variadas estruturas, classes
quimicas, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas que se tornaram modelos para
sintese de inimeros farmacos (BRESOLIN & FILHO, 2003).

2.2 Género Abuta

O género Abuta foi descrito por Aublet e compreende cerca de 35 espécies
tropicais. Ocorrem nas florestas tropicais, do sul do México a Bolivia, passando pelo
Brasil, tendo maior diversidade na Amazonia, Guiana, Suriname e Guiana Francesa. No

Brasil, 0 género esta representado por 16 espécies. (SOUSA et al, 2013).

2.3 Abuta grandifolia

Abuta grandifolia (Mart.) Sandwith, também conhecida como abuta, abuta-
branca, abota, abutua, barbasco, butua, cip6-abuta, parreira-brava-branca, dentre outros
nomes populares (MARI, 2007 apud REVILLA, 2002), pertence a familia
Menispermaceae e é considerada como uma planta medicinal tradicional em toda a
Ameérica do Sul. O caule e as folhas possuem muitas propriedades medicinais, como
atividade anti-inflamatéria, antidiabética, antimicrobiana e antimaléarica. (SAYAGH,
2012).

Estudos fitoquimicos relataram a presenca de alcaloides na espécie Abuta
grandifolia, estes sdo mostrados na tabela 1. Segundo os estudos realizados, é possivel
gue esses alcaloides sejam 0s responsaveis pelas diversas propriedades medicinais

observadas na especie.



Tabela 1: Alcaloides isolados da espécie Abuta grandifolia

Espécie

Alcaloides Isolados

Estrutura

Referéncia

Abuta grandifolia

(R,S)-2 N-
Norberbamunina

190
H e
H

HyGO
HO N,

OHO._ /{}_7 /H

OCH,

Cometa et al (2012)

(R,R)-
Isochondodendrina

Cometa et al (2012)

(S-S)-04"-methyl-Nb-
nor-O6'-demethyl-(+)-
curina

Cometa et al (2012)

(S-S)-04"-methyl,
06'-demethyl-(+)-
curina ou Krukovina

Cometa et al (2012)
e Steele et al (1999)

Limacina

Steele et al.,1999




Palmatina Rocha, et al. (1967)

2.4 Atividade Biologica

Segundo Cometa et al (2012) a familia Menispermaceae é uma boa fonte de
alcaloides  bisbenzilisoquinolinicos, caracterizada por diferentes atividades
farmacoldgicas, incluindo atividade inibitoria da enzima colinesterase (ChE).

Abuta grandifolia (Mart.) Sandwith é usada em etnomedicina contra varias
doencas, e, em particular, contra as febres da malaria. Este uso popular foi confirmado
por isolamento de alcaloides bisbenzilisoquinolinicos com atividade antiplasmadica.
(COMETA et al, 2012)

O extrato em metanol dos galhos dessa espécie e suas respectivas fracdes mais
polares, também apresentaram atividade inibitdria da enzima acetilcolinesterase (AChE)
(MUNIZ et al, 2007). Essa enzima esta envolvida na transmissdo de impulsos nervosos
nas sinapses colinérgicas, através da hidrolise da acetilcolina. Trabalhos da literatura
demonstraram que inibidores de AChE podem apresentar atividade antiinflamatéria
(NIZRI et al, 2006).

Além disso, a inibicdo dessa enzima também pode ser uma estratégia para o
tratamento de doengas como o mal de Alzheimer, de Parkinson e outras doencas que
afetam o sistema nervoso central (MUKHERJEE et al, 2007).

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Levantamento bibliografico

Foi realizado o levantamento de trabalhos cientificos em bases de dados
especializadas e obtencdo de trabalhos publicados em livros e revistas especializadas,
relacionados a area de quimica de produtos naturais. As principais ferramentas de busca
foram as bases de dados disponiveis no Portal Periodicos da CAPES (SciFinder,

Scopus, Web of Science, Medline pub, Biological e CAB Abstracts).



3.2 Coleta

Os galhos e folhas de Abuta grandifolia foram coletados na Reserva Florestal
Adolpho Ducke.
3.3 Obtencdo da fracdo alcaloidica

Para obtencdo das fracOes alcaloidicas de galhos e folhas de Abuta grandifolia, o
material vegetal foi macerado em NH,OH 10 %, seguida de particdo em diclorometano.
Posteriormente, a fase aquosa foi neutralizada com solugdo de acido acético 10% e
depois, adicionou-se a fase aquosa diferentes volumes de NH,OH concentrado a fim de
alcancar o pH 10. A fase aquosa foi entdo, extraida com diclorometano e essa fase
orgéanica foi submetida a analises.
3.4 Andlise das fracbes por LC-DAD-MS

A identificacdo de perfis cromatograficos das fracGes alcaloidicas foi realizada

inicialmente em placas prontas (Merck F254) usando gel de silica ou silica derivatizada
(RP-18) com auxilio de diferentes reveladores (UV a 254 ou 366 nm e revelador
quimico especifico para a classe de alcaloides tais como Draggendorff). Em seguida,
essas fragdes foram analisadas por injecdo direta em Espectrometro de massas do tipo
fon-trap modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific) com ionizacdo APCI (Atmospheric
Pressure Chemical lonization) no modo positivo. Posteriormente, foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos
(DAD) e Espectrometria de Massas (EM) utilizando ionizacdo tipo APCI para
identificacdo dos alcaloides presentes na espécie. Para a analise cromatografica utilizou-
se um cromatografo Surveyor® (Thermo Scientific), com fluxo de 1ml/min, em sistema
gradiente com as fases moveis: A (&gua ultrapura 0,1% &cido férmico) e B (Metanol
grau HPLC). A coluna cromatografica utilizada foi a coluna Luna C18 (5u, 100 A,
tamanho 150 x 4,6 mm). O gradiente ocorreu de 0-20 minutos, de 20% a 50%, de 20-30
minutos, isocratico a 50%, de 30-40 minutos, de 50% a 100% e mais 10 minutos de
MeOH 100%, totalizando 50 minutos. Foram utilizados solventes grau HPLC (Tedia®)
para as analises cromatograficas em modo normal de elui¢do, bem como para o preparo
dos extratos. A identificacdo dos alcaloides também foi realizada com auxilio de alguns

padrbes disponiveis em nosso grupo de pesquisa e comparagdo com dados da literatura.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extragdo Alcaloidica
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O metodo de extracdo desenvolvido busca fazer uma triagem dos metabolitos
secundarios totais contidos no material vegetal. Assim, ao adicionar a solucdo de
hidréxido de aménio 10% ao material vegetal, houve a extragdo de varios compostos de
carater acido, tais como &cidos graxos, devido ao meio ser basico. Esses constituintes
ficaram retidos na fase aquosa bésica na forma de sais organicos. Com a adi¢do de
diclorometano, esse solvente organico de baixa polaridade extraiu as moléculas de baixa
polaridade do material vegetal. Como o interesse dessa extracdo ndo sdo 0S Compostos
acidos e de alta polaridade, a fase aquosa basica foi descartada. E a extracdo prosseguiu
com a fase apolar (DCM).

A adicéo de 4cido acético 10% teve como objetivo fazer uma nova triagem, pois
como esse solvente é &cido, este reagiu com 0s compostos basicos formando sais, ou
seja, os alcaloides de baixa polaridade que possivelmente estavam na fase apolar foram
removidos para a fase aquosa acida na forma de sais. A fase apolar foi removida e a fase
aquosa &cida adicionou-se NH,OH até o pH 10. O hidréxido de aménio reage com 0s
sais, e assim, regenera a forma molecular dos alcaloides. E por ultimo, com a adi¢édo de
diclorometano foi possivel extrair os alcaloides que estavam na forma molecular para
uma fase apolar, finalizando assim a extracdo e obtendo as fragdes alcaloidicas.

As fragOes obtidas tiveram os seguintes resultados:

Material Vegetal Fracéo Rendimento
Folha 4,2 mg 0,21%
Galho 1,2mg 0,06%

Tabela 2: Fracdes e Rendimentos da extracao alcaloidica dos galhos e folhas de Abuta

grandifolia

4.2 Andlise das fragdes por Espectrometria de Massas

No espectro de ions totais (Fig. 1) da fracdo das folhas e galhos foram
verificados ions de m/z par, caracteristicos de alcaloides, tais como: 286, 298 e 330.
Também foram observados outros de m/z 569, 581, 583, 595 e 597 ([M+H]+).

O ion m/z 286 apresentou uma perda inicial de 17 Da (NH3) (m/z 286 — m/z
269), assim como apresentou fragmentos de m/z 107 e 175 (Fig. 2A). O ion de m/z 330
teve perda inicial de 31 Da (CH3NH,) (m/z 286 — m/z 269), e um fragmento de m/z 192

(Fig. 2B). As perdas iniciais e os fragmentos observados nos dois ions sdo coerentes

11



com esqueletos de alcaloides benzilisoquinolinicos (SCHMIDT et al, 2005). O
fragmento de m/z 192 é um fragmento chave frequentemente observado em esqueletos
benzilisoquinolinico-N-metil contendo substituintes metoxila e hidroxila no anel A
(SCHMIDT et al., 2005).

No espectro de MS® do fon de m/z 298 (Fig. 4) observou-se perdas
caracteristicas de 17 Da, atribuida a NH3 e 31 Da, atribuida a CH3NH,. Essas perdas
foram anteriormente reportadas em estruturas aporfinicas (STEVIGNY et al., 2004,
SILVA et al., 2014).

Nos espectros de MS? foram observados picos com m/z 569 (Fig. 6A), m/z 583
(Fig. 6C) e m/z 597 (Fig. 6E), que apesar de apresentarem m/z impar, apresentaram
perdas caracteristicas como de NH3 (17 Da) (m/z 569 — m/z 552, m/z 583 — m/z 566 e
m/z 597 — m/z 580, respectivamente), e CH3NH; (31Da) (m/z 552 — m/z 538, m/z 566
— m/z 552 e m/z 580 — m/z 566, respectivamente), sugerindo tratar-se de alcaloides
contendo dois atomos de nitrogénio, coerentes com dimeros. Além disso, observou-se
nos espectros dos trés ions a presenca de um fragmento de ion m/z 192 e no espectro do
ion de m/z 569 observou-se um fragmento de ion m/z 178, indicativo de esqueletos
benzilisoquinolinicos. Segundo Shim et al (2013), os fragmentos de m/z 178 e 192
também sdo caracteristicos de fragmentacgdes de alcaloides bisbenzilisoquinolinicos.

No espectro de MS? dos fons de m/z 581 e 595 (Fig. 6 B e D), foi observada
perda inicial de 15 Da (m/z 581 — m/z 566 e m/z 595 — m/z 580). Também se notou
nos espectros de fragmentacdo dos dois ions a presenca discreta do ion de m/z 192, ja
mencionado anteriormente como fragmento chave de alcaloides benzilisoquinolinicos e
bisbenzilisoquinolinicos (SCHMIDT et al, 2005; SHIM et al, 2013).

12
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O ion de massa m/z 286 [M+1]", corrobora, de acordo com a literatura
(ALARCON et al, 2011; SCHMIDT et al, 2005 com o alcaloide
benziltetrahidroisoquinolinico coclaurina, j& relatado em Menispermaceae (DUTE et al,
1987). Através de dados da literatura sugere-se que o pico [M + H] 330 se trata do
alcaloide benziltetrahidroisoquinolinico reticulina (SCHMIDT et al., 2007).

HsCO H4CO
e @
HO NCH,

HO

® T
HO HsCO

Figura 3: Estrutura dos alcaloides Coclaurina e Reticulina
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Figura 4: Espectro de Massas em MS? do fon de m/z 298

Comparado com a literatura (KOPYLOV et al., 2014), o pico de [M + H] 298
indica possivelmente a estrutura do alcaloide proaporfinico estefarina. O alcaloide
estefarina foi mencionado por Thornber (1970); Sayagh et al (2012) como presente na

familia Menispermaceae e na especie Abuta grandifolia.
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Figura 5: Estrutura do alcaloide proaporfinico Estefarina
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Figura 6: Espectro de Massas em MS? do fon de m/z 569, 581, 583 595 e 597

Ao observar os ions m/z 569 e 583 no espectro percebeu-se que eles poderiam

ser dimeros de alcaloides benzilisoquinolinicos (bisbenzilisoquinolinicos), e dados da
literatura mostram o isolamento de tais moléculas em Abuta grandifolia (COMETA et
al., 2012). Porém, os dados obtidos para esses ions ndo foram suficientes para confirmar
a estrutura de tais alcaloides.

Cometa et al (2012) relatou o alcaloide com m/z 581 como sendo o
bisbenzilisoquinolinico (S-S)-O4"-metil, Nb-nor-O6’-dimetil-(+)-curina (Fig. 7A). O ion
de m/z 595 foi relatado por Steele et al (1999) como sendo o alcaloide
bisbenzilisoquinolinico Krukovina, que foi isolado da espécie Abuta grandifolia.

Cometa et al (2012) também relataram a presenca de um alcaloide

15



bisbenzilisoquinolinico na espécie A. grandifolia com m/z 595, e atribuiram o nome de
(S-S)-0O4"-metil, O6'-dimetil-(+)-curina (Fig. 7 B).

OCH,

B

O OCH,

Hat” OH N O
TS /CL SO
ooHa OCH;\j:i:[ji

Figura 7: Estrutura dos alcaloides bisbenzilisoquinolinicos A e B
O ion de m/z 597 foi relatado por Steele et al (1999) apenas como um tipo de

alcaloide bisbenzilisoquinolinico, presente na espécie Abuta grandifolia.

I OR

Figura 8: Estrutura do alcaloide bisbenzilisoquinolinico m/z 597

4.3 Andlise das fracbes por LC-DAD-MS

A andlise por LC-DAD-APCI-MS confirmou a presenca da maioria dos
alcaloides observados na andlise por Espectrometria de Massas. No cromatograma
referente as folhas (Fig. 9A), foram observados picos majoritarios de m/z 298, 286, 583
e 569, coerentes com os ions observados no espectro de massas em full scan das folhas
(Figura 1A). No cromatograma referente aos galhos (Fig. 9B), evidenciou-se 0s picos
com m/z 298, 330, 583 e 569, também semelhantes ao verificado no espectro de massas

em full scan dos galhos (Figura 1B).
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5. Concluséo

Os dados obtidos através deste trabalho contribuiram significativamente para o
conhecimento fitoquimico da espécie Abuta grandifolia. As investigacGes instrumentais
utilizadas auxiliaram na confirmacdo da natureza alcaloidica das folhas e galhos da
especie, sendo identificados 0S seguintes alcaloides: dois
benziltetrahidroisoquinolinicos (Coclaurina e Reticulina), um proaporfinico (Estefarina)
e cinco bisbenzilisoquinolinicos. Dos bisbenzilisoquinolinicos identificados, apenas trés
haviam sido relatados em literaturas anteriores ((S-S)-O4"-metil, Nb-nor-O6’-dimetil-
(+)-curina, Kruvovina e o alcaloide de m/z 597, que ndo teve nenhum nome atribuido) e
0s outros dois alcaloides identificados na espécie ndo foram reportados na literatura, e
para confirmacdo de suas estruturas se faz necessario o isolamento dos mesmos e a
continuacdo dos estudos com o auxilio de outras técnicas de alta resolucao.

Os testes de atividade bioldgica para confirmacdo das propriedades medicinais
da espécie A. grandifolia foram iniciados, porém ha a necessidade de repeticbes e
tratamento dos dados. Essas atividades, bem como o isolamento e elucidagéo estrutural
dos alcaloides e avaliacdo do potencial bioldgico destas substancias serdo desenvolvidas

posteriormente.
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