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INTRODUCAO

Na busca por novos farmacos, os produtos naturais destacam-se pela diversidade estrutural e,
assim, as espécies vegetais sdo candidatas importantes para screening de novos compostos
bioativos (GIORDANI et al.,2008).

Alcaloides sdo compostos nitrogenados com pouca distribuicdo na natureza. Estes compostos
ja foram identificados na espécie Prosopis juliflora em estudos anteriores e sao conhecidos
pelo potente efeito fisioldgico sobre o organismo e o sistema dos mamiferos, constituindo
importantes agentes terapéuticos. Como representantes dessa gama de compostos que sé&o
usados para o tratamento de doencas, podemos citar a atropina, morfina, quinina e vincristina
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

As parasitoses gastrintestinais sdo consideradas um importante fator limitante para a
caprinocultura, uma vez que promovem reducdo da produtividade animal devido a perda de
peso, diminuicdo no consumo alimentar, diarreia, anemia, queda na producdo de leite, baixa
fertilidade e elevada mortalidade em caso de alta taxa de infec¢do, conduzindo a perda
econémica na producdo (LIMA et al., 2010; VILELA et al., 2012).

As doengas degenerativas, como Alzheimer, tornam-se mais frequentes com o aumento da
expectativa de vida da populagédo. Os avangos obtidos na compreensédo da evolucdo da doenca
tém demonstrado que o uso de inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) é a forma
mais eficiente de controle da doenca (YAMAGUCH, 2012). Nesse sentido, a busca por novos
compostos com atividade anticolinesterasica é de grande importancia o que justifica a
realizacdo do trabalho que tem como objetivo avaliar a atividade anticolinesterasica e anti-
helmintica de alcaloides isolados da espécie Prosopis juliflora.

MATERIAIS E METODOS

Obtencéo dos extratos: O extrato hexanico foi obtido por maceragdo do material pulverizado
em hexano, separadamente, por trés extracdes consecutivas, por 72 horas cada. O extrato
metanolico e acetato de etila foram obtidos pelo mesmo processo descrito, substituindo o
solvente. O filtrado obtido em cada etapa foi reunido e o volume reduzido em rotaevaporador.



Obtencdo da fracdo rica em alcaloides: o extrato etandlico, apds ter o volume reduzido, foi
submetido a parti¢do liquido-liquido. Passo 1: em um funil de separacdo o extrato foi
acidificado até pH 3 com uma solugdo de HCI a 2%; passo 2: o extrato acidificado foi
submetido a trés extracbes com cloroférmio; passo 3: no funil de separacéo a fase aquosa foi
basificada até pH 11 com NH4OH e submetida a nova extracdo com cloroférmio (obtencédo da
fracdo rica em alcaloides); passo 4: a fracdo rica em alcaloides foi seca com sulfato de sodio
anidro (Na2S04) e teve seu volume reduzido em rotaevaporar, conservado em capela para a
retirada de todo o solvente.

Avaliacdo da atividade anticolinesterasica: a enzima utilizada foi a acetilcolinesterase (AChE)
de Electrophorus electricustipo VI (sigma). Em cada posso das microplacas (96 pocos) foram
adicionados 25 pL de iodeto de acetilcolina 15 mM, 125 pL de DTNB, 50 pL de tampéo Tris-
HCI 50 mM pH 8,0, contendo 0,1% de BSA (Albumina do Soro Bovino) e 25 pL da fragéo de
alcaloide obtida de Prosopis juliflora em diferentes concentracdes. A absorbancia foi medida
a 405 nm em leitor de microplaca a cada 13 s por 5 vezes. Em seguida foram adicionados 25
pL da enzima (0,22 U/mL), e a absorbancia foi medida novamente a cada 13 s por 8 vezes.
Atividade anti-helmintica: foi depositado a cada poco da microplaca (96 poc¢os) 100 uL da
suspensdo de ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos e adicionado 0 mesmo volume
do extrato acetato de etila e fracdo de alcaloides das vagens de P. juliflora diluidos em DMSO
(0,5%), nas concentracGes de 4,0; 2,67; 1,78; 1,19 e 0,79 mg/mL. Também foi adicionado
meio nutritivo na proporgdo de 7% do volume total. Foram utilizados DMSO (0,5%) e
tiabendazol (0,05 mg/ mL) como controles negativo e positivo, respectivamente. Apds
incubacdo das placas em estufa B.O.D. a 24°C por 48 horas acrescentou-se lugol para
interromper a reacdo, e todos os ovos e larvas foram contados em cada pogo. Trés repeticdes
com cinco replicatas foram realizados para cada concentracédo e controles.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a atividade anticolinesterasica a menor concentracdo apresentou 14% de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase enquanto a maior apresentou 83,5% de inibi¢do. Segundo Eldeen et
al (2005) a atividade anticolinesterasica realizada com extratos é considerada moderada
guando apresenta valores menores que 60%. Além disso, extratos cuja inibicdo enzimatica
apresente valores maiores ou iguais a 50% devem ser considerados para fracionamentos e
isolamento dos principios ativos capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase, o que torna o
extrato metandlico de algaroba promissor para ter seus constituintes purificados e
identificados para testes posteriores e identificacdo dos compostos responsaveis pela atividade
(TREVISAN; MACEDO, 2001).

O resultado do teste de inibicdo da ecloséo de ovos de nematoides gastrintestinais de caprinos
mostrou-se dose dependente, ou seja, quanto maior a concentracdo, maior a inibicdo da
ecloséo dos ovos. Para o extrato foi observado inibicdo de 90% na concentracdo de 4 mg/mL
enquanto que para a fragdo rica em alcaloides observou-se inibicdo de 90% desde a
concentragdo 1,78 mg/mL. Esta maior atividade da fracdo rica em alcaloides pode ser
justificada pela atividade tdxica conhecida dos alcaloides, além disso, a composi¢do complexa
do extrato apresenta, além das substancias ativas, substancias sem atividade frente ao teste.

A fracdo rica em alcaloides foi submetida a Cromatografia a Liquidos de Alta Eficiéncia
acoplada ao espectro de massas (CLAE-ME). O estudo de elucidacdo estrutural dos



compostos presentes na fragdo rica em alcaloides esta em andamento, mas ja foi possivel a
identificacdo de trés alcaloides: prosopina, juliprosopina e juliprosina.

O cromatograma (figural) apresentou no pico 1 o ion pseudomolecular com m/z 326 [M+H]+
em 13,4 minutos que corresponde ao alcaloide prosopina o pico 2 apresentou ion
pseudomolecular com m/z 627 [M+H]+ em 13,7 minutos que corresponde ao alcaloide
juliprosina; Em 15 minutos, apresentou o ion pseudomolecular com m/z 630 [M+H]+, que
corresponde ao alcaloide juliprosopina. E possivel afirmar a identificacdo destes alcaloides
por ja terem sido descritos na literatura anteriormente.
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Figura 1. Cromatograma da fracao rica em alcaoides.

O ion pseudomolecular com m/z 316 apresentou, quando submetidos ao MS;, um fragmento
em 298, formado pela perda de uma molécula de &gua e outro em 280, referente a perda de
duas moléculas de agua esse perfil foi descrito por Singh e Verma, 2012 para o alcaloide
prosopina.

O ion pseudomolecular com m/z 627 quando submetido ao MS, apresentou m/z 314 [M+H]"
0 que indica que ndo houve fragmentacdo, apenas foi adicionado mais um préton ao ion
pseudomolecular. O mesmo acontece com o ion pseudomolecular com m/z 630, quando
submetido ao MS, apresentou m/z 315 [M+H]*. Esse comportamento frente 8 CLAE-MS
desses alcaloides foi descrito por SANTOS et al, 2013.

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo possibilitou a identificacdo de trés alcaloides presentes na espécie Prosopis
juliflora, aléem de demonstrar o potencial da espécie frente as atividades anti-helmintica e
acetilcolinesterase. O extrato acetato de etila de Prosopis juliflora e a fracdo rica em
alcaloides mostraram-se ativas para a atividade anti-helmintica. Esta atividade pode ser
atribuida aos alcaloides presentes no extrato, pois quando testada, a fracéo rica em alcaloides
demostrou atividade ainda maior que ha presente no extrato. O extrato metanolico de
prosopis juliflora apresenta potencial frente a atividade anticolinesterasica, sendo necessarios
estudos posteriores para o possivel isolamento, purificacdo e identificacdo dos compostos
responsaveis por essa atividade. Com isso, sera necessario a realizagdo do teste da atividade




anticolinesterasica na fracdo rica em alcaloides. Além da identificacdo dos outros
constituintes presentes nesta fracéo.
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