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INTRODUGAO. O uso das plantas medicinais anda de maos dadas com o desenvolvimento da
humanidade, sendo que na antiguidade existia apenas o conhecimento empirico e, na atualidade,
muitas pesquisas cientificas comprovam as propriedades medicinais de varios vegetais (OLIVEIRA,
2006). Dentre as espécies medicinais produtoras de principios ativos de grande interesse mundial
destaca-se o jaborandi (Pilocarpus sp.) que € utilizado como matéria prima para isolamento de
diversos farmoquimicos (Santos et al., 1988).

O jaborandi (Pilocarpus microphyllus) é uma planta arbustiva e bastante ramificada
pertencente a familia Rutaceae. No Brasil, ocorre principalmente na regido Leste da Amazénia e nas
regides do Centro-Sul e Nordeste (Marques & Costa, 1994). A partir dessa espécie ja foram
identificadas as estruturas dos seguintes alcaldides: pilocarpina, isopilocarpina, pilocarpidina,
isopilocarpidina, pilosina, isopilosina, epiisopilosina, epiisopiloturina, 13-nora-7(11)-dehidro-
pilocarpina, N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina, N,N-dimetiltriptamina, plastidesmina, (1H)-4-metoxi-2-
quinolone e dictamina (SANTOS e MORENO, 2004).

Com o conhecimento prévio de que o alcaldide epiisopiloturina é o de maior concentragdo na
biomassa do jaborandi logo ap6s a extracdo de pilocarpina e considerando ser missao das
Instituicdbes de Estudo e Pesquisa realizarem estudos, possibilitando desenvolvimento para a
sociedade, foi firmada uma parceria entre a Universidade Federal do Piaui e a empresa VEGEFLORA
Extragcbes do Nordeste LTDA. Assim, o projeto visa ampliar o estudo sobre os compostos quimicos
oriundos da biomassa resultante do processamento do jaborandi, isolando o alcaldéide em estudo,
epiisopiloturina, através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e dessa forma,
buscando o conhecimento sofre a funcao e a utilidade de toneladas de residuos gerados, através da

O projeto objetiva-se a purificacdo do alcaldide epiisopiloturina, encontrada no residuo
industrial da produgcédo de pilocarpina e a investigagdo da atividade farmacolégica e o uso de
processos de obtencado dos principios ativos que permitem melhor aproveitamento dos recursos
naturais e seus subprodutos, tendo suporte em fontes sustentaveis com minimo impacto ao meio
ambiente, mas com grande impacto econdmico e social para a regido onde a empresa esta inserida.
METODOLOGIA. A biomassa foi submetida a um processo de extracdo de alcaléides baseado na
acidificacdo e filtragem de residuo industrial seguida de alcalinizacdo e filtragem da solugao para
obtengéao do alcaldide epiisopiloturina concentrado. A biomassa foi diluida a 5%, filtrada em sistemas
com didmetro de 0,45 pm e colocado em tubos de plasticos de 1,5 mL no rack autosample
(Autosample SIL-10AF). Em seguida a solugédo foi injetada em um cromatédgrafo liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu Prominence, AUTOSAMPLE SIL-10AF, CTO-20A, LC-6AD, CBM-20A). A coluna

usada foi LiChrospher 60 RP Select B (5 um) — Merck, como fase movel. O eluente utilizado foi o



fosfato de potassio (K8PO4) a 5% com pH 2,5. O fluxo foi ajustado para 1 mL/min a 50°C. O
comprimento de onda usado pelo detector do HPLC foi ajustado para 216 nm.

As cepas utilizadas foram do género Candida desenvolvidas em meio inclinado Sabouraud
(Merck), por 48 horas, a 25°C. Apos este periodo, foi realizado um repique para caldo Sabouraud
(Merck) e incubado nas mesmas condi¢oes. A partir desta suspensao os inéculos foram preparados
nas concentragées de 1% (v/v) para as solugdes extrativas e 1 a 4% (v/v) para o alcaléide. A
preparagdo das placas e distribuicdo das amostras foi realizada conforme descrito pelo método do
NCCLS. O padrao utilizado foi nistatina, nas concentragdes de 0,3 mg/mL para os discos, e 0,03
mg/mL para os cilindros e as placas foram incubadas por 24 horas, a 37 °C.
RESULTADOS E DISCUSSAO. Através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) foi possivel isolar mais de 100 mg do alcal6ide epiisopiloturina a partir da biomassa gerada do
residuo industrial da pilocarpina. O alcal6ide isolado teve sua massa molecular confirmada por
espectrometria de massa ([M+H]" = 287,061 Da). (Figura 1). Foram testados in vitro, atividade
antifangica contra as leveduras Candida albicans ATCC 1023, Candida albicans ATCC 10231,
Candida tropicalis ct - cepa de campo, Candida tropicalis ATCC 157, Candida glabrata ATCC 30070,
Candida dubliniensis ATCC 778157, Candida dubliniensis ATCC 777 e Candida parapsilosis - ATCC
22019) nao interferindo com o desenvolvimento microbiano nas concentragées até 1 mg/mL. As

amostras foram diluidas em DMSO/4gua esterilizada (5:95, v/v).

V100 Q000Y S e —
_ Fpusobohzma |
1.25 | uslsds pof CLAE
Padsbo Epusopalonmnns
1 #mg mal.
1.00
i
0,75 |
0,50+ J |
| ‘
0.25 |
1
““\-\ - i !
0.00 | T . Ve S -
s .
0.0 5.0 10,0 15,0 0.0 25.0 30.0 siian
2.00E+008 -
Ma+H]* = 287 061
1.50E+008
b i
# e
5 ' ;
&  1.00E+008 -
=
S.00E+007T -
D.00E+000 - |
200 220 240 260 280 200

Figura 1. (1) Cromatografia liquida de alta eficiéncia dos padrdes e alcaldide industrial purificado por
HPLC. (2) Andlise por espectrometria de massa ESI+ do alcaldide epiisopiloturina (M + H]" =

287,061). Estes dados confirmam a pureza e a estrutura molecular.



CONCLUSAO. O grande interesse do projeto foi 0 aproveitamento dos residuos industriais como uma
forma de reduzir o impacto ambiental, eliminando toneladas desses produtos que poluem o ambiente
e na busca de aplicag¢des tecnoldgicas de subprodutos da extragédo de pilocarpina, oferecendo assim
um impacto de inovagao tecnoldgica regional em parceria publica privada (PPP). Pois embora néo
houve atividade antifungica comprovada para as espécies testadas, houve atividade contra formas
amastigotas de L. amazonensis in vitro permitindo que possa em futuro proximo outros projetos
relacionados para aprimoramentos e avaliagdes de novos estudos nesta area. APOIO. VEGEFLORA

Extrac6es do Nordeste LTDA, CNPq (pela bolsa concedida através do programa PIBIT).
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