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RESUMO

A maléria € uma doenca infectocontagiosa causadora da morte de milhares de pessoas todos
os anos. A fim de encontrar substancias capazes de impedir seu desenvolvimento, as espécies
Bocageopsis multiflora, Bocageopsis pleiosperma e Siparuna glycycarpa foram avaliadas
neste trabalho. Ensaios bioldgicos in vitro expuseram os extratos obtidos frente a cepas de P.
falciparum resistente e sensiveis a cloroquina, evidenciando a presenca de compostos
antimaléricos nos extratos diclorometénico e etanélico de B. multiflora, diclorometanicos das
cascas de B. pleiosperma e S. glygycarpa. Os valores de 1Cs apresentados estiveram entre 10
e 50 ug/mL. O mecanismos de acdo desses extratos foram avaliados através dos ensaios de
inibicdo da formagédo de B-hematina e interacdo com a enzima HGRPTase, indicando que 0s
extratos diclorometanico das folhas de B. multiflora e das cascas de B. pleiosperma
possivelmente inibam o parasita ao impedira formacdo de hemozoina, enquanto substancias
no extrato etandlico das folhas de B. multiflora interagem com a enzima HGRPTase, inibindo-
a. Esses extratos mostraram-se inertes a células sanguineas, em avaliagdo no ensaio
hemolitico. Nas analises quimicas foi possivel observar a presenca de substancias importantes
como terpenos, aromaticos e fendlicos nos extratos diclorometanico e etandlico de B.
multiflora. No extrato diclorometanico das cascas de B. pleiosperma percebeu-se a presenca
majoritaria intensa do composto Policarpol, identificado através de CG-EM. No extrato
diclorometanico das cascas de S. glygycarpa a identificacdo de substancias alcaloidicas foi
evidenciada, indicando nessas espécies nativas da flora amazoénica a presenca de compostos

antimalaricos.

Palavras-chave: Maléria. B-hematina. Enzima HGRPTase. CCD. CG-EM. ANONACEAE.
SIPARUNACEA.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease that causes the death of thousands of people every year. In
order to find substances capable of preventing its development, species Bocageopsis
multiflora, Bocageopsis pleiosperma and Siparuna glycycarpa were evaluated in this work.
Biological assays in vitro exposed opposite the extracts of P. falciparum strains sensitive and
resistant to chloroquine, indicating the presence of antimalarial compounds dichloromethane
and ethanol extracts of B. multiflora the shells of dichlorometane S.glygycarpa and B.
pleiosperma. IC50 values were given between 10 and 50 mg / mL. The mechanisms of action
of these extracts were evaluated by assays of inhibition of the formation of B-hematin
HGRPTase and interaction with the enzyme, indicating that the dichloromethane extracts of
the leaves and bark B. multiflora and B. pleiosperma possibly inhibit the parasite to prevent
the formation of hemozoin, while substances in the ethanol extract of the leaves of B.
multiflora interact with HGRPTase enzyme, inhibiting it. These extracts were shown to be
inert to blood cells, under evaluation in the hemolytic assay. Chemical analyzes we observed
the presence of important substances such as terpenes, aromatic and phenolic in
dichloromethane and ethanol extracts of B. multiflora. In dichloromethane extract of the bark
of B. pleiosperma realized the intense majority presence of policarpol compound identified by
GC-MS. In dichloromethane extract of the bark of S. glygycarpa identifying alkaloid
substances was observed, indicating these species native to the Amazon flora the presence of

antimalarial compounds.

Keywords: Malaria. p-hematin. HGRPTase enzyme. CCD. GC-MS. ANONACEAE.
SIPARUNACEA.
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1 INTRODUCAO
1.1 AMALARIA

Hé cerca de 10.000 anos, um parasita causador de infec¢bes sanguineas em chipanzés
adquiriu a capacidade de infectar também seres humanos, dando origem a uma das doencas
mais mortais e antigas ja descritas pela humanidade, e que ainda hoje,exerce forte influéncia
na vida de quase um terco da populacdo mundial, a maléria (RICH et. al., 2009).

A malaria se manifesta no hospedeiro humano através de episédios periddicos de febre
seguidos de sudorese de duracdo varidvel. Quando ndo tratada, a febre pode atingir picos de
40°C juntamente com fortes dores de cabeca. Mialgia, nausea e vomito também sdo comuns.
Nos casos mais graves, a febre pode atingir quadro crénico acima de 41°C, causando
hemorragia, coma ou mesmo a morte do hospedeiro (BRASIL, 2013).

Atualmente, cerca de 3,4 bilhbes de pessoas vivem em areas onde o risco de se
contrair malaria é considerado elevado segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). Nessas regides foram confirmados no ano de 2012 aproximadamente 207 milhdes de
casos de infecgcdo e 627 mil mortes causadas por malaria (Figura 1). Em muitos desses paises,
a pobreza e demais fatores associados a qualidade de vida estdo diretamente relacionados com
a malaria, impedindo o avanco social e tecnoldgico dessas regides (WHO, 2013).

A regido do planeta que apresenta 0 maior nimero de casos e mortes por malaria é a
Africa subsaariana. Além de apresentar condicbes ideais para o desenvolvimento de
mosquitos vetores em seu territorio, grande parte da sua populacdo apresenta algum tipo de
imunodeficiéncia como portadores do virus HIV,elevado nimero de mulheres gestantes e
criangas com menos de cinco anos de idade,tornando-os mais susceptiveis a infec¢do (WHO,
2013).
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Porcentagem de mudanga
Diminuicdo <25%
Diminuicdo entre 25%-49%
Diminuicdo entre 50%-75%
Diminuicdo = 75%

Pais endémico livre de maldria
Pais livre de malaria

Ndo aplicavel

HOCNMEE

Figura 1. Percentual de mortes por malaria em 2012.

No Brasil 99,7% dos casos de malaria séo registrados na Regido Amazénica, composta
pelos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondénia, Roraima
e Tocantins (Figura 2). No ano de 2011 foram registrados 266.348 casos e 69 mortes por
malaria nessa regido. Em 2012 foram 238.502 casos e 65 mortes, evidenciando a malaria
ainda como uma doenca de elevada prevaléncia e morbidade no Brasil,apesar do decréscimo
no nimero de casos (WHO, 2013).

Casos confirmados
por 1000 habit.

~— Dados insuficientes
o

7/ 0-0.1
r [ Jo1-10

F1.0-10
/ —
ot B 10-50

Argentina

Figura 2. Distribuicdo da malaria no Brasil em 2012. Fonte: WHO, 2013.

Dentre as medidas preventivas oferecidas pelo Sistema Unico de Satde (SUS) estdoa

distribuicdo de mosquiteiros tratados com inseticidas e a pulverizacdo residual intra-
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domiciliar. Como medida terapéutica esta o diagndstico laboratorial e o tratamento através de
quimioterapicos, oferecidos gratuitamente nas Unidades Bésicas de Saude (UBS)(BRASIL,
2013).

Mesmo com toda a oferta de prevencdo e tratamento, grande parte da populagdo
amazonica ndo tem acesso aos recursos oferecidos pelo SUS, principalmente os moradores de
comunidades ribeirinhas, isolados geograficamente dos centros urbanos. Isso torna o
conhecimento etnoboténico amplamente difundido nessas regides, e dentre o acervo de
espécies muitas delas sdo capazes de capazes de remediar 0s sintomas da malaria, tornando-as
alvo de pesquisas que buscam nos recursos naturais novos compostos precursores de
medicamentos antimaléaricos (OLIVEIRA & FERREIRA et. al., 2010).

Em face de tal problematica o presente trabalho apresenta como proposto identificar
nas cascas e folhas das espécies Siparuna Glycycarpa, Bocageopsis multiflora e Bocageopsis
pleiosperma, espécies nativas da flora amazonica, substancias capazes de inibir o parasita

causador da malaria em seres humanos.

15



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O MOSQUITO VETOR DA MALARIA

A maléria é transmitida através de mosquitos fémeas do género Anopheles. Apesar de
ser formado por aproximadamente quatrocentas espécies um numero reduzido tem real
importancia epidemioldgica para a malaria em cada regido onde ocorre. No Brasil as espécies
transmissoras de malaria humana sdo A. darlingi, A. deaneorum, A. albitarsis, A. aquasalis e
A. brasiliensis (WHO, 2013; HIRSCH &BECKER, 2009).

Essas espécies apresentam como principal caracteristica a preferéncia por clima umido
e quente, sendo possivel encontra-las em praticamente todos os paises com clima tropical do
planeta. Além disso, possuem comportamento alimentar antropofagico, transmitindo o
parasita causador da malaria para seres humanos a cada repasto sanguineo quando se
encontram infectados (CONSOLI & LORENZI, 1994).

No Brasil, quase todos os casos de malaria ocorrem na Regido Amazonica. Além de
apresentar ambiente propicio para o desenvolvimento de anofelinos, o desmatamento das
florestas tem contribuido para a proliferacdo de algumas espécies, dentre elas estd a
Anopheles darlingi. Responsavel por 95% dos casos de malaria registrados em 2012 essa
espécie estapresente em quase todos os estados do pais, apesar da malaria concentrar-se na
regido norte. Resistente a alteracbes no ambiente e a inseticidas comercializados para o
combate da malaria, essa espécie € considerada ndo apenas um risco a saide como também
um alvo para se combater a proliferacdo da malaria (Figura 3) (OLIVEIRA-FERREIRA et.
al., 2010; WHO, 2013).

Figura 3. Anopheles darlingi. Fonte: http://pt.wikipedia.org
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2.2 0 AGENTE ETIOLOGICO

Os parasitas infectantes causadores da maléaria pertencem ao género Plasmodium,
composto por aproximadamente 100 espécies. As espécies causadoras de malaria em seres
humanos sdo P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi (KANTELE &
JOKIRANTA, 2011; WHO,2013).

A espécie P. Falciparum é dentre as causadoras de malaria em seres humanos a que
manifesta a enfermidade em sua forma mais grave. Diferente das demais espécies, o P.
falciparum possui a capacidade de invadir eritrocitos jovens e maduros, e dentro deles, sua
reproducdo acontece de maneira acelerada, acentuando os sintomas da doenga. Além disso,
essa espécie € capaz de promover a adesdo dos eritrocitos infectados as paredes dos vasos
sanguineos, permanecendo no organismo do hospedeiro por mais tempo. Outra
particularidade da espécie é a capacidade de formar rosetas, denominacdo dada ao eritrocito
infectado rodeado por eritrocitos sadios, escondendo-se do sistema imunolégico do
hospedeiro. Essas rosetas também causam o enfarto de vasos sanguineos que levam sangue ao
cérebro, causando a assim denominada malaria cerebral. Seu ciclo varia entre 36 e 48 horas,
causando febre entre dois e trés dias (febre tercd) (WHO, 2010).

Figura 4. Plasmodium falciparum. Fonte: http://www.madrimasd.org

A espécie P. vivax ndo desenvolve sintomas tdo acentuados no organismo humano
guanto a espécie anterior. Sua importancia epidemioldgica esta relacionada principalmente a
sua distribuicdo geografica, sendo a maior causadora de infeccbes de malaria humana nas

regides endémicas.
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A invasdo eritrocitica promovida por essa espécie é seletiva, invadir exclusivamente
eritrécitos jovens. Alguns parasitas dessa espécie permanecem dentro do hepat6cito do
hospedeiro enquanto outros continuam o ciclo da maléria provocando os sintomas da doenga.
Apbs o tratamento, esses parasitas que permaneceram latentes nos hepatécitos finalmente
migram para a corrente sanguinea do hospedeiro, causando novamente os sintomas da malaria
em uma espécie de recaida da doenca. Essa forma latente do parasita é denominada de
hipnozoitos. Seu ciclo é de quarenta e oito horas, causando acessos febris a cada trés dias
(febre quartd)(BAIRD, 2007; MENDIS et. al., 2001).

A espécie P. malariae também causa maléria em seres humanos, e esta presente em
todas as regides onde ocorre malaria no mundo. Apesar de ser considerado menos grave que a
malarica causada pelas espécies descritas anteriormente, os sintomas causados por essa
espécie podem apresentar ciclo sanguineo prolongado, causando por mais tempo morbidade
no hospedeiro. O ciclo da maléria causada por essa espécie causa febre quartd(COLLINS et.
al., 2007).

A espécie P. ovale é causadora de febre terca em seres humanos, e por tornar os
eritrdcitos infectados no formato oval recebe tal designacdo. E considerada mais rara que as
espécies descritas anteriormente e assemelha-se a P. vivax ao formar hipnozoitos (COLLINS
et. al. 2005).

Nos altimos 80 anos a malaria humana era uma doenca provocada por apenas quatro
espécies de protozoarios. Em 2008, centenas de casos de malaria foram registrados na Malasia
e em outras regides do sudeste asiatico, todos ocasionados por uma nova espécie, o P.
knowlesi, que até entdo pensava-se infectar exclusivamente primatas ndo humanos. O quadro
clinico da malaria provocada por essa espécie assemelha-se a ocasionada por P. falciparum e
segundo a OMS, € tdo grave quanto a provocada por P. falciparum (KANTELE &
JOKIRANTA, 2011).

2.3 0 CICLO DA MALARIA EM HUMANOS

Em seres humanos, o ciclo de vida do Plasmodium sp. tem inicio quando um mosquito
fémea do género Anopheles pica a pele de um humano sadio e nutre-se de seu sangue, em um
processo denominado de repasto sanguineo. Enquanto o mosquito ingere o sangue, cerca de
200 parasitas migram de suas glandulas salivares para a corrente sanguinea do hospedeiro
(SANGYEON et. al., 2012).
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Seguindo o fluxo sanguineo, os parasitas percorrem parte do organismo do hospedeiro
ao encontro do figado, invadindo suas células. O resultado dessa invasdo da origem a uma
célula deformada, que nutri com seus compostos organicos a reproducdo assexuada do
parasita que ocorre por meio de meiose. Aos parasitas formados durante essa reproducéo da-
se 0 nome de “esquizontes teciduais” (COX, 2010). E durante essa etapa do ciclo que o
hospedeiro sente fortes dores no figado, provocando contumaz inchaco abdominal e ictericia
que podem perdurar por seis dias em infec¢bes causadas por P. falciparum, oito dias para P.
vivax e semanas para P. malariae e P. ovale(BRASIL, 2013).

Apb6s uma série de replicacBes, os hepatdcitos se rompem, liberando na corrente
sanguinea do hospedeiro uma nova forma evolutiva do parasita, 0s merozoitos, orientados
geneticamente a invasao especifica de eritrdcitos, dando inicio ao ciclo intraeritrocitico. No
interior dos eritrocitos, 0os merozoitos tornam-se unicelulares e tomam a forma de anel,
evoluindo para a forma de trofozoitos,desenvolvendo células multinucleadas. Os trofozoitos
por sua vez evoluem & esquizontes, os quais replicam-se de maneira assexuada milhares de
vezes até o rompimento da hemacia, liberando na corrente sanguinea uma nova geracéo de
merozoitos, que infectardo milhares de outras hemacias sadias, dando continuidade ao ciclo-
eritrocitico ou esquizogonia sanguinea (SANGYEON,2012). Em infec¢des causadas por P.
falciparum e P. malariae, os hepatdcitos infectados rompem-se todos ao mesmo tempo. Nas
infeccOes causadas por P. ovale e P. vivax, hd o rompimento latente desses hepatdcitos,
provocado por esquizontes teciduais denominados de hipnozoitos, responsaveis por recaidas
da doenca (ANTINORI, 2012).

Durante essa fase do ciclo da malaria, os parasitas perdem a capacidade de sintetizar
bases de purinas em seu metabolismo. Necessitando uma nova fonte desse precursor de
proteinas, o parasita degrada moléculas de hemoglobina presentes no eritrocito em seu
vaclolo digestivo, obtendo assim as bases de purinas necessarias para sua
sobrevivéncia.Apesar de fornecer compostos vitais para o desenvolvimento parasitario, a
degradacdo da hemoglobina também resulta na formacdo de um composto téxico altamente
reativo com a membrana de seu vacuolo digestivo conhecida como Ferriprotoporfirina 1X
(Fe(INPPIX). Para se proteger desse residuo o parasita promove a sua polimerizacdo através
de enzimas e do pH &cido de seu interior, formando assim um composto inerte denominado de
pigmento malarico ou hemozoina (GOLDBERG, 1990; GOLAN, 2009).

Apos algumas geracdes de merozoitos intraeritrociticos, uma pequena quantidade de

merozoitos ndo volta a invadir hemécias, diferenciando-se por sua vez em gametdcitos
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masculinos e femininos, livres na corrente sanguinea do hospedeiro. Em um novo repasto
sanguineo, esses gametocitos sdo ingeridos juntamente com o sangue para o interior do
sistema digestivo de um anofelino sadio, dando continuidade ao ciclo da malaria humano no
seu vetor (DELVES et. al., 2012).

No corpo do vetor, 0s gametas penetram uma espessa camada de membranas que
envolvem as células epiteliais do abdome do mosquito,onde se fecundam, dando origem ao
oocineto (célula epitelial abdominal parasitada). Nele, milhares de esporozoitos sao
originados de maneira sexuada até seu rompimento, liberando na corrente sanguinea do vetor
milhares de parasitas que migram até suas glandulas salivares. A partir dai 0 mosquito torna-
se transmissor de Plasmodium sp. pelo restante de sua vida, e a cada repasto sanguineo,
inoculard sob a pele do hospedeiro humano aproximadamente 200 esporozoitos, dando

continuidade ao ciclo da malaria em seres humanos (Figura 5) (COX, 2010).
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Figura 5. Ciclo da malaria em seres humanos. Fonte: WHO, 2012.
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2.4 O CONTROLE DA MALARIA

A principal forma prevengdo da maléria segundo a OMS é controlando os mosquitos
vetores. Assim sendo, 88 paises em todo o mundo distribuem gratuitamente mosquiteiros
tratados com inseticidas, acdo que contribui para a diminuicdo em vinte e cinco por cento no
nimero de casos em gestantes e em criancas menores de cinco anos de idade nas regides
subsaarianas da Africa desde 2010 (WHO,2013).

Outra recomendacdo da OMS € a pulverizagdo residual intradomiciliar. Em 2012
aproximadamente 4% da populacdo mundial que sofria grande risco de contrair malaria
manteve-se protegida por essa intervencdo. Apesar de eficaz, a utilizagdo da pulverizacdo
residual sofreu um decréscimo no Gltimo ano devido ao aumento no preco dos inseticidas
utilizados habitualmente. Outro fator limitante foram as restricdes impostas ao uso de algumas
substancias inseticidas por promoverem resisténcia nos mosquitos vetores além de possiveis
riscos a saude dos residentes (WHO, 2010).

A quimioterapia continua sendo o método mais eficaz na tentativa de erradicagédo da
malaria. A principal funcdo dos antimalaricos € interromper fases do ciclo evolutivo do
parasita. Atualmente os antimaldricos atuam inibindo a esquizogonia sanguinea, as formas
teciduais latentes e a transmissdo das formas sexuadas do parasita(GOLAN, 2009).

Os principais antimalaricos foram extraidos de plantas medicinais, como a quinina e a
artemisinina, ou ainda, possuem suas estruturas moleculares baseadas em tais substancias,
como a cloroquina e a mefloquina, que durante décadas destacaram-se como antimalaricos de
primeira linha (HYDE, 2007).

A quinina (Figura 6) foi a primeira substancia antimalarica caracterizada
molecularmente apds ser extraida das cascas da Cinchona sp. por Pelletier e Caventou em
1820. Essa espécie é nativa da América do Sul e foi descrita pela primeira vez no século
XVIII por jesuitas, que relataram o uso de suas cascas por nativos da regido contra febres
intermitentes, principal sintoma da malaria (OLIVEIRA & SZCZERBOWSKI, 2009).

A quinina inspirou a sintese da cloroquina (Figura 6), produzida por pesquisadores
americanos durante a guerra no Vietnam apds o exército americano sofrer mais baixas de
contingente pela malaria do que pelos proprios vietcongues. A eficacia contra malaria e o
baixo custo de producdo dessa substdncia o tornaram como a principal esperanca de
erradicacdo da malaria. Porém, os relatérios da OMS de 1950relataram o surgimento de cepas

de P. falciparum resistentes a cloroquina em algumas regides do continente africano, e com o
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passar dos anos, cada vez mais regides relataram cepas resistentes a cloroquina. Atualmente
existem cepas resistentes a esse medicamento em todas as regifes onde ocorre a maléria no
mundo (FRANCA, 2008; SA, 2011).
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Figura 6. Substancias quinolinicas. Fonte: Elaborado pelo autor.

O mecanismo de acdo mais aceito para a cloroquina € a formacdo de uma ligacao
covalente entre ela e a porcdo heme da Fe(l11)PPIX, impedindo que esse composto toxico se
torne no compostos inerte hemozoina. Uma vez livre no vacuolo digestivo do parasita, a
Fe(I11)PPIX provoca a oxidacao de sua membrana, além de danos irreversiveis a proteinas, ao
DNA e aos lipideos. Além de se posicionar entre os mondmeros de Fe(I11)PPIX, a cloroquina
ainda possui a capacidade de inibir a acdo da enzima heme polimerase (Figura 7) (GOLAN,
2009; SULLIVAN, 2002; RADFAR et. al., 2008).
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Figura 7. Mecanismo de acdo da cloroquina. Fonte: O'NEILL, 1998.
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A Artemisia annua L., ou Qinghaosu como € popularmente conhecida, € uma planta
medicinal tradicional da cultura chinesa. Em 1967, a pesquisadora Tu You You avaliou
milhares de espécies nativas da flora chinesa a fim de encontrar novos agentes antimalaricos,
encontrando no extrato etanodlico dessa espécie 0 composto mais eficaz conhecido atualmente
no combate a malaria, a artemisinina. Essa espécie ja& havia prescrita contra febres
intermitentes em um manuscrito compilado ha 1600 anos (YOUYOU, 2011).

O mecanismo de acdo da artemisinina ainda nao foi totalmente elucidado,
entretanto,acredita-se que também iniba o metabolismo do heme. Seu modo de acdo pode
estar relacionado & presenca da ponte de peréxido, que em contato com o Fe** presente na
hemoglobina sofre clivagem, formando um radical livre altamente reativo a membrana
plasmética do vaclolo digestivo do parasita, causando sua morte (Figura 8) (YOUYOU,
2011).

Figura 8. Mecanismo de acdo da artemisinina. Fonte: YOUYOU, 2011.

2.5 0 DESENVOLVIMENTO DE RESISTENCIA

A principal razdo pela qual a maléria ndo pdde ser erradicada até hoje tem sido a
capacidade do parasita em desenvolver resisténcia a todos os quimioterapicos disponiveis
atualmente. A propria acdo farmacologica favorece o surgimento de cepas resistentes,
segundo o principio fundamental da evolucdo das espécies, na qual os individuos mais
resistentes sobrevivem as acdes do ambiente (WHO,2011; HASTINGS, 2005).

Duas proteinas presentes na membrana do vaclolo digestivo do parasita estdo
diretamente relacionadas a resisténcia antimalarica, a proteina transportadora de resisténcia a
cloroquina (cuja sigla em inglés é PfCRT), e a proteina transportadora de resisténcia a
maultiplas drogas tipo 1, (PfIMDR1)(MUHAMED et. al, 2013). A acdo da PfCRT baseia-se em

mutacdes nos genes que a expressam, conferindo a ela a capacidade de excretar cloroquina do
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vactolo digestivo do parasita (HYDE, 2007). A PfMDR1 é uma glicoproteina ortdloga a
proteinas de mamiferos que conferem a suas células tumorais a capacidade de resisténcia a
multiplas drogas. Essa proteina também estd presente na membrana do vactolo digestivo de
parasitas resistes, promovendo neles o influxo de diversos solutos para seu interior,
diminuindo o espaco e conseqlientemente a concentracdo da droga antimalérica no vacuolo
digestivo (WHITE, 2004).

A resisténcia aos medicamentos tem sido registrada com freqiéncia desde a década de
setenta, quando geracBes anteriores de antimalaricos, como a cloroquina e a sulfadoxina-
pirimetamina, tiveram casos de ineficiéncia registrados em quase todas as regides endémicas
de maléria (TRAVASSOS & LAUPER, 2009).

Atualmente tem-se relatado o surgimento de resisténcia até mesmo a artemisinina em
paises da sub-regido da Grande Mekong (Camboja, Mianmar, Tailandia e Vietnam). Nessas
regibes a OMS preconiza a utilizacdo de terapias combinadas a artemisinina, além da remocéo
gradativa das monoterapias do mercado, a fim de evitar que parasitas tornem-se resistentes a
elas. Apesar dos esforcos, na Peninsula do Camboja tem-se relatado resisténcia a terapias
combinadas a artemisinina e mesmo as monoterapias (WHO,2013).

No Brasil ha relatos de resisténcia a diversos farmacos indicados para o tratamento da
malaria. Na Amazo6nia ocidental, em 1983, foram caracterizadas cepas de P. falciparum
resistentes a cloroquina, amodiaquina e a sulfadoxina-pirimetamina. Atualmente,muitas cepas
de P. falciparum isoladas na Amazonia brasileira apresentam mutacdes que Ihes conferem
resisténcia a cloroquina (FRANCA, 2008).

2.6 A QUIMICA DOS PRODUTOS NATURAIS

Frente a capacidade eminente de desenvolver resisténcia aos medicamentos
antimalaricos dos parasitas causadores da malaria, o estudo fitoquimico evidencia-se como
alternativa proeminente na busca por novos compostos capazes de interromper a propagacao
da malaria (WINK, 2012).

Através de um metabolismo diferenciado denominado de “metabolismo secundario”,
as plantas sintetizam compostos com 0s quais interagem com o meio ambiente. Uma vez
extraidos das plantas, esses metabdlitos secundarios constituem a matéria-prima de uma série
de produtos, como corante, polimeros, fibras, colas, 6leos, agentes aromatizantes, perfumes e
drogas (KINGSTON, 2011). Seus compostos quimicos apresentam uma infinidade de

atividades bioldgicas ja descritas na literatura cientifica, o que 0s tornam precursores de
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medicamentos capazes de curar uma infinidade de doencgas, assim como a quinina ou a
artemisinina, que ainda hoje destacam-se no combate a malaria (BUCHANAN et. al., 2005).
Segundo Hong (2011), as drogas de origem vegetal possuem caracteristicas Unicas como
diversidade, afinidade de destino e especificidade fundamentais para o desenvolvimento de
medicamentos.

Newman & Cragg (2012) tém realizado diversas revisdes de literatura a respeito da
producdo e comercializagdo mundial de medicamentos. Em sua mais recente publicacéo,
estima-se que nos ultimos trinta anos cerca de 1355 medicamentos foram aprovados e
comercializados, evidenciando uma expressiva participacdo dos produtos naturais como
terapéuticos ou como precursores de novos medicamentos, correspondendo a
aproximadamente vinte e sete por cento do numero total medicamentos comercializados

atualmente (Figura 9).
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Figura 9. Medicamentos aprovados nos ultimos 30 anos. Fonte: Adaptado de NEWMAN
& CRAGG, 2012.

Apesar de significativa importancia dos produtos de origem natural para a producéo de
novos medicamentos, o referido estudo chama a atencdo para o alvo terapéutico desses
medicamentos. De todas as 1355 drogas comercializadas durante esse periodo, apenas 14 séo

medicamentos destinados ao combate de doencas parasitarias, corroborando com afirmacoes
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da OMS ao classificar doencas dessa natureza como “negligenciadas” (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

Concernente ao uso de plantas medicinais utilizadas no combate a malaria, em 2004
foi realizada uma revisdo bibliografica na qual 1277 espécies vegetais foram descritas como
terapia alternativa contra a malaria (WILLCOX, 2011). Nesse contexto, a escolha de espécies
vegetais como objeto de estudo na busca por novos agentes antimalaricos representa o foco de
inimeros laboratdrios de quimica de produtos naturais ao redor do mundo, e principalmente
pelo fato de que as principais drogas utilizadas no combate a maléaria foram extraidas de
espécies vegetais (BOTSARIS, 2007).

2.7 ESPECIES AMAZONICAS

A biodiversidade representa o conjunto de seres viventes presentes na natureza e a
particularidade de cada um deles representa um patriménio genético de valor econémico
inestimavel. A respeito das plantas medicinais, 0 mercado fitoterdpico movimenta cerca de
US$ 30 bilhGes todos os anos (KINGSTON, 2011). O Brasil € pais detentor da maior
biodiversidade vegetal do planeta (20%), composta por aproximadamente 40.000 espécies,
tornando promissor a busca por novos compostos naturais precursores de agentes
antimalaricos (JOLY et al. 2011).

2.7.1 Afamilia SIPARUNACEAE

De acordo com Ribeiro et. al. (1999), a familia Siparunaceae é representada pelos
géneros Glossocalyx Benth e Siparuna Aubl. No Brasil, essa familia € composta
predominantemente por espécies pertencentes ao género Siparuna Aubl. Esse género é
formado por mais de 150 espécies, distribuidas entre as regifes tropicais e subtropicais do
hemisfério sul (PHILIPSON, 1993; RENNER, 1997).

A principal caracteristica das espécies dessa familia é o forte odor exalado por quase
todas as partes da planta, motivo pelo qual os nativos amazonicos a denominam de caa-pitil
(planta de cheiro ruim). Apresentam também folhas em formato simples ou eliptica, utilizadas
no tratamento de disenteria. Suas madeiras sdo utilizadas na construcgdo civil ou pela industria
de cosméticos, extraindo delas dleos essenciais (SILVA & SILVA, 2008; RIBEIRO et al.,
1999).
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e O género Siparuna

O género Siparuna € formado por arbustos, arvoretas e arvores que podem chegar a
medir 40 metros de altura, encontradas facilmente na Regido Amazdnica. Segundo Garrat
(1934), a grande quantidade de Oleos essenciais presentes nas espécies desse género lhes
conferem agradavel odor e valor medicinal. Uma espécie bastante utilizada pela cultura
tradicional tem sido a S. opiosyce, conhecida popularmente como “limdo-bravo”. De suas
folhas sdo preparadas infusbes, utilizadas contra males respiratérios e distdrbios
intestinais(LEITAO et. al., 1999). Outra espécie, a S. guianenses, é utilizada por indios da
tribo Tikuna como aliviador de dores estomacais. indios da tribo Kubeo, localizados no alto
Rio Negro, utilizam as folhas dessa mesma espécie contra picadas de cobra, ou ainda na
forma de infusbes como descongestionante nasal. Os Waorani, tribo equatoriana, maceram as
folhas dessa espécie juntamente com outras ervas, preparando uma bebida utilizada para
aliviar fortes dores de cabeca e febre (VALENTINEet. al., 2010). Substancias importantes
como flavonoides, esterois, lignanas e sesquiterpenos ja foram extraidas de espécies desse
género, comprovando sua eficacia contra males estomacais e respiratorios (LEITAO et. al.,
1999).

Diversos alcaloides também ja foram extraidos de espécies desse género. Leitdo et. al.
(1998) isolaram das espécies S. opiosyce e S. anrianeae alcaloides oxoaporfinicos, além de
revisar outros trabalhos nos quais foram isolados alcaloides benzoquinolinicos de outras
espécies desse mesmo género. Em um estudo sobre o potencial antiparasitario de espécies
brasileiras, o extrato etanolico da espécie S. guianensis apresentou 100 % de letalidade contra
cultura in vitro de leishmaniose a 100 ug/ml, além de nenhum efeito citotoxico as células,
indicando-a como espécie como produtora de compostos antiparasitarios em potencial
(TEMPONE et al., 2005).

e Siparuna glycycarpa

H& poucos estudos a respeito da constituicdo quimica da espécie S. glycycarpa. Costa
et. al.(2013) isolaram do extrato de acetato de etila das folhas dessa espécie alguns
flavonoides e outros compostos aromaticos, tais como quercetina, campferol e muitos outros
com comprovada atividade bioldgica. O presente trabalho relata pela primeira vez a acdo

antimalarica e o perfil fitoquimico da referida espécie.
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2.7.2 Afamilia ANNONACEAE

A familia Annonaceae pertence a ordem Magnoliale e possui ampla distribuicdo de
espécies na Regido AmazoOnica e em areas da Mata Atlantica. Essa familia compreende
aproximadamente 135 géneros e aproximadamente 2500 espécies, distribuidas entre as
Américas do Sul, América Central, Africa, Asia e Australia. No Brasil, podem ser
encontrados 26 géneros e 265 espécies(DI STASE & HIRUMA-LIMA, 2002; MAAS et. al.,
2007; CHATROU et.al., 2009).

Em geral, as espécies dessa familia apresentam caracteristicas de arvoretas e podem
ser identificadas pelo forte odor exalado na secg¢do de seus troncos ou ramos, ou ainda pela
presenca de longas fibras disticas e folhas espiraladas (JOLY,1993). Sdo conhecidas
popularmente pela comercializagcdo de seus frutos e derivados, principalmente os do género
Annona, como a graviola (A.muricata L.) e a fruta do conde (A. squamosa L.). Na industria,
servem como matéria-prima para a producdo de medicamentos e para producdo de perfumes e
cosméticos a partir de seus 6leos essenciais (PIO CORREA, 1984; COUVREUR et. al.,
2011).

Em um estudo realizado em Camarfes, 21 espécies do género Anonna foram
mencionadas como terapéuticos alternativos contra a malaria (TSABANG et. al., 2012). Em
outro estudo, 118 extratos provenientes de espécies pertencentes a familia Annonaceae foram
avaliados contra cepas de P. falciparum. Desses, trinta e sete apresentaram atividade
significativa frente o parasita P. falciparum,com 1Cs; entre 1,07 e 9,03ug/mL
(BOYOM,2011).

e Género Bocageopsis

O género Bocageopsis € composto pelas espécies B. canercens, B. mattogrossensis, B.
multiflora e B. pleiosperma, encontradas geralmente em florestas ndo inundadas e raramente

em savanas, na regido norte da América do Sul (MASS et. al., 2007).
e Bocageopsis multiflora

B. multiflora € uma espécie arbOrea, com altura entre 7 e 27 metros. Pode ser
encontrada em algumas regifes da Amazdnia boliviana, na Colémbia, Venezuela, Guiana,
Suriname e Brasil, no estado do Amazonas, onde é conhecida popularmente como Ata-meju,
Envira, Envira preta, Envira-surucucu, Envireira, Envireira-preta, Gabiroba, Invira-surucucu,
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Invireiro-surucucu e Morteira (MASS et. al., 2007).Oliveira et. al. (2013) apresentaram o
primeiro estudo do perfil fitoquimico dos 0leos essenciais das folhas dessa espécie, coletadas
na Reserva Florestal Adolpho Ducke, em Manaus, os quais apresentaram atividade
significativa contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis, protrombina e
atividade parcial para tromboplastina. O presente trabalho realiza pela primeira vez
investigagdo a respeito da atividade antimalérica presente nas folhas e cascas dessa espécie,

além de seus respectivos perfis fitoquimicos.

e Bocageopsis pleiosperma

B. pleiosperma é uma espécie arbdrea que pode medir de 8 a 28 metros de altura, com
tronco de 45 cm de diametro. Ocorre em toda Regido Amazonica, principalmente em floresta
priméaria.Floresce de fevereiro a novembro, e é usada para reflorestamento e para fins
ornamentais, sendo conhecida popularmente como como envira-preta, envira-ferro e envira-
surucucu. Essa ultima denominacdo é devida ao uso popular de seus 6leos no tratamento de
picadas de cobra (MASS et. al., 2007). Ainda ndo foram publicados trabalhos cientificos a
respeito da constituicdo quimica dessa espécie, sendo o presente trabalho o primeiro a

investigar em suas folhas e cascas a presenca de atividade antimalarica.
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar de causar a morte de milhares de pessoas todos os anos, as medidas adotadas
atualmente pela OMS a fim de conter o avango da maléria ndo tém sido suficientes para
confrontar a emergente resisténcia dos parasitas aos medicamentos antimalaricos disponiveis
no mercado atualmente. Aliada a inexisténcia de uma vacina e a dificuldade em controlar a
distribuicdo dos mosquitos vetores, a malaria continua sendo uma das doencas de maior
incidéncia e prevaléncia da histéria da humanidade, e ainda assim constitui o quadro das
“doencas negligenciadas” (WHO, 2010). Dos 1355 novos medicamentos introduzidas no
mercado nos Gltimos 30 anos, apenas 14foram destinadas ao combate de doencas tropicais
(NEWMAN & CRAGG (2012). No ano 2000, apenas 0,1% dos investimentos foram voltados
para o desenvolvimento de medicamentos e estratégias para o controle de doencas parasitarias
e para, que juntas, correspondem a 5% dos problemas de saide no mundo (PINK et. al.,
2005).

Focos de resisténcia a artemisinina, medicamento antimalarico mais eficaz disponivel
atualmente, tém surgido em regides da Asia, indicando que em um prazo de 10 anos a
principal terapia antimalarica tornar-se-a obsoleta. Além disso, tal fato evidencia a capacidade
do parasita em desenvolver resisténcia a qualquer medicamento administrado sobre ele
durante determinado tempo, tornando a busca por novas substancias antimalaricas uma
constante (WHO, 2010).

Partindo do pressuposto que as mais eficazes substancias antimalaricas foram isolados
de espécies vegetais, a busca por novos agentes antimalaricos em espécies vegetais da flora
amazoénica constitui um objeto de investigacdo.Por isso, o presente trabalho prop6e a busca
por agentes antimalaricos em trés espécies vegetais da Regido Amazonica: Siparuna

glycycarpa, Bocageopsis multiflora e B.pleiosperma.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Auvaliar quimica e biologicamente extratos e fragdes obtidos a partir de espécies vegetais

da flora Amazdnica como agentes antimalaricos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar espécies vegetais com relato de uso como antimalarico na medicina popular
da regido amazdnica ou em banco de dados conhecidos.

e Avaliar a atividade antimalarica de extratos e fracOes obtidas das espécies selecionadas
através de ensaios biologicos in vitro.

e Avaliar o mecanismo de acdo antimalarica atraves dos ensaios de inibicdo de formagéo
de B-hematina e ensaio de inibicdo da enzima HGRPTase.

e Avaliar as classes quimicas dos extratos e fracdes por cromatografia em camada delgada
(CCD).

e Avaliar o perfil cromatografico dos extratos e fracdes apolares por cromatografia gasosa
acoplada ao espectro de massas (CG-EM).

e Avaliar o perfil cromatogréafico dos extratos e fracGes polares por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia (CLUE-DAD-EM)

31



5 METODOLOGIA

5.1 MATERIAL BOTANICO

As espécies vegetais B. multiflora, B. pleiosperma e S. glycycarpa foram coletadas na
Reserva Florestal Adolpho Ducke, localizada no Km 26 da rodovia AM-010. Folhas e cascas
das espécies selecionadas foram coletadas de arvores catalogadas, cujas exsicatas foram
comparadas com exemplares depositados no herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazonia (INPA) conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Numeragdo das exsicatas - Herbario INPA.

Espécies N° da Exsicata

B. multiflora 179005-18,10,1994
B. pleiosperma 191483-04,09,1997
S. glycycarpa 184059-02,02,1996

5.2 OBTENCAO DE EXTRATOS E FRACOES
As plantas selecionadas foram secas em estufa de ar circulante a 45°C durante 48

horas. Em seguida, o material foi pulverizado em moinho de facas e submetido a extracéo por

maceracdo com solventes de crescente polaridade, conforme ilustrado na figuralO.
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Material Botanico

Extragdo com Hexano
Filtragdo e concentragéio do solvente

Extrato hexanico Residuo botinico

Extragdo com Diclorometino
Filtragdo e concentragdo do solvente

Extrato Diclorometinico Residuo botinico

Extracdo com Etanol
Filtragdo e concentra¢do do solvente

Extrato Etandlico Residuo botanico

Figura 10. Obtencéo dos extratos. Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram utilizados 1,178 kg de folhas e 200g de cascas da espécie B. multiflora. Das
demais espécies foram utilizados 200g de cascas e folhas para a obtencdo dos extratos. A

tabela 2 exibe o rendimento obtido de cada espécie.

Tabela 2: Rendimento dos extratos obtidos por maceragéo.

Rendimento (%)

Espécies
Extrato Extrato Extrato
Hex DCM EtOH
B. multiflora 1,72(f) 2,81 () 2,81 ()
0,15(c) 0,11(c) -
B. pleiosperma 4,46 () 1,12 (f) -
0,63 (c) 0,5(c) -
S. glycycarpa 3,54(f) 1,07(f) -
ND 0,8(c) -

f: folhas;c: cascas;Hex: hexano; DCM: diclorometano;EtOH: etanol.ND: Néo disponivel.

33



5.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.3.1 Avaliacdo da atividade inibitéria frente P. falciparum (3D7 eW2)

e Cultura de Plasmodium falciparum

O desenvolvimento das etapas de cultivo, manejo e inibi¢do de cepas de P. falciparum
foram realizadas no Laboratério de Imunofarmacologia da Fundacdo Oswaldo Cruz no Rio de
Janeiro, sob a supervisao do Dr.° Hugo Caire de Castro Faria Neto.

Eritrocitos previamente obtidos a partir da centrifugacdo de sangue humano foram
mantidos em garrafas de cultura, juntamente com o meio de cultivo RPMI incompleto e dez
por cento de soro humano AB+. A garrafa foi incubada a 37°C, adiciona-se a ela uma mistura
padréo de gases (5,2% de CO,, 5% de O e nitrogénio). Essa metodologia € uma adaptacdo do
método “candle jars”, proposto por Trager& Jansen(1976).

Com o sangue parasitado foram realizados esfregagos em laminas de vidro, coradas
com o kit Pandtico Rapido® (RenyLab®), sendo dessa maneira possivel monitorar o
crescimento parasitario em microscopio Optico. O hematocrito (quantidade de hemacias em
relacdo ao meio em volume) foi mantido a uma concentragdo de cinco por cento.Novas

hemécias foram adicionadas a garrafa a cada dois dias.

e Ensaio de inibigcdo de crescimento

Primeiramente foram preparadas solucdes-estoque dos extratos obtidos, solubilizando-
os em dimetilsulfoxido (DMSQO) a uma concentracdo de 30mg/mL. Concentracdes de 100 a
6,25 pg/ml dessa solucdo foram distribuidas em triplicatas de 100 ul cada, em uma placa de
96 pocos. Em seguida, foi preparada uma solucdo sanguinea com o sangue parasitado contido
nas garrafas de cultivo, diluindo-o em meio de cultura até apresentar hematocrito de 2 %
(nimero de hemécias em relacdo ao volume do meio) e parasitemia de 0,5% (n° de células
parasitadas em relacdo ao n° total de células), mimetizando o ambiente organico infectado do

hospedeiro (Figura 11).
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100pL 100pL

Y 2R

Solucio de Extrato Poco da placa Solugdo de hemacias

Concc:nt.: 200pg/mL Hematocrito: 1% Hematocerito: 2%
Parasitemia: 0,5% Parasitemia: 0,5%
Volume: 200ul

Figura 11. Ensaio antimalérico. Fonte: Elaborado pelo autor.

Também foram preparados o controle-branco com hemadcias ndo parasitadas e sem
extratos ou DMSO (HNP), controles-negativos, formados por hemacias parasitas em meio de
cultivo sem DMSO (HP) e hemécias parasitadas com DMSO (DMSO0), todos em triplicata. A

comparagdo entre eles permitiu avaliar possivel interferéncia do solvente no crescimento

parasitario (Figura 12).
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Figura 12. Disposi¢do das amostras. Fonte: Elaborado pelo autor.

O controle positivo foi realizado separadamente com cloroquina para aviacdo da
letalidade de cepas 3D7, em concentragdes diluidas de 100pug/mL a 0,0001pg/mL em
diluigdes de 1:10. O valor de 1Csy gerado por essa avaliacdo foi de 0,52ug/mL, valor

semelhante ao encontrado na literatura para inibicdo de cepas 3D7. Para avaliacdo da
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letalidade de cepas W2 foi utilizado como controle positivo o composto mefloquina, nas
mesmas concentragdes do composto cloroquina. O ICs, encontrado para inibicdo desse
composto nesse experimento foi de 0,86upg/mL, igualmente eficiente quando comparado a
dados da literatura (AMARANTE et. al., 2012).

e Avaliagdo da inibi¢do do crescimento parasitario por fluorescéncia.

O teste de atividade antimalarica mensura a capacidade do extrato em causar a morte
do parasita causador da malaria. Apds 48h de incubacdo, o sobrenadante de cada triplicata foi
retirado dos pocos, deixando somente o precipitado de hemacias, suspenso em tampéao de lise
de eritrocitos.Essa avaliacdo foi realizada através da intensidade de fluorescéncia emitida por
cada poco em espectrofotdmetro com o auxilio do corante de bases nitrogenadas SyBr Green.
Assim sendo, quanto maior a fluorescéncia detectada pelo espectrofotometro, medida por
unidades de fluorescéncia (RFU), maior € a quantidade de DNA presente no pogo e
conseqlientemente maior a quantidade de parasitas, uma vez que as heméacias nao possuem
nacleo.As analises foram realizadas a partir dos valores numéricos gerados por
espectrofotdmetro de fluorescéncia, ao incidir ondas de excitacao de 485 nm, emissdo em 535

nm e cutoff de 530 nm, correspondentes as unidades relativas de fluorescéncia.

e Analise estatistica

As andlises estatisticas realizadas para determinacdo do ICsy dos extratos avaliados
durante esse ensaio foram realizadas pelo Laboratorio de Estatistica (LabEst), coordenado
pelo Professor Dr.° James Dean Oliveira dos Santos Janior, na Universidade Federal do
Amazonas.

Em um estudo fitoquimico realizado por AMARANTE et. al. (2011), concentragdes de
cloroquina foram avaliadas nas mesmas concentragdes dos extratos avaliados neste
experimento. A média inibitdria de seus valores foi o parametro utilizado para determinar a
eficiéncia inibitéria dos extratos avaliados nesse trabalho. Estabeleceu-se que a atividade
antimalarica de um extrato é considerada nula quando o valor de seu ICsoé superior ou igual a
100pg/mL, baixa quando encontra-se entre 100-50ug/mL,moderada entre 50-10ug/mL, e alta
quando abaixo de 10ug/mL.

A analise estatistica buscou encontrar nos modelos matematicos de curva ajustada
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Gaussiana, Log-logistica e Weibull do tipo | e Il a melhor forma de expressar a inibi¢do
parasitaria promovida pelos extratos avaliados.

Foram utilizadas duas medidas de ajuste: o Critério de Informacdo de Akaike
(AIC),que mede o quéo verossimil é o ajuste penalizado com o nimero de pardmetros
necessarios para ajusta-lo, e o ajuste da curva contra a analise de variancia com um fator
(ANOVA), que testa hipoteses, gerando o p-valor.

Para cada tipo de fracdo, foram ajustadas as seguintes curvas: Gaussian, BC.5, W1.3,
W24, LL.3, CRS.5¢, W2.3. Foi utilizado o método dos minimos quadrados generalizados
considerando variancias constantes. Alguns ajustes apresentaram evidéncias de variancias néo
constantes, contudo, isto ndo produziu mudancas marcantes nas estimativas das curvas e

calculo do ICsp. Todas as analises foram feitas utilizando o pacote drm, do software R.

5.3.2Avaliacédo da atividade inibitoria da formagao de B-hematina

Para sintetizar proteinas o parasita da malaria requer aminoacidos, extraidos da
hemoglobina presente nos eritrocitos. Contudo, a digestdo da hemoglobina também libera a
Fe(I11)PPIX, responsavel pelo carreamento do oxigénio, causado lesdes nas membranas
vacuolares do parasita (BARROS,1992; LIMA & ABDALLA, 2001). Assim sendo, 0 parasita
desenvolveu estratégias que viabilizaram sua sobrevivéncia nesse microambiente, e embora
quatro possiveis mecanismos tenham sido propostos para tal, 0 mais aceito é formacdo da
hemozoina ou “pigmento malarico”. Andlises espectroscopicas e cristalograficas indicam que
a hemozoina é estruturalmente analoga p-hematina, formada pela polimerizacdo de hemina
bovina (SILVA et. al., 2005).

Para a realizacdo desses ensaios foram utilizados como solvente dos extratos 0 DMSO,
como controle positivo foi utilizado fosfato de cloroquina, além de acido acético glacial e
acetato de sodio. Foram preparadas trés solucdes: solucdo de cloreto de hemina a 0,5 mg/mL
dissolvida em DMSO; tampéo acetato de sddio a 0.5M; solucdo dos extratos a 1 mg/mL.

Foram pipetados 50uL de cloreto de hemina, 100uL de acetato de sddio e 50uL de
cloroquina a 0,1 mg/mL, exatamente nessa ordem.Em seguida, a placa passou por um periodo
de incubacdo de 24 horasa37°C. Ap0s esse periodo, a placa foi centrifugada a 4000 RPM,
precipitando a B-hematina formada pela reacdo da mistura anterior. O sobrenadante foi
retirado, e sobre o precipitado foram adicionados 200ul de DMSO a fim de remover 0s

mondmeros de hemina que nao se ligaram.
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Novamente a placa foi centrifugada (4000 RPM), descartando-se 0 DMSO com
hemina livre. Finalmente foram adicionados sobre o precipitado 200ul de NaOH, formando
um complexo refratario detectavel ao espectrofotdmetro.

Os resultados foram expressos atraves de diagramas em coluna, 0s quais representam a
eficacia dos compostos analisados quanto a inibi¢ao da formagdo do composto B-hematina. A
absorbancia é inversamente proporcional a eficacia antimalérica dos compostos, logo, quanto

menor a absorbancia, maior a eficiéncia inibitoria.

5.3.3Avaliacéo da capacidade inibitoria de HGRPTase

A ligacdo entre os extratos obtidos e a enzima HGPRTase foi avaliada pela técnica de
ressonancia nuclear plasmodnica, utilizando o equipamento Biacore (GE, Healthcare). A
proteina purificada foi imobilizada em uma das células de fluxo em fichas independentes,
utilizando o kit de acoplamento amina, de acordo com o protocolo do fabricante. A segunda
célula foi utilizada como padrdo de referéncia para as mudancas nos indices de refracdo
durante o experimento.

As concentracdes dos extratos foram feitas a partir de uma solugéo estoque de 200mg
/mL em etanol. Em seguida, 100ul dessa solucgéo foi diluida em 900 pL de etanol, atingindo a
concentracdo de 20mg/mL. Dessa solugao, foram retirados 2ul, diluidos em 180uL de PBS,
resultando numa solucao de concentragao final de 200pug/mL.

O sistema Biacore foi condicionado em tampao HEPES 10 mM (pH 5,0), KCI a 150
mM, EDTA a 3 mM e 0,005% de tensoativo P20. Seis mil unidades de resposta de
imobiliza¢ao (UR) foram obtidos ao passar sobre a célula referéncia injegdes com 30ul da
substancia padrdo de detecgdo, a 100ug/ml, em 10 mM de acetato de etila (pH 5,0).

O teste de ligacdo foi realizado utilizando-se um grama de concentracdo de ligando
postos em contato ao longo da superficie do chip, em fluxo continuo de Sul/min a partir de
injecdes com 40ul cada. A constante de dissociagao foi obtida ajustando as respostas em 1:1

no modelo de regressao linear (BioEvaluation 4.1).

5.3.4Avaliacdo da capacidade hemolitica

A quantificacdo da atividade hemolitica dos extratos foi realizada utilizando placas de

Agar Sangue (AS)5% viv. A solucdo de hemécias foi preparada a partir de 4 ml de sangue
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venoso humano, centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos e posteriormente misturado a
solucdo &gar. Solucgdes dos extratos avaliados foram preparadas, solubilizando-os em DMSO
em concentragdes de 500 pg/ml e 250 pg/ml. Posteriormente, 20 pl dessas solugdes foram
semeadas nas placas AS.Como controle negativo foram utilizados 20 ul de DMSO, e como
controle positivo, uma solugao saponinica a 1mg/ml, também em 20 pl.

As placas foram incubadas a 35°C durante 24 horas, e ap0s esse periodo, os halos de
inibicdo formados pela lise hemolitica foram medidos em milimetros (YIGIT&
AKTAS,2009). Esse ensaio foi realizado no Instituto Lednidas e Maria Deane - FioCruz-AM.

5.4 ANALISES QUIMICAS
5.4.1 Avaliacdo do perfil cromatografico em Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As andlises por cromatografia em camada delgada foram realizadas em placas
cromatograficas da marca Merck, silica gel 60, com indicador de fluorescéncia F254, com

suporte em aluminio e 0,2mm de espessura, reveladas como reveladores quimicos especificos.

5.4.2 Fracionamento por Cromatografia em coluna

Os fracionamentos cromatograficos foram realizados em coluna de vidro, de altura e
didmetro especificos de acordo com a quantidade de massa utilizada em cada fracionamento.
As fases estacionarias também foram escolhidas de acordo com o material a ser
cromatografado, conforme as seguintes especificacdes: Silica gel 60 com particulas entre
0,063-0,200mm (70-230 mesh ASTM) (Merck) e Sephadex LH-20.

5.4.3 Avaliacdo do perfil cromatografico por Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM)

As analises foram realizadas por Cromatografia em fase gasosa acoplada a
Espectrometro de Massas (CG-EM). O equipamento utilizando-se foi um CG HP 6890 com
interface HP 5873, detector de massas seletivo (energia de deteccdo 70eV), equipado com um
DB-5MS, coluna capilar (30 m x espessura de 0,25 mm, espessura de filme 0,25 pm), usando
hélio como gas de arraste (1,0 mL min -1). As temperaturas do injetor e detector foram de
230°C e 280°C, respectivamente.
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A identificagdo dos componentes foram baseadas na comparacdo entre os indices de
retencdo e o padrédo de fragmentagcdo observado no espectro de massas. Tais informagdes
foram comparadas a dados literarios (ADAMS, 2007) e software do equipamento, a biblioteca
Wiley275.

5.4.4Avaliacdo do perfil cromatogréfico por Cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplado ao Espectro de Massas -CLUE-DAD-EM

As andlises de CLAE-EM foram em parceira com a FIOCRUZ-RJ
(FARMANGUINHOS). Foi utilizado o cromatografo UFLC Shimadzu modelo NEXERA
equipado com injetor automatico e acoplado a um espectrometro de massa Bruker. Foi
utilizada uma coluna analitica em fase reversa ShimPack C-18 100 x 2 x 2,2um, tendo como
fase movel Acido Férmico 0,1% / ACN + 0,1% &cido combinados em sistemas de eluentes.
Os solventes, metanol ou acetonitrila, utilizados nas diversas analises por CLUE foram de
grau CLAE/UV — Tedia. A agua foi obtida por destilacio em sistema Milli-Q. Todos os
solventes de grau HPLC foram filtrados em filtro 0,45 um da Millipore antes da utilizag&o.

O espectrometro de massas foi ajustado para 0s seguintes parametros de operacéo:
temperatura do gas de secagem a 200° C, fluxo de 4 mL/ mim, nitrogénio como gas
nebulizador a pressdo de 0,4 Bar e voltagem do capilar de 4500 V. As analises foram
realizadas no modo negativo e a aquisicdo do espectro foi realizada no modo full scan de 0 a
1200 Da.
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6 RESULTADOS

CAPITULO 1: ENSAIOS BIOLOGICOS
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6.1. AVALIACAO DAATIVIDADE INIBITORIA DE P. falciparum(3D7 E W2)

6.1.1 Inibicdo parasitéaria pelo extrato hexano das folhas de B. multiflora - EHFBM

Apo6s a leitura em microplaca, foi possivel notar uma consideravel diminuicdo no
namero de cepas resistentes (W2) e sensiveis (3D7) a cloroquina na presenca do EHFBM. Os
valores gerados pela fluorescéncia desse ensaio foram avaliados estatisticamente,
determinando assim os valores de ICsy desse extrato em 52,521ug/mL para cepas 3D7 e
57,166 para cepas W2(Figura 13). Extratos com ICspcom valor entre 10pug/mL e 100pg/mL
sdo considerados moderadamente ativos contra P. falciparum(ver pagina 60) (AMARANTE
et. al., 2011).
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Figura 13. Grafico de fluorescéncia do extrato (a); Curva de concentracao
inibitoria (b). Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.1.2 Inibicdo parasitéria pelo extrato diclorometano das folhas de B. multiflora— EDFBM

O extrato EDFBM mostrou ser capaz de inibir cepas sensiveis e resistentes a
cloroquina em todas as concentragdes em que foi avaliado, até concentracdes de 6,25ug/mL.
Apesar disso, a determinacdo do 1Csy desse extrato ndo foi possivel uma vez que os valores
numeéricos apresentados pela analise espectrométrica se anulam ao invés de seguirem uma
tendéncia de ascendéncia ou declinio de inibicdo do crescimento parasitaria. Em outras
palavras, a inibicdo aumenta na medida em que a concentracdo diminui até 25ug/mL, e a

partir dai, perde um pouco a eficacia de inibicdo apesar de permanecer elevada (Figura 14).
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Figura 14. Grafico de fluorescéncia do extrato (a); Curva de concentracdo inibitoria
(b). Fonte: Elaborado pelo autor.
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E importante ressaltar que o experimento foi repetido trés vezes, e cada repeticio em
triplicata. O comportamento foi observado em cada um dos pogos contendo esse extrato, € 0

resultado expresso no grafico com a média de cada um deles.

6.1.3 Inibicdo parasitaria pelo extrato etandlico das folhas de B. multiflora- EEFBM

A figura 15 exibe os gréficos de inibicdo parasitaria causados pelo extrato EEFBM.
Neles é possivel notar que, apesar de eficiente em inibir a crescimento parasitario em
concentragdes de 100ug/mL, nas demais concentragBes essa atividade diminui até tornar-se
praticamente nula. Em cepas 3D7 o valor de ICsofoi estimado em 46,985ug/mL, enquanto que
em cepas resistes (W2) esse valor ficou em 44,998 ug/mL, portanto, tal extrato é considerado
possuidor de moderada atividade antimalarica.
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Figura 15. Grafico de fluorescéncia do extrato (a); Curva de concentracdo
inibitoria (b). Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.1.4 Inibicdo parasitéria pelo extrato diclorometano das folhas de B. multiflora - EDFBP

Em relagcdo ao extrato EDFBM o extrato EDFBP apresentou menor eficiéncia,
evidenciando diferencas bioldgicas entre as espécies desse género. Assim como em EEFBM,
o extrato EDFBP apresenta considerada inibi¢do parasitaria na concentragdo de 100 ug/mL,
perdendo essa eficacia nas demais concentragdes. O 1Csq desse extrato foi avaliado em 47,842
ug/mL para inibi¢do de cepas sensiveis (3D7) e 71,037 pg/mL para inibicdo de cepas
resistentes (W2) (Figura 16).
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Figura 16. Grafico de fluorescéncia do extrato (a); Curva de concentracao inibitéria
(b). Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.1.5 Inibicdo parasitéria pelo extrato Diclorometano das Cascas de B. pleiosperma - EDCBP

Dos extratos avaliados durante esse estudo, o EDCBP foi 0 que apresentou eficiéncia
na inibicdo parasitaria in vitro, mostrando-se inibidor mesmo em concentrac6es de 25ug/mL e
em ambas as cepas. O 1Cs, desse extrato foi avaliado em 14,394pug/mL para 3D7 e em 12,172
ug/mL para cepas W2, o que os classifica como extrato de moderada atividade antimalérica
(Figura 17).
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Figura 17. Grafico de fluorescéncia do extrato (a); Curva de concentracdo inibitéria (b).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.1.6 Inibicdo parasitéria pelo extrato diclorometano das folhas de S.glycycarpa - EDFSG

Assim como 0s demais compostos que apresentaram baixa atividade antimalarica,

extrato EDFSG inibiu de maneira satisfatoria as cepas apenas em sua concentracdo mais

.....

assim, os valores estimados para sua concentracdo de 1Csp foram de 50,25ug/mL e de 49,93

ug/mL, para cepas 3D7 e W2 respectivamente. Assim sendo esse extrato apresenta baixa
atividade antimalarica (AMARANTE et. al., 2010) (Figura 18).
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Figura 18. Grafico de fluorescéncia do extrato (a); Curva de concentracdo inibitoria (b).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.1.7 Inibicdo parasitéria pelo extrato diclorometano das cascas de S. glycycarpa - EDFSG

Nesse ensaio em particular, os valores apresentados nessa concentracdo para cepa 3D7
ndo correspondem ao padrdo de inibicdo das demais concentracbes ou dessa mesma
concentracdo em avaliacdo de W2. Os valores espectrométricos dessa concentracdo em
especial divergem em alguns ensaios em que foi realizado e de onde a média numérica foi
estimada. Portanto, nesse caso em especial assume-se falha instrumental para os valores
expressados nessa concentracdo de 3D7, o que, segundo 0s mesmos critérios do extrato
EDFBM, inviabilizaram a determinacdo de seu 1Cso. Em contrapartida, o ensaio desse extrato
frente cepas de W2 ocorreu normalmente, onde € possivel notar excelente inibicdo parasitaria
em todas as concentragdes avaliadas. O valor da ICsp estimado para esse extrato frente a cepas
resistentes de parasitas foi de 13,775 ug/mL, tdo eficaz quando o extrato EDCBP avaliado
anteriormente. Ainda, é possivel considerarmos que o extrato € téo eficientemente inibidor de
cepas 3D7 quanto € em W2, uma vez que a inibicdo em relacdo a concentracdo em ambos os

extratos segue 0 mesmo padré&o.
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Figura 19. Gréfico de fluorescéncia do extrato (a); Curva de concentragdo inibitoria (b).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA DA FORMACAO DE B-HEMATINA

Conforme descrito anteriormente, o ensaio de inibicdo da formagdo de B-hematina
simula 0 mesmo mecanismo de acdo dos antimalaricos inibidores da formacgdo de hemozoina,
sendo este um dos muitos possiveis alvos terapéuticos para um antimalarico. Por isso, a
ineficiéncia em inibir a formacdo da p-hematina ndo necessariamente descarta a possibilidade
de um extrato possuir substancias com atividade antimalarica, podendo-se afirmar apenas que
tal extrato ndo possui substancias capazes de inibir a formacédo de hemozoina.

A figura 20exibe o potencial inibitério apresentado pelos extratos durante o ensaio. A
coluna C.NEG refere-se ao controle negativo, no qual foi utilizado apenas agua sem qualquer
interferente na formacdo do polimero B-hematina. A coluna C.POSIT exibe os valores do
controle positivo, no qual foi utilizado o composto cloroquina a100ug/mL. E possivel notar
que o tamanho da coluna C.POSIT é menor, indicando assim que a inibi¢do é inversamente
proporcional a unidade de fluorescéncia.

Os extratos avaliados foram considerados inibidores de B-hematina quando os valores
expressos unidades de fluorescéncia fossem menores que os valores do controle negativo.
Nesse contexto, todos os extratos apresentaram inibicdo de PB-hematina,entretanto, alguns
inibiram mais que outros. A partir da média de inibicdo obtida da triplicata de cada extrato foi

possivel quantificar essa atividade em valores numeéricos. A tabela 3apresenta esses valores.
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o 17

Figura 20. Inibigédo da formacdo de p-hematina. Fonte: Elaborado pelo auto.

Tabela 3. Unidades de fluorescéncia por inibicdo de -hematina.

Extratos Unidade
EHFBM 2,310
EDFBM 1,376
EEFBM 1,634
EDFBP 2,213
EDFSG 2,076
EDCBP 1,547
EDCSG 2,509
Agua (C.N.) 3,166
Cloroquina (C.P) 0,527

Conforme descrito na figura 20 e tabela 3, dos extratos considerados ativos frente as
cepas de P. falciparum (EDCBP, EDFBM, EDCSG), EDFBM apresentou maior potencial de
inibicdo do polimero, enquanto que, o extrato EDCSG apresentou menor eficiéncia como
inibidor da formagéo da B-hematina. Ainda nesse contexto, EEFBM apresentou uma atividade
consideravel, sugerindo que, em comparagdo com a atividade moderada observada no ensaio

in vitro comP. Falciparum (3D7 I1Csp = 47,0 pg/mL; W2 1Cso = 45,0 ng/mL), 0 mecanismo de
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acdo contra o parasita ocorra via inibicdo polimérica pode ser um dos mecanismos de inibicéo
parasitaria possiveis por esse extrato. Os demais extratos apresentaram baixa capacidade de
inibi¢do da B-hematina.

Teoricamente, 0 mecanismo de inibicdo envolvido na inibicdo do crescimento
parasitario apresentada por esses extratos estdo envolvidos com a capacidade de compostos
presentes neles em inibir a formacdo de hemozoina, causando a morte do parasita assim como
na agdo promovida pela cloroquina. Apesar disso, estudo mais aprofundados devem ser
desenvolvidos a fim de confirmar tal atividade em substancias isoladas desses extratos.

O extrato EDCSG, apesar de ter apresentado eficiente inibi¢cdo dos parasitas em ensaio
in vitro, ndo apresentou uma elevada capacidade de inibir a formacdo de B-hematina, o que
ndo necessariamente o inviabiliza como antimalarico. Como descrito anteriormente, 0 ensaio
de inibi¢do da B-hematina mimetiza uma das muitas vias metabdlicas do parasita, podendo as
substancias presentes nesse extrato estar inibindo qualquer uma dessas outras vias.

Diante do exposto, os resultados obtidos indicamos extratos EDFBM, EEFBM e
EDCBP como possuidores de substancias capazes de impedir a formagdo de B-hematina, o
que teoricamente 0s tornam capazes de causar a morte do parasita causador da malaria pelo

mesmo mecanismo de acdo descrito nos medicamentos antimalaricos eritrociticos.

6.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE INIBITORIA DE HGRPTase

A avaliacdo da interacdo entre substancias foi possivel gracas ao desenvolvimento de
um equipamento denominado de Biacore® (GE Healthcare), que opera através do fendmeno
de ressonancia nuclear plasménica, formado por quatro componentes principais, a fonte de
luz, chips sensores a base de ouro, refletores e detectores.

A substancia de interesse do estudo € ligada a chips sensores formados por uma
superficie de vidro coberta com uma fina camada de ouro, freqiientemente modificada com
uma camada de dextrano carboximetilado, formando um ambiente hidrofilico para a ligacéo
das moléculas. Uma vez fixada, uma luz polarizada € incidida sobre a placa de ouro e o
reflexo emitido por ela é detectado por um detector dptico de fluorescéncia, estabelecendo
assim uma intensidade padrao para a molécula alvo fixada no chip (VALADARES, 2008).

Apos determinada a intensidade da molécula alvo livre, um canal de fluxo continuo é
acionado no sistema, no qual transcorrem concentracfes de extratos, por exemplo, mantendo-

0s em contato durante determinado tempo. Se interacdes ocorrerem entre moléculas do extrato
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e a molécula alvo fixada no equipamento,o angulo de incidéncia da luz polarizada sofrerd um
desvio, deslocando a curva de intensidade e aumentando a unidade de detecgdo de luz
(quantificado em “response” no eixo y do grafico gerado (figura 21). Além de a interacdo
entre as moléculas, essa técnica permite ainda estimar o tempo que essa interacdo permanece.
Portanto, quanto maior o tempo de interacdo entre as substancias e a molécula alvo, maiores

sd0 as chances dessa substancia descaracterizar a acdo da molécula alvo (Figura 22).
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Figura 21. Esquema funcional Biacore. Fonte: GE HEALTHCARE, 2013.

A molécula-alvo escolhida na realizacdo desse estudo foi a enzima hipoxantina-
guanina-xantina-fosforibosiltransferase (ou HGPRTase). Esta enzima esta intimamente ligada
a capacidade do Plasmodium sp. de sintetizar bases nitrogenadas de origem pdrica. A partir do
ciclo eritrocitico, o parasita perde a capacidade de metabolizar purinas, obrigando-se a
sequestrar de hemoglobinas as bases purinicas com as quais sintetizara suas proteinas. Essa
remocdo de bases purinicas da hemoglobina é promovida justamente pela HGPRTase, e por
essa razdo essa enzima € considerada um alvo terapéutico para drogas antimalaricas
(BALENDIRAN et.al., 1999)

Esse ensaio foi realizado em parceria com a Fiocruz — Ronddnia, para onde foram
enviados os extratos para referida analise. A figura 22 exibe a interacdo dos extratos avaliados
frente a enzima HGRPTase, onde é possivel perceber que, dos extratos avaliados, 0 EEFBM
(L.1) foi o Unico capaz de se ligar e de manter uma interacdo molecular com a enzima alvo

por aproximadamente um minuto.
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Figura 22. Screening Biacore frente HGRPTase. Fonte: Elaborado pelo autor.

A HGPRTase é uma enzima catalisadora de purinas em seres humanos, promotora da
transferéncia reversivel de grupos pirofosfatos para grupos 5-forforribosil (PRPP), formando
nucleotideos de purinainosina monofosfatos (IMP), ou monofosfato de guanosina (GMP),
ligados a formacdo de hormdnios peptidicos constituintes de membrana plasmatica. NA
regido da enzima onde encontra-se a aminoacido Lys 68 ocorre interacfes entre 0s grupos
PRPP para formar o IMP, interagindo entre si através de pontes n-n.Nos parasitas, essa mesma
regido cede elétrons, interagindo com atomos de pirofosfato de cadeia lateral ou com radicais
R-amino de uma estrutura em que se deseja ligar, promovendo ligagcdes entre hidrogénios.
Além se ser importante para promover a interacdo entre substancias, essa regido também
promove a estabilidade da molécula, por ligar estruturas terciarias atraves de ligacdes entre

seus R-aminos (Figura 23).
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Figura 23. Enzima HGRPTase. Fonte: BALENDIRAN, 1999.

O aminoacido lisina é formado pela mesma estrutura geral que compdem os demais
aminodacidos e uma cadeia radicalar formada por quatro metilas e uma amina na extremidade
final. Por tanto, é possivel sugerir que a interacdo promovida por esse aminoacido esteja
envolvida com interacdes de hidrogénio entre essa enzima e componentes presentes no extrato
EEFBM.

Os extratos avaliados nesse ensaio apresentavam diferentes graus polaridades, e dentre
esses extratos, o que apresenta maior polaridade € justamente o extrato EEFBM, motivo pelo
qual ele tenha sido o Unico a apresentar em sua composicdo substancias capazes de interagir

com a enzima alvo.
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6.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE HEMOLITICA

A atividade hemolitica dos extratos foi avaliada utilizando 500 pug/mL dos diluidos em
DMSO e controle positivo (saponina) em diluigdes em 1:2 a partir de 500 ug/mL (Figura 24).
E possivel notar que a formacéo de halos s ocorre na concentragdo de 500 ug/mL do padréo
positivo, implicando dizer que concentracGes abaixo de 500 pg/mL podem ser consideras
seguras em um ambiente sanguineo. Em contrapartida, vale salientar que este ensaio é
meramente qualitativo, informando apenas visualmente se o extrato provoca ou ndo lise
celular em uma determinada concentracdo. Para que a determinacdo do potencial possa ser
avaliada de maneira quantitativa, ensaios com técnicas mais sofisticadas devem ser realizadas.

Os extratos avaliados nesse ensaio ndo apresentaram atividade hemolitica. Todos 0s
extratos foram avaliados em uma concentragdo de 500 ug/mL, cinco vezes maior do que a
concentracdo maxima utilizada nos ensaios in vitro frente cepas de Plasmodium e

B—hematina.

- 500pg/mL

Figura 24. Controle positivo (A); Extratos (B). Fonte: Elaborado pelo autor.

O monitoramento de substancias bioativas depende de uma série de condices para
gue 0s experimentos que o constituem possam ser realizados. O primeiro ensaio biologico
realizado nesse estudo foi 0 ensaio biologico in vitro frente a cepas sensiveis e resistentes a
cloroquina. O primeiro critério para a realizagdo desse experimento foi a solubilidade dos
extratos obtidos em DMSO, solvente comumente utilizado em ensaios biolégicos por ndo
apresentar toxicidade a células humanas. Dos doze extratos obtidos, apenas sete mostraram-se
soliveis em tal solvente. Por essa razdo, esse e 0s demais experimentos foram realizados

apenas com os extratos que apresentaram tal condicéo.
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Apbés a avaliacdo da atividade antimalérica, fez-se também necessario propor
mecanismos de acdo pelos quais as moléculas antimaléricas presentes nos extratos ativos
pudessem estar atuando. Nesse contexto, os ensaios de inibicdo da pB-hematina e o ensaio de
inibicdo de HGPRTase indicam essas vias de inibicdo bioguimica. A hemina, umasubstancia
organica extraido do figado de bovinos, é analoga a Fe(I11)PPIX, e sob as mesmas condicdes,
polimeriza-se em B-hematina, analogamente semelhante ao pigmento malarico polimerizado
pelo parasita. Assim sendo, foi possivel reproduzir in vitro a polimerizacdo desse composto
bovino e ainda avaliar a capacidade dos extratos em inibicdo tal formacdo. Uma vez inibidor
de B-hematina, tais extratos podem também serem considerados inibidores de hemozoina.

O ensaio de inibicdo de HGRPTase propds um alvo terapéutico diferenciado do ensaio
de B-hematina. Essa proteina exerce papel fundamental na sintese de DNA no parasita. Uma
vez inibida, o parasita perde a capacidade de sintetizar DNA e morre. Para que possam ser
considerados possiveis precursores antimalaricos, os extratos que apresentaram tal atividade
biologica ndo podem apresentar qualquer tipo de dano a células sanguineas. Por essa razéao foi
realizado o ensaio hemolitico. De forma resumida, os ensaios biologicos realizados no
presente estudo buscaram detectar a atividade antiplasmodicas e seus mecanismos de agéo
pelos quais as moléculas estariam atuando, a0 mesmo tempo em que 0s riscos de serem
administrados em células sanguineas eram avaliados. A tabela 4 exibe o resultado dos extratos

avaliados em cada um desses momentos.
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Tabela 4. Avaliac6es bioldgicas e farmacoldgicas dos extratos selecionados.

x Ativi Inibica B- Inibicdo P. falciparum Inibica
Extrato  Numeragdo hetmoclil’?ic(i:z hen?at?r?ad(?JF) bE;(ug?n:IHa) - HGI‘E%%e
3D7 W2
EHFBM 1 N 2,230 52,52 57,166 N
EDFBM 2 N 1,376 - - N
EEFBM 3 N 1,634 46,98 44,998 P
EDFBP 4 N 2,213 47,84 71,037 N
EDCBP 5 N 2,076 14,39 12,172 N
EDFSG 6 N 1,547 50,25 49,934 N
EDCSG 7 N 2,509 - 13,172 -

EHFBM — Extrato hexanico das folhas de B. multiflora;
EDFBM — Extrato diclorometano das folhas de B. multiflora;
EEFBM — Extrato etandlico das folhas de B. multiflora;

EDFBP — Extrato diclorometano das folhas de B. pleiosperma ;

EDCBP - Extrato diclorometano das cascas de B. pleiosperm
EDFSG - Extrato diclorometano das folhas de S. glycycarpa;
EDCSG - Extrato diclorometano das cascas de S. glycycarpa

a,

N — atividade negativa;
P — atividade positiva;
- atividade indeterminada;

Atividade em relagdo o 1Cs. Elevada: abaixo de 10 ug/mL;
Moderada: entre 10 ¢ 50 pg/mL;
Baixa: entre 50 ¢ 100pg/mL;
Nula: acima de 100 pg/mL.

Atividade em B-hematina: Positivo abaixo de 3,16 Unidades de
fluorescéncia.
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Os ensaios bioldgicos realizados revelaram os extratos EDFBM, EEFBM, EDCBP e
EDCSG como possuidores de compostos antimal&ricos em sua constituicéo.

Os extratos mais ativos contra as cepas de P. falciparum foram o EDFBM, EDCBP e
EDCSG. O extrato EDFBM apresentou a maior apesar de ndo ter sido possivel mensurar seu
IC50, observando-se uma atividade bioldgica acentuada mesmo na concentracdo de 6,25
ug/mL bem mais contundente que nos demais extratos considerados ativos.

Considerando o provavel mecanismo de agdo dos extratos ativos, conforme os
resultados obtidos nos ensaios de inibicdo da P-hematina e de interacdo com a enzima
HGPRTase (Biacore), pode-se identificar dois eventos. O primeiro esta relacionado a inibi¢do
da formacdo da B-hematina observada claramente em EDFBM, a mais ativa contra cepas de P.
falciparum. O segundo evento indica um mecanismo de acdo diferenciado para EEFBM, que
apesar de ter apresentado menor atividade contra P. falciparum, mostrou uma forte interacao
com a enzima HGPRTase.

Diante os resultados obtidos, os extratos mais promissores foram EDFBM, EEFBM,
EDCBP e EDCSG. A etapa seguinte desse estudo avaliou o perfil quimico desses extratos
através de diferentes técnicas cromatograficas, a fim de identificar a substancia responsavel

por tal atividade em cada um desses extratos.
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6 RESULTADOS

CAPITULO 2: AVALIACOES QUIMICAS
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6.5 AVALIACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO EM CCD

Os extratos que tiveram sua atividade antimalarica comprovada pelos ensaios
bioldgicos foram analisados por cromatografia. Os perfis cromatogréaficos dos extratos foram
obtidos inicialmente por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando como fase
estacionaria gel de silica e como fase mével uma combinacdo de solventes de acordo com a
polaridade de cada extrato. A tabela 5 demonstra os reveladores quimicos utilizados nessa

avaliacdo, bem como a correlacéo entre a coloracdo e a classe de substancias presentes neles.

Tabela 5. Reveladores utilizados em CCD.

REVELADOR COMPOSTO COLORACAO

Vermelho (Vis):
Antraquinonas
Amarelo (Vis): Antronas
Luz azul (UV-365nm):
Cumarinas

KOH Antraquinonas
Cumarinas

Vermelho,amarelo,marrom
, azul-esverdeado
(Vis):Princ. Amargos.
Azul (Vis):
fenilpropanoides

Saponinas

Vanilina Sulfurica . .
terpenos e fenilpropanoides

Dragendorff Alcaloides Laranja/Marrom (Vis)

Amarelo, verde ou laranja

NP/PEG Flavonoides (UV-365nm)

Nas placas, os extratos foram numerados conforme mostrado na tabela 4 (ver pagina
60), e seus perfis cromatograficos foram obtidos em CCD composta por silica de fase normal
como fase estacionaria e como fase movel a mistura dos eluentes hexano e acetato de atila, na

proporcao 1:1 (figura 25).
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Figura 25. Perfil fitoquimico por CCD. Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com Wagner e Blat (1996),analisando primeiramente a placa revelada com
KOH, é possivel notar que os extratos EEFBM (3), EDCBP (5) e EDFSG apresentaram uma
intensa banda amarelada, caracteristica de compostos fendlicos, possivelmente da classe das
antronas.

Quando avaliada sob luz UV-365 nm, alguns extratos apresentaram absor¢éo, contudo,
EDCBP (5) revelou uma intensa banda de coloracdo fluorescente, indicando a presenca de
duplas conjugadas, possivelmente de anéis aromaticos ou outro tipo de composto dessa
natureza cromafora.

O revelador PEG tem como funcdo revelar compostos da de classe quimica
flavonoide. Na placa (figura 25) foi possivel observar que os extratos EDFBM (2) e EEFBM
(3) apresentam bandas de coloracdo avermelhada, assim como o composto EDFSG (6), que
além de bandas na coloracéo alaranjada apresentou também uma banda de colocacdo amarela.
O extrato EDCBP apresentou bandas de coloragdo alaranjada, esverdeada e um intenso azul

fluorescente, de mesmo RF que a banda apresentada por avaliagdo em KOH. Na literatura
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essa coloracdo ndo apresenta um significado pré-estabelecido, entretanto, sabe-se que
substancias com tal comportamento cromoforo sdo geralmente formadas por duplas
conjugadas, e no caso desse revelador, essas duplas geralmente pertencem a anéis aromaticos.
E possivel que essa banda seja formada por um composto dessa natureza, € como sera descrito
posteriormente, também ndo pertence a classe dos alcaloides, podendo dessa maneira limitar
as possibilidades de tal composto ser realmente um flavonoide ou outro composto de estrutura
molecular semelhante. Os demais extratos ndo apresentam coloracdo caracteristica de
flavonoides.

O Dragendorff € um revelador quimico caracteristico para alcaloides. Na placa (figura
25) é possivel observar a presenca de alcaloides apenas no extrato EDCBP (5) e no extrato
EDCSG (7). Em EDCSG, uma intensa banda na parte superior da placa pode ser observada,
de coloragdo marrom, indicando a presenca de alcaloides. Em EDCSG, os alcaloides
permaneceram na base da corrida, podendo ser observado na mesma coloragdo que oS
alcaloides vistos no extrato descrito anteriormente. Portanto, dos extratos avaliados até o
momento, apenas EDCSG e EDCBP apresentam manhas caracteristicas com reagente
Dragendorff que podem ser associadas a alcaloides.

O revelador vanilina sulfurica é considerado um revelador universal por revelar grande
parte das classes quimicas existentes, classificados como principios amargos. Na placa (figura
25) é possivel observar a presenca de bandas esverdeadas, representando pigmento clorofila.

Atabela 6 exibe as classes quimicas identificadas em cada um dos extratos avaliados.

Tabela 6. Classes quimicas identificadas por CCD.

Numeracao Extrato Provaveis Classes quimicas
1 EHFBM Porfirinas
Flavonoides, antronas,
2 EDFBM _ )
antraquinona e cumarinas
Flavonoides, antronas,
3 EEFBM _ )
antraquinona e cumarinas
Flavonoides antronas,
4 EDFBP _ )
antraquinona e cumarinas
5 EDCBP Alcaloides, flavonoides
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6 EDFSG Flavonoides

7 EDCSG Alcaloides

Dentre as classes de substancias identificadas, duas sdo amplamente descritas na
literatura como possuidoras de atividade antimalarica direta ou indiretamente, os flavonoides
e os alcaloides. Como ja descrito anteriormente, os principais compostos antimalaricos sdo os
alcaloides ou derivados de sua estrutura, atuando na fase eritrocitica do ciclo de vida do
Plasmodium sp. (ver topico 2.4). Os flavonoides por sua vez atuam de maneira diferenciada
no organismo do hospedeiro. A lise celular promovida pela replicacdo do parasita libera no
organismo humano uma diversidade de compostos residuais oxidantes, que se ligam a
diversas moléculas importantes para o hospedeiro tais como enzimas, proteinas, células e
demais compostos. A literatura denomina essas substancias, naturalmente presente no
organismo humano, como radicais livres. Uma vez em excesso, ocorre uma depresséo
organica no hospedeiro, causando sensacdo de fadiga e mal, tipicos sintomas de alguém
infectado por malaria. Os flavonoides atuam como antioxidantes ao se ligarem a esses
residuos oxidativos, diminuindo assim o mal estar causado pela doenca, alem de diminuir

também os efeitos colaterais causados pela oxidacao dos préprios compostos antimalaricos.

6.6 AVALIACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO POR CG-EM e CLAE

6.6.1 Perfil do extrato hexanico das folhas de B. multiflora -EHFBM

O extrato EHFBM apresenta em sua constituicdo substancias de baixa polaridade, uma
vez que o solvente utilizado para sua extracdo compartilha tal caracteristica. Apesar da
avaliacdo em CCD ndo ter revelado a classe das substancias presente nesse extrato, foi
possivel observar através da analise por CG-EM a presenca majoritaria de compostos
sesquiterpénicos em sua constituicdo. Do namero total de compostos detectados, 72% deles
puderam ser identificados através da comparacdo de seus fragmentos espectrométricos. Foi
utilizado como critério de identificacdo de compostos nessa analise o limite de indice de

similaridade acima de 90%. O cromatograma de ions totais pode ser observado na figura 26.
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Figura 26. Cromatograma de ion totais de EHFBM. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os principais compostos identificados foram os compostos nonacosano (17,8%),
espatulenol (8,1%), docosano (7,6%), heptacosano (6,3%) e B-elemeno (4,4%) e fitol (4,6%).

Todos os compostos identificados podem ser observados na tabela 7.
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Tabela 7. Substéancias presentes no extrato EHFBM.

Constituintes % Area
B-elemeno 4.4
B-cariofileno 1,1
o-bergamoteno 2,4
B —selineno 1,6
a —selineno 1.1
B-bisaboleno 3,3
Cubebol 1,6
cis-o—bisaboleno 2,3
(E)-diidro-farnesol 0,7
Espatulenol 8,1
Oxido de cariofileno 1,3
Acido dodecanoico 0,5
Atlantol 0,6
Humuleno 1,2-epoxido 0,6
5-Epi-Neointermedeol 1,8
Isoespatulenol 0,3
Tetradecanoato de etila 1,1
Acido hexadecandico 1,2
Acido octadecadienoico 0,9
Acido 9-octadecenoico 2,1
Fitol 4,6
Acido octadecandico 0,7
Tricosano 0,3
Tetradecanoato de butila 0,4
Pentacosano 0,5
Heptacosano 6,3
Octacosano 1.0
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Tetracosahexaeno 0,8

Nonacosano 17,8
Triacontano 1,1
B-Tocoferol 0,5
Docosano 7,6
Vitamina E 2,3
Stigmasta-5,22-dien-3-ol 1,2
Stigmast-5-en-3-ol 1,7

Dentre as substancias principais observados, o espatulenol, conforme € descrito na
literatura, apresenta diversas atividades biologicas. RAMOS et. al. (2013) sugerem uma
correlagéo entre o espatulenol e a atividade anti-inflamatoria presente nos 6leos essenciais das
folhas de algumas espécies do género Croton. Isoladamente, sabe-se que o espatulenol € ativo
contra celulas cancerigenas humanas e que também atua como repelente contra 0s mosquitos
Aedes aegypti e A.stephensi (CANTRELL et. al., 2005; GILLIJ, 2008). Como antimalarico

nenhum dos compostos identificados nesse extrato foi avaliado até o0 momento.

6.6.2Perfil do extrato diclorometano das folhas de B. multiflora - EDFBM

A técnica de CG-EM mostrou-se parcialmente eficiente na identificacdo dos
constituintes desse extrato, identificando 62% de seus constituintes. E possivel que as demais
substancias ndo apresentem polaridade adequada para a separacdo de constituintes por essa
técnica, que avalia preferencialmente compostos volateis. A figura 27exibe seu cromatograma

de fons totais e a tabela 8 as substancias identificadas.
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Figura 27. Cromatograma de ions totais de EDFBM. Fonte: Elaborado pelo autor.

O constituinte majoritario desse extrato também € o nonacosano, enguanto que O
segundo componente mais abundante é o sesquiterpenos espatulenol (9,0%). Como ja
abordado anteriormente, alguns terpenos, principalmente 0s monoterpenos e 0S
sesquiterpenos, possuem a capacidade de proteger o organismo contra agentes oxidantes
(SIMOES et. al., 2007). Até o0 momento ndo existem estudo que comprovem o espatulenol

como substancia antimalarica. Entretanto, Okokon et. al., (2011) avaliaram os 6leos essenciais
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das raizes de Croton zambesicus, utilizada medicinalmente contra maléria no continente
africano. O dleo é composto majoritariamente por espatulenol e linalol.

O diterpeno fitol € um metab6lito comum nas plantas e é descrito na literatura como
uma substancia possuidora de atividade antitumoral e bactericida (LANFER-MARQUEZ,
2007). Essas atividades possuem a capacidade de destruir células com alto grau de
especificidade, um dos requisitos basicos para um composto terapéuticos. Apesar disso,
nenhum estudo foi descrito a respeito da atividade antimalérica de tal componente, indicando-
0 assim como um possivel candidato para a submissdo do ensaio. Apesar de apresentar
caracteristicas que também implicam numa possivel desnaturacdo das hemécias (ligacdo entre
0 colesterol presente em suas membranas plasmaticas) o ensaio hemolitico inviabilizou
qualquer possibilidade da concentracdo desse componente estar relacionada a desnaturacao
celular. Ainda assim, faz-se necessarios maiores estudos a respeito de seu comportamento
frente ao ensaio antimalarico in vitro e seus comportamento perante as hemacias.

Nem sempre a atividade biologica de um extrato estd relacionada a presenca da
substancia majoritario. E possivel (e muito comum) que tal atividade esteja relacionada ao
minoritario, ou ainda a um conjunto de compostos substancias minoritarios — fenémeno
denominado sinergismo. Por isso, para que afirmacfes sejam feitas a respeito de qual
substancia esta sendo o responsavel por tal atividade, é necessario que estes sejam avaliados

separadamente.

Tabela 8. Composicao quimica de EDFBM.

Constituintes % Area
B-Elemeno 2,7
trans-a-bergamoteno 1,1
B-Selineno 1,5
B-Bisaboleno 1,6
a-amorfeno 1,5
cis-a-bisaboleno 1,7
Espatulenol 9,0
Laurato de Etila 1,2
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decapentaneno
Loliolida
Neofitadieno
Vulgarol B

Acido hexadecandico
Fitol

Heptacosano
Nonacosano

Nonadecano

2,1
1,4
1,9
1,9
1.3
7,6
4,8

13,2

3,6

6.6.3 Perfil do extrato etanolico das folhas de B. multiflora — EEFBM

Devido a sua natureza polar, o extrato EEFBM foi avaliado pela técnica de

cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas - CLUE-EM. O

perfil cromatografico obtido com monitoramento em 254 nm apresentou sete substancias

principaisde boa resolucdo.A figura 28 apresenta o perfil cromatografico do EEFBM obtido

por CLAE-DAD, enguanto a tabela 9contém a relacdo das principais substancias detectadas

por essa técnica.
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Figura 28.CLAE-DAD de EEFBM monitorado a 254 nm. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Atabela 9contém a relagdo das principais substancias detectadas por essa técnica.

Tabela 9: Sinais obtidos por CLUE-DAD.

Peak# Ret. Time Area Height Area%
1 0,598 199075 62326 24 437
2 0,698 83217 14877 10,215
3 0,865 75591 30683 9,279
4 2,846 199294 24239 24 464
9 3,149 79027 6568 9,701
B 6,690 107761 11358 13,228
7 7,326 70669 6443 8,675
Total 814633 156494 100,000

Os espectros das sete substancias principais localizadas entre 0,5 e 8,0 minutos
apresentaram absorcOes caracteristicas no UV de substancias fendlicas.O sinal em 2,84
minutos, pico numero 04, apresentou um espectro no UV que mostra maximos de absor¢éo

em 216 e 326, em concordancia com aqueles obtidos na literatura para compostos fenolicos

(JIMENEZ et. al., 2014).

A analise por CLUE-EM de EEFBM no modo negativo revelou para a substancia 04 o
jon molecular com m/z 353 e um fragmento com m/z 191. A andlise do espectro de absor¢édo

no UV e padrdo de fragmentacdo observado para a substancia 04 indica a presenca do acido

5-cafeoilquinico, conhecido como acido clorogénico (Figura 29).

Figura 29. Acido clorogénico. Fonte: Elaborado pelo autor.

Sdo relatadas diversas atividades bioldgicas para o acido clorogénico, por exemplo,

antioxidante, antibacteriana, anticarcinogénica.




6.6.4Perfil do extrato diclorometano das folhas de B. pleiosperma — EDFBP

As substancias majoritarias encontradass nesse extrato foram o B-bisaboleno e o fitol
representando 38,57% e 36,32% do extrato, respectivamente, mostrado nos picos de maior
intensidade no cromatograma de ions totais (figura 30).
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Figura 30. Cromatograma de ions totais de EDFBP. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Essas mesmas substancias estdo presentes no extrato EDFBM, porém em
concentracdes diferenciadas. O fato de pertencerem ao mesmo género possibilita que tais
espécies produzam as mesmas substancias, porém, em concentracdes diferenciadas, o que
pode estar diretamente relacionado a presenca da atividade em questdo. A tabela 10 exibe os
compostos identificados por CG-EM.

Tabela 10. Substancias presentes em EDFBP.

Constituintes % Area
B-Bisaboleno 38,57
Laurato de etila 2,82
Liliolida 2,41
Neofitadieno 1,73
Fitol 36,32
Tetracosahexaeno 9,39
Nonacosano 6,17
Hentriacontano 2,60

O sesquiterpeno B-bisaboleno e o fitol representam juntas mais da metade das
substancias constituintes desse extrato. Segundo a literatura,a substancia B-bisaboleno nédo
apresenta atividade antimalarica, entretanto, é diversamente descrita como anti-inflamatoria,
analgésica, antiulcerogénica, antiviral e abortiva (MUNIZ, 2009; MACIEL et. al., 2002).

Apesar de ndo apresentarem atividade antimalarica isoladamente, os sesquiterpenos
constituem a base das novas drogas antimalaricas presentes no mercado. A artemisinina € um
sesquiterpeno lactona e seu mecanismo de acao esta baseado principalmente na formacéo de
um adulto resultante de uma reagao entre o atomo de carbono na posi¢do B da ligagdo dupla
conjugada a0  grupo  carbonila do anel lactimico com o  atomo
de enxofre de aminoacidos presentes em enzimas, proteinas e membranas, como por exemplo
a cisteina. A reacdo é o ataque nucleofilico do &tomo de enxofre ao carbono da ligacdo dupla
através de uma adicdo de Michael (SCHMIDT, 1999; POSNER et. al., 1999).
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6.6.5 Perfil do extrato diclorometano das cascas de B. pleiosperma -EDCBP

O extrato EDCBP mostrou-se eficaz quanto a inibicdo de parasitas causadores de
maléria. A avaliagdo do extrato por CG-EM ndo foi capaz de identificar essa diversidade
molecular de substancias, limitando-se a identificacdo de substancias terpénicas e alcanos
(tabela 11).
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Figura 31. Cromatograma de ions totais de EDCBP. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 11. Substéncias presentes em EDCBP.

Constituintes % Area
a-cubebeno 0,64
-cubebeno 0,98
Isopropenil-biciclo 0,36
B-selineno 085
a-selineno 1,17
B-bisaboleno 1,30
Ac. Dodecandico 0,27
Laurato de etila 2,12
B-maalieno 0,36
Tetradecanoato de etila 0,85
Ac. Tetradecendico 1,33
Ac. Hexadecandico 2,32
Ac. 9,12-octadecadiendico 0,54
Ac. 9-octadecendico 3,09
Ac. Tetracosanoico 0,43
4,5,6,7-tetrahidro-7-metil

2,21
Estigmasterol 127
Lanosta-8,24-dien-3-ol 0.80
Policarpol 5508

O policarpol foi a substancia presente em maior concentracdo na mistura,
representando aproximadamente 56% do extrato e expresso no cromatograma de ions totais
como o pico com tempo de retencdo em 50,45 minutos (figura 33). Esse triterpeno foi descrito
pela primeira vez na década de setenta, ao ser extraida das cascas de Polyalthia oliveri e
Meiocurpidium lepidotum, pertencentes a familia Anonnaceae. A partir de entdo o policarpol
tem sido isolado de diversas espécies dessa familia e tem sido descrito na literatura como

possuidor de diversas atividades bioldgicas tais como antifilaria, antitripanossdémica,
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antimicrobiana e citotoxica (LEBOEUF et. al., 1982; NGANTCHOU et. al., 2009; NYASSE
et. al., 2006).

A filariose e a doenca de chagas sdo doencas causadas por parasitas intracelulares
assim como a malaria, e apesar de apresentarem alvos terapéuticos diferenciados,
compartilham algumas vias metabdlicas. Nesses parasitas 0s quimioterapicos visam inibir
enzimas envolvidas na via glicolitica do parasita, 0 que lembra o mecanismo de acdo das
moléculas inibidoras de HGRPTase descritas no capitulo de ensaios bioldgicos. Assim sendo
é possivel que atividade antimalarica apresentada por esse extrato seja o resultado da acdo do
Policarpol, entretanto, a confirmacdo dessa hipoOtese sé podera ser provada quando 0 mesmo

for testado isoladamente, e seu mecanismo de acdo também for avaliado.

6.6.6 Perfil do extrato diclorometano das folhas de S. glycycarpa - EDFSG

A avaliacdo desse extrato por CCD nédo apresentou diversidade de classes quimicas,
evidenciando apenas a presenca de alguns compostos fenolicos e alcaloidicos que néo
puderam ser detectados pela técnica de CG-EM, possivelmente devido a sua elevada
polaridade. A maioria dos compostos identificados séo terpénicos, exibidos em picos segundo
sua quantidade no extrato conforme mostra a figura 32. Foram identificadas 16 substancias
em EDFSG (tabela 12), representando 69,14% do extrato.

Tabela 12. Substancias presentes em EDFSG.

Constituintes % Area
trans-cariofileno 1,79
y-elemeno 1,33
Germancreno D 1,29
Laurato de etila 1,54
Liliolida 3,50
Neofitadieno 5,16
Acido 9,12,15-

Octadecatrienoico 0,94
Fitol 2,07
Acido Linoleico 14,11
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Linolenato e etila
Mandelol

Acido 1,2-
benzenocarboxilico
Eicosano

Vitamina E
Estigmasta-5-en-3-ol

Acido ursenoico

14,34
12,30

2,39

0,76
1,15
1,77
4,70
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Figura 32. Cromatograma de ions totais de EDFSG. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.6.7 Perfil do extrato diclorometano das cascas de S. glycycarpa —-EDCSG

A figura 33apresenta o cromatograma de ions totais de EDSG. Foram identificadas por
CG-EM 13 substancias, representando 41,3% do extrato. Nesse contexto, foram identificadas
sesquiterpenos, lignanas, a sesamina,epiendesmina e fargesina, acidos graxos, esteroide e
triterpenos. Portanto, essa analise mostrou-se pouco eficiente no contexto de identificacao

com substancias presentes nesse extrato.
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Figura 33. Cromatograma de ions totais de EDCSG. Fonte: Elaborado pelo autor.

A tabela 13 mostra os compostos que puderam ser identificados pela técnica de CG-
EM, dos quais nenhum apresenta relato na literatura quanto a presenca de atividade

antimalarica.
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Tabela 13. Substancias presentes em EDCSG.

Constituintes % Area
Cipereno 1,12
p-cariofileno 0,73
Oxido de cariofileno 0,79
Cicloocteno 0,72
Acido 9,12,15-octatriendico 2,88
Sesamina 0,97
Fargesina 2,05
Eter dimetil-xatoxilol 2,29
Epiendesmina 0,63
2-(benziloxi)-6,11-dimetoxi-1,2,3,4,12- 6,87
hexahidronaftaceno
trimetiloctahidro-1-oxo-8-fenilnaftaleno-3,6,7- 15,77
tricarboxilato

Estigmasta-5-en-3-ol 1,77
Acido ursentico 4,70
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6 RESULTADOS

CAPITULO 3: FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS ATIVOS
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Conforme os resultados dos ensaios biolégicos realizados anteriormente, 0s extratos

EDFBM e EEFBM foram selecionados para fracionamento cromatogréfico.

6.6.8 Fracionamento e avaliagdo em CCD dos extratos EDFBM e EEFBM

Foram submetidos ao fracionamento por cromatografia em coluna 3,32 g do extrato
EDFBM, utilizando-se como fase estacionaria Sephadex-LH-20 e como fase mével metanol.
O fracionamento cromatografico deu origem a96 fragdes, reunidas conforme o perfil
cromatografico observado em CCD. A figura 34 exibe o rendimento de cada fracdo obtida.

Extrato EDFBM
3,321g

Fase estacionaria: Sephadex LH-20
Fase movel: MeOH 100%

99 Fracoes

EDFBM 1 EDFBM 2 EDFBM 3 EDFBM 4 EDFBM 5 EDFBM 6
1,293 g 1,353 8 0,794 8 0,0415 & 0,007 g 0,002 g

Figura 34. Fracionamento por coluna cromatografica de EDFBM. Fonte: Elaborado pelo
autor.

As fracdes foram avaliadas através de CCD com os mesmos reveladores quimicos
utilizados na avaliacdo dos extratos. Quando reveladas com vanilina sulfdrica as fracGes 2 e 3
apresentam bandas de coloracdo roxa, geralmente indicando a presenca de compostos
aromaticos.A revelacdo com NP/PEG indicou bandas de coloracdo laranja, quase vermelhas,
indicando esses compostos aromaticos como flavonoides. Ainda, € possivel notar a presenca
de compostos amarelos e fluorescentes nas fracbes 4, 5 e 6, indicando também a presenca de
compostos fendlicos (figura 35).

Ao serem reveladas com KOH, percebe-se bandas de fraca intensidade nas coloracfes
vermelhas nas fracdes 2 e 3, justamente onde foram reveladas em NP/PEG bandas intensas de
cor laranja. Por serem estruturas parecidas em sua constituicdo aromatica é possivel que o

revelador KOH tenha se ligado a esses compostos flavonoides e apresentado uma baixa
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intensidade, ndo indicando necessariamente a presenca de antronas e antraquinonas nas
referidas fragdes (figura 35).

A avaliagdo das fracdes de EDFBM em Dragendorff ndo indicou a presenca de
substancias alcaloidicas nas fracfes, portanto, as fracfes 2 e 3 sdo possuidoras de elevada
concentracdo de compostos aromaticos, que podem estar relacionados com a presenca da
atividade antimalarica desse extrato (figura 35). Tal hipOtese devera ser confirmada nos

ensaios bioldgicos apresentados a seguir.

Vanilina Sulfurica NP/PEG KOH Dragendorff

Figura 35. Avaliacdo por CCD das fragdes de EDFBM. Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram submetidos ao fracionamento cromatografico 7,31 g do extrato EEFBM,
utilizando-se como fase estacionaria Sephadex LH-20 e como fase movel metanol. O
fracionamento deu origem a 75 fragOes, as quais foram reunidas em cinco fragGes distintas,

conforme exibido na figura 36.
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Extrato EEFBM
7,318¢g
Fase estacionaria: Sephadex LH-20
Fase movel: MeOH 100%
75 Fragoes
EEFBM 1 EEFBM 2 EEFBM 3 EEFBM 4 EEFBM 5 EEFBM 6
1,211 g 1,834g 1,062g 0,062 g 0,600 g 0,024¢g

Figura 36. Fracionamento em coluna cromatogréfica das fracfes de EEFBM. Fonte:
Elaborado pelo autor.

Assim como as fracOes anteriores, as fragdes de EEFBM foram submetidas a avalia¢éo
por CCD. Aparentemente a fragcdo cinco apresenta uma intensa coloracdo avermelhada
quando revelada por NP/PEG, o que ndo representa substancias da classe dos flavonoides
quando nesta coloracdo. Portanto, € provavel que tal composto se trate de compostos
antraquinona, ja visualizados na CCD de seu extrato bruto. A revelagdo das fraces com
vanilina sulfurica ndo apresentaram a presenca de nenhum composto nas condigdes
cromatograficas utilizadas(figura 37).

A revelacdo da placa o revelador KOH indicou nas fracbes 4 e 6 a presenca de
compostos de coloracdo azul-esverdeada, indicando a presenca de com compostos de
cumarina. Ainda, na fracdo 5 é possivel notar a presenca de uma banda de coloracdo roxa, que
para tal revelador ndo possui um significado especifico. Porém, é possivel que tal banda se
trate de composto avermelhado visualizado pela revelacdo por NP/PEG, é por estar presente

em quantidade abundante, torna-se visivel também por esse revelador.
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Vanilina Sulfurica NP/PEG KOH DRAGENDORFF

Figura 37. Avaliagdo por CCD das fragdes de EEFBM. Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim sendo, foi possivel identificar nos compostos 2 e 3 do extrato EDFBM e na
fracdo 5 e 6 do extrato EEFBM a presenca de algumas substancias de classe quimica bioativa.
E possivel que tais compostos estejam relacionados a acdo antimalarica exibida nos ensaios
anteriores. Para que tal hipdtese possa ser confirmada, as fracBes foram avaliadas
individualmente em novos ensaios bioldgicos.

6.6.9 Avaliacdo bioldgica das fracGes obtidas dos extratos EDFBM e EEFBM

A avaliacdo de inibicdo de B-hematina indicou as fracdes 2 e 3 do extrato EDFBM
como as mais ativas, resultado ja esperado, visto o perfil cromatografico observado por CCD.

As fracdes do extrato EEFBM apresentaram inibicao relevante, mas diferentemente do
extrato anterior, a maior inibicdo ndo se concentrou na fracdo 5, detentora do maior numero
de substancias segundo avaliacdo por CCD. A figura 36 e a tabela 13 apresentam os resultados
obtidos para as fracGes avaliadas desses extratos, sendo 0s mais promissores 0S que mais se

aproximam dos valores expressos pelo controle positivo.
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Figura 38. Avaliagdo da atividade inibitoria de b-hematina das fragGes dos extratos EDFBM e
EEFBM. Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 14. Unidade de emissao de fluorescéncia das fracdes de EDFBM e EEFBM

Fracoes EDFBM EEFBM

1 1,381 1,737

2 1,026 1,699

3 1,018 2,533

4 2,270 2,528

5 1,912 1,987

6 1,721 2,213

Agua (C.N.) 3,166 3,166
Cloroquina (C.P) 0,527 0,527

6.9.10 Ensaio Hemolitico das fracdes dos extratos EDFBM e EEFBM.

Apesar de ja terem sido avaliados quanto a uma possivel atividade hemolitica, as
fracBes dos extratos foram novamente avaliadas com 0 mesmo intuito, e assim como em seus
extratos brutos ndo apresentaram atividade hemolitica, conforme pode ser observado na figura
39.

85



Figura 39. Avaliagdo hemolitica das fragdes de EDFBM e EEFBM. Fonte: Elaborado
pelo autor.
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7 CONCLUSAO

Na busca por novas substancias antimalaricas, algumas questdes foram abordadas
durante o desenvolvimento deste trabalho. A primeira delas foi o0 comportamento dos extratos
obtidos frente aos solventes organicos administrados em organismos vivos. Ao todo, foram
obtidos doze extratos vegetais de diferentes polaridades e parte das plantas estudadas. Desse
total apenas sete foram sollveis em DMSO, mostrando-se mais propensas a avaliacdo
bioldgica que os demais extratos, insollveis a maioria dos solventes experimentados.

O segundo ponto observado por esse estudo foi a avaliagdo da capacidade desses
extratos em inibir o crescimento parasitario in vitro de cepas resistentes e sensiveis a
cloroquina. Dos sete extratos em que foi possivel a formulacdo de solugBes-teste, apenas
quatro mostraram-se eficazes como inibidores do parasita causador da malaria, sendo eles os
extratos EDFBM, EEFBM EDCBP e EDCSG, apresentando estimativas de ICsy entre 13 e
50ug/mL, o que os classifica como extratos portadores de atividade antimalarica moderada. E
importante salientar que a escala de mensuragdo da atividade antimalarica € baseada na agao
da substancia padrdo cloroquina. Portanto a atividade expressa por esses extratos tornam-se
mais expressivos, uma vez que as substancias presentes apresenta-se em uma concentragao
bem inferior em comparacdo com a concentracdo da droga controle, tornando necessaria a sua
avaliacdo dessas substancias de maneira isolada. Ao evidenciar tal fato um dos objetivos deste
trabalho se cumpre, na medida em que se identificou em extratos das trés espécies avaliadas a
presenca de atividade antimalarica.

Nenhum dos extratos avaliados apresentou atividade hemolitica, indicando que 0s
valores observados nos ensaios bioldgicos correspondem apenas a acdo dos extratos sobre 0s
parasitas, e ndo sobre as células sanguineas, mostrando-se ndo tdéxicas as células humanas.
Demais avaliacGes a respeito do comportamento desses extratos em organismos vivos devem
ser realizadas a fim de se estabelecer um critério de seguranca quanto a sua administracdo
organismos Vivos.

O mecanismo de acdo das substancias antimalaricas foram avaliadas a partir de dois
ensaios distintos, os quais simulam diferentes vias metabolicas do parasita. Os extratos
EDFBM e EDCBP mostraram-se mais eficientes na inibicdo da formagdo de B-hematina,
podendo-se inferir que os extratos sdo possuidores de substancias que promovem a morte do
parasita ao impedir que a polimerizacdo do heme.

O extrato EEFBM apresentou baixa inibicdo de B-hematina, porém, sua maior

atividade foi exibida no ensaio de inibicdo de HGRPTase, sendo o Unico extrato capaz de se
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ligar a tal enzima e a permanecer ligado a ela durante determinado tempo.

Apos identificados os extratos possuidores de atividade antimalarica, o estudo buscou
identificar através de analises quimicas e cromatograficas as substancias presentes nesses
extratos responsaveis por tal atividade. Em primeira instancia os extratos foram avaliados
através de CCD, e avaliados através de reveladores quimicos especificos de classe organicas.

Os extrato EDFBM e EEFBM apresentaram em suas constituicdes substancias de
diferentes classes como flavonoides, antronas, antraquinonas e cumarinas, 0S quais
apresentam relevancia direta ou indireta na atividade em questdo. O extrato EDCBP
apresentou perfil cromatogréfico diferenciado, evidenciando em sua constituicdo a presenca
de substancias alcaloidicas e flavonoides, que juntos representam grande valor antimalarico,
uma vez que alcaldides inibem o parasita intracelular enquanto os flavonoides podem
diminuir o efeito do estresse oxidativos gerado pela doenca e pela prépria acdo
antimalarica.Por ultimo, o extrato EDCSG revelou a apenas a presenca majoritaria de
alcaloides, sendo provavelmente os responsaveis pela atividade antimalarica observado no
ensaio in vitro.

Uma vez conhecida a classe quimica dos compostos presentes nesses extratos, as
avaliacdes em CG-EM mostraram-se pouco eficientes na identificacdo dos constituintes que
os foram, limitando-se a identificacdo de compostos apolares, a grande maioria terpenos.
Ainda assim foi possivel identificar substancias importantes. No extrato EDCBP foi
identificada a presenca abundante do policarpol, descrito na literatura cientifica como
composto possuidor de atividade parasitaria contra filariose e doenca de chagas. Baseado
nisso, é provavel que a atividade exibida por esse extrato esteja relacionada a esta substancia,
que segundo a literatura, é facilmente encontrado em espécies da familia Annonaceae. Nos
demais extratos diclorometanicos foram identificados a presenca abundante de
sesquiterpenos, muitos dos quais ja descritos como possuidores de atividades bioldgicas,
porém, nunca como antimalaricos.

O fracionamento dos extratos ativos EDFBM e EEFBM levaram, no caso do extrato
EDFBM, a obtencdo de duas fracbes com a presenca de compostos fenolicos. A avaliacdo da
atividade de inibicdo da B-hematina das fracfes obtidas de EDFBM,indicou atividade
relevante para as fracGes enriquecidas de fendlicos.Em EEFBM, as frac6es 1 e 2 apresentaram
inibicdo significativa do polimero de B-hematina apesar da menor eficiéncia quando
comparado com o extrato EDFBM. Esse resultado ja era esperado, uma vez que em avaliagdo

de extrato bruto, o referido extrato mostrou-se mais eficiente ligando-se a enzima HGRPTase
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do que inibindo a formacao desse polimero. Entretanto, a atividade de inibi¢do de B-hematina
evidenciada por esse extrato apresenta relevancia, indicando nas fragdes 1 e 2 a presenca de
substancias capazes de promover tal acdo. A analise por CCD dessas fragdes ndo evidenciou a
presenca de nenhuma classe quimica, sugerindo que novas analises quimicas sejam realizadas
a fim de se identificar a classe desses compostos presentes nessas fracoes.

A maléria é uma doenga presente ha milénios e atualmente representa a causa da morte
de milhares de pessoas. O presente trabalho contribui com a investigagdo de novas
substancias capazes de impedir o desenvolvimento da maléria em seres humanos nas cascas e
folhas das espécies B. multiflora, B. pleiosperma e S. glycycarpa. Estudos mais elaborados
sobre caracterizagcdo, mecanismos de acdo e disponibilidade dessas substancias deverdo ser
realizados, para que tais substancias possam ser utilizadas como matéria prima de novos
agentes antimalaricos, aumentando assim as alternativas terapéuticas dos ja escassas no
mercado atual. Além disso, se pode contatar a flora amazénica como provedora de substancias

capazes de curar uma série de enfermidades, inclusive da malaria.
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