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RESUMO

A maléria continua sendo uma das principais doencas infecciosas do mundo. A propagacéo de
cepas de Plasmodium resistentes as terapias disponiveis tem ameacado as medidas de controle
da doenca, que tem registrado aumento no nimero de casos. Na busca por terapias mais
eficazes no combate & doenga, as plantas utilizadas na medicina tradicional vém sendo
investigadas, uma vez que as substancias que originaram 0s atuais antimalaricos foram
isoladas de plantas medicinais. O presente trabalno é uma investigacdo da atividade
antimalérica in vitro de extratos de castanheira (Bertholletia excelsa Bonpl.), fragdes e
alcaloides inddlicos isolados de carapanaiba (Aspidosperma excelsum Benth.), em uma busca
por potenciais antimalaricos. Os extratos de B. excelsa foram preparados a partir de residuos
de plantacdes do municipio de Itacoatiara-AM por maceracdo em solventes organicos e em
agua. O extrato metandlico das cascas, bem como as frac6es e os alcaloides isolados a partir
do extrato metandlico da casca de A. excelsum foram doados de um projeto de doutorado na
area de quimica de produtos naturais no LAPAAM (Laboratério de Principios Ativos da
Amazonia). A atividade antimalarica foi avaliada atraveés do microteste in vitro, utilizando
culturas sincrénicas da cepa K1 (resistente a cloroquina) de Plasmodium falciparum). Para
estimar a seletividade, avaliou-se a toxicidade in vitro das substancias frente a uma linhagem
normal de fibroblastos humanos (MRC-5), através do bioensaio Alamar Blue. Foram
preparados setenta extratos de B. excelsa, submetidos a uma triagem inicial para classificacéo
da atividade antimalarica; destes, os extratos metanolicos apresentaram melhores rendimentos
e 0 extrato etandlico da casca do caule apresentou melhor atividade antiplasmaédica, com Clsg
< 1,00 pg/mL, estando aqui relatada também a atividade antiplasmddica das raizes e dos
galhos da planta. Para A. excelsum foram avaliados o extrato metandlico da casca (Clsg 5,24
pg/mL), quatro fracBes enriquecidas em alcaloides e oito alcaloides ind6licos (Clso 10,3 - 78,9
pM) contra P. falciparum, apresentando ainda baixa toxicidade frente a fibroblastos humanos.

Palavras chaves: Aspidosperma excelsum; Bertholletia excelsa; carapanauba; castanha-do-

brasil; malaria.



ABSTRACT

Malaria remains one of the world’s leading infectious diseases, the spread of Plasmodium
strains resistant to available therapies has threatened disease control measures, which have
seen an increase in cases. In the search for more effective therapies to combat the disease,
plants used in traditional medicine have been investigated, since the substances that originated
the current antimalarials were isolated from medicinal plants. The present work is an
investigation of the in vitro antimalarial activity of extracts of the Brazil nut tree (Bertholletia
excelsa Bonpl.), fractions and indole alkaloids isolated from carapanaiba (Aspidosperma
excelsum Benth.), in a search for potentially new antimalarials. B. excelsa extracts were
prepared from residual materials from plantations in the municipality of Itacoatiara,
Amazonas State, by maceration in organic solvents and water. The methanol extract of the
bark, as well as fractions and alkaloids isolated from the methanolic extract of the A. excelsum
bark were donated by a doctoral student project in the area of natural products chemistry at
LAPAAM (Amazon Active Principles Laboratory). The antimalarial activity was evaluated
using the in vitro microtest using synchronized cultures of the K1 strain (resistant to
chloroquine) of Plasmodium falciparum. To evaluate selectivity, the in vitro toxicity of
substances to a normal human fibroblast lineage (MRC-5) was evaluated using the Alamar
Blue bioassay. Seventy extracts of B. excelsa were prepared and submitted to an initial
screening to classify antimalarial activity. Of these, the methanol extracts exhibited better
yields and the ethanol extract of the stem bark showed better activity, with ICso < 1.00 pug/mL,
and the antiplasmodial activity of the roots and branches of the plant is also reported here. For
A. excelsum, the methanol extract of the bark (ICso 5.24 pg/mL), four alkaloid-enriched
fractions and eight indole alkaloids (ICso 10.3-78.9 M) were evaluated against P. falciparum,

with low toxicity against human fibroblasts.

Key words: Aspidosperma excelsum; Bertholletia excelsa; carapanaiba; Brazil nuts; malaria.
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INTRODUCAO

A maléria é uma doenga infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium
que acomete milhdes de pessoas no mundo. Mesmo apds um periodo de reducdo nas taxas de
morbidade e mortalidade, em 2017 foram estimados mais de 200 milhdes de casos e 400 mil

Obitos causados pela doenga em todo o planeta (WHO, 2018).

Duas das principais classes de antimalaricos disponiveis foram desenvolvidas a partir
de produtos naturais, quinina e artemisinina, que deram origem a analogos sintéticos e
derivados semissintéticos utilizados em terapias combinadas que atualmente estdo entre as
principais medidas profilaticas e de tratamento da doenca. No entanto, a disseminacdo de
cepas do parasita resistentes a esses medicamentos, inclusive a terapia mais eficaz, tem

ameacado as medidas de controle e eliminagéo da doenga (WHO, 2017).

A partir do surgimento de cepas de Plasmodium resistentes as drogas disponiveis, e
sabendo que estes medicamentos foram desenvolvidos a partir de moléculas isoladas de
plantas, estas representam uma fonte importante para a descoberta e desenvolvimento de
novos antipaludicos. A Amazodnia, area endémica da doenca, apresenta uma diversidade de
plantas utilizadas por comunidades tradicionais no tratamento da malaria, que necessitam de
estudos mais aprofundados sobre a sua composicdo quimica e potencial bioldgico
(BRANDAO et al., 1992; BRANDAO et al., 2008; POHLIT et al., 2013). Entre as
etnoespécies regionais de uso conhecido estdo a castanheira (Bertholletia excelsa) e as
carapanaubas (Aspidosperma spp.) (OLIVEIRA et al., 2015).

A castanheira é uma espécie de grande importancia socioeconémica para a Amazonia,
fonte de bioprodutos de importancia econdmica internacional, como as améndoas conhecidas
mundialmente por seu alto valor nutritivo, ricas em lipideos, proteinas, fibras e sais minerais
(YANG, 2009). Entre as comunidades tradicionais € conhecido seu uso no tratamento de
moléstias do figado, hepatite e malaria. Essas comunidades utilizam a casca, a entrecasca, e as
améndoas desta espécie na preparacdo de chas para o tratamento de malaria e outras doencas
(BRANDAO et al., 1992; COELHO-FERREIRA, 2009; TOMCHINSKY, 2014; FRAUSIN et
al., 2015).

As carapanaubas séo plantas de uso difundido na medicina tradicional, onde a madeira
e as cascas sdo utilizadas no tratamento de moléstias no figado e no estbmago, diabetes,

inflamaces no Utero e no ovario, contra cancer, como contraceptivo e contra a maléria
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(ANEZ, 2009). A composicdo quimica destas plantas é bastante conhecida, s3o ricas em
alcaloides, muitos destes com atividade antiplasmodica ja descritas, como aspidoscarpina,
elipticina e olivacina (ANDRADE-NETO et al., 2007; ROCHA E SILVA, 2014).

O conhecimento tradicional sobre estas e outras plantas é a esperanca para a
descoberta de novas substancias capazes de atuar no combate a malaria e a outras doencas.
Em uma contribuicdo ao conhecimento sobre a composi¢do quimica e o potencial bioldgico
destas espécies, e a busca por novas alternativas terapéuticas a partir de fontes naturais, este
trabalho é uma investigacdo da atividade antiplasmddica in vitro de extratos de Bertholletia

excelsa, fracOes e substancias isoladas de Aspidosperma excelsum.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. MALARIA

A maléria é uma doenca infecciosa que acomete milhdes de pessoas nas zonas
tropicais e subtropicais do planeta. Seu quadro clinico caracteriza-se por febre alta,
acompanhada de calafrios, sudorese e cefaleia, podendo evoluir para formas mais graves,
causando anemia intensa, ictericia, hemorragias, alteracdo de consciéncia, coma e Obito
(BRASIL, 2015). Apo6s um declinio nas taxas de morbidade e mortalidade nos Gltimos anos, o
recente aumento no numero de casos é um desafio para o progresso no controle da doenca
(WHO, 2018).

Seus agentes etiologicos sdo protozoarios alveolados (Alveolata) pertencentes ao Filo
Apicomplexa, Familia Plasmodiidae e genéro Plasmodium. Atualmente, as espécies capazes
de infectar o ser humano sao: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. knowlesi, com
relato recente no Brasil de malaria humana causada por P. simium (BRAGA e FONTES,
2010; WHO, 2016; PATRICIA-BRASIL et al., 2017).

Destas espécies, a mais predominante na regido das Ameéricas é o P. vivax. O P.
falciparum causa maior morbidade e mortalidade, € mais prevalente na regido Africana e
apresenta-se hoje como um grave problema terapéutico em razdo da crescente resisténcia as
drogas disponiveis. No Brasil, as espécies responsaveis pelos casos notificados sdo P. vivax,
P. falciparum e P. malariae, sendo a P. vivax responsavel por 89 % dos casos e P. falciparum
por 11% (WHO, 2018).

A transmissao ocorre atraves da picada de fémeas de mosquitos do género Anopheles
durante o repasto sanguineo (BRAGA e FONTES, 2010). Pertencente a ordem Diptera e a
familia Culicidae, o genéro compreende cerca de 400 espécies, das quais 33 ocorrem na
Amazdnia onde An. darlingi é o principal vetor (TADEI e THATCHER, 2000). Na Africa, An
gambiae é o vetor principal e difere do vetor brasileiro por sua alta voracidade e antropofilia
(FRATUS, 2008).

1.1.1. Ciclo biologico do parasita

O parasita apresenta um ciclo de vida complexo dividido em duas etapas, uma fase

assexuada que ocorre no hospedeiro vertebrado, e a fase sexuada gque ocorre no inseto vetor.
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A infeccdo acontece quando fémeas de anofelinos inoculam formas infectantes do protozoario
no hospedeiro, 0s esporozoitos. Mdveis, 0s esporozoitos entram na corrente sanguinea até
alcancarem os hepatdcitos, célula hospedeira onde se processa o desenvolvimento parasitario

(BRAGA e FONTES, 2010).

No hepatdcito ocorre a primeira fase do ciclo assexuado, a fase pré-eritrocitica. Nesta
etapa, apos invadirem os hepatdcitos, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos, que
entdo se multiplicam por reproducdo assexuada do tipo esquizogonia, originando 0s
esquizontes multinucleados, que rompem a célula e liberam os merozoitos. Nas infeccdes por
P. vivax e P. ovale popula¢des do parasita permanecem em estado de laténcia no hepatdcito,
os hipnozoitos (do grego hipnos, sono), sendo responsaveis pelas recaidas da doenga que
ocorrem ap0s meses ou anos de incubacdo (BRAGA e FONTES, 2010; PECHENIK, 2016). A

figura 1 apresenta de forma resumida a primeira fase do ciclo do parasita no hospedeiro.

Figura 1: Ciclo de vida do parasita no hospedeiro

1. Fémeas de anofelinos
inoculam esporozoitos
no hospedeiro

&

2. Produgdo assexuada de
merozoitos nas células
hepaticas e liberagio na
comrente sanguinea

=
B G0

o —
R =

ruptura da célula e

gametocito em | 3. Reprodugio
P ¢ liberagdo de merozoitos

. H 1
desenvolvimento | | assexuada nos
eritrocitos

em desen-
valvimento

hepatocitos

merozoitos

Fonte: adaptada de Pechenik (2016).

A fase eritrocitica, no sangue, inicia quando os merozoitos deixam os hepatocitos e
invadem os eritrocitos. Apds a penetracdo, 0os merozoitos transformam-se em trofozoitos e se
desenvolvem por esquizogonia, formando esquizontes com novos merozoitos. Os eritrocitos
se rompem liberando milhares de merozoitos que invadem novos eritrocitos. Depois de

algumas geragdes de merozoitos ocorre a diferenciagdo em estagios sexuados, 0s gametadcitos,



18

que permanecem na membrana dos eritrocitos até serem ingeridos pelos mosquitos dando
inicio ao ciclo sexuado (BRAGA e FONTES, 2010; PECHENIK, 2016).

O ciclo sexuado do parasita ocorre no vetor, a fémea do anofelino ingere 0s
gametdcitos, em seu intestino ocorre a gametogénese e estes se transformam em gametas. O
gametocito masculino passa por um processo denominado exflagelacdo e d& origem aos
microgametas, moveis, que irdo fecundar os macrogametas femininos. A fertilizagdo do
macrogameta dara origem ao zigoto, que posteriormente adquire motilidade e ¢ denominado
oocineto. No intestino médio, o oocineto se encista no epitélio do 6rgdo e passa a ser chamado
oocisto. Este cresce, passa por sucessivas divisdes esporogbnicas e apds a ruptura da parede
do oocisto libera os esporozoitos. Através da hemolinfa estes migram até as glandulas
salivares, de onde podem ser injetados no hospedeiro vertebrado juntamente com a saliva
(BRAGA e FONTES, 2010; PECHENIK, 2016). A figura 2 mostra de forma resumida o ciclo
do parasita no vetor.

Figura 2: Ciclo de vida do parasita no vetor

4. Oocinetos se
encistam no intestino
formando oocistos

3. Zigotos acumulam-se
no intestino do mosquito

oocinetos

desenvolvendo
esporozoitos

5. Oocistos se dividem e
produzem esporozoitos

2. No intestino do vetor
ocorre a gametogénese
e a fertilizagdo

6.E i j
sporozoitos <'/ / /

migram para as
glandulas salivares

Fonte: adaptada de Pechenik (2016).



1.1.2. Epidemiologia

A malaria € uma das principais doencas parasitarias do mundo, amplamente
distribuida nas regides tropicais e subtropicais do planeta. Em 2017 foram estimados cerca
de 219 milhdes de casos, com quase metade da populagdo mundial sob risco de infeccao.
Quanto aos indices de mortalidade, foram reportados cerca de 435 mil o6bitos, 93 %
ocorridos na regido africana, onde criangcas menores de cinco anos sado as principais vitimas
(WHO, 2018).

A maioria dos casos notificados em 2017 ocorreu na regido africana (92%), onde o
P. falciparum é o parasita mais prevalente e foi responsavel por 99,7% dos casos
estimados. Nas Américas o parasita predominante é o P. vivax, responsavel por 74,1% dos
casos notificados na regido e por 3,4% da incidéncia mundial. Estima-se que a taxa de
incidéncia mundial tenha reduzido em 18%, de 72 para 59 casos por mil habitantes em
risco entre 2010 (237 mi) e 2017. Entretanto, nos dois Ultimos anos ocorreram aumentos
na ocorréncia de casos nas regibes endémicas, onde a regido das Americas registrou

aumento significativo devido ao aumento de casos na Venezuela e no Brasil (WHO, 2018).

Atualmente o quadro da doenga no Brasil tem despertado preocupacdo em relacéo
ao aumento na taxa de incidéncia. Apds um progresso no controle da malaria, o Brasil
registrou um salto significativo nos casos nos ultimos anos, de 124 mil em 2016 para mais
de 190 mil em 2017. Destes, 99,9% foram transmitidos na regido amazonica, onde o P.
vivax € a espécie causadora da maioria dos casos (WHO, 2018; BRASIL, 2018). Em 2018
a incidéncia da doenca continuou aumentando e no primeiro semestre foram registrados
mais de 90 mil casos da doenga apenas na regido amazonica, um aumento de 29% em

relacdo ao mesmo periodo do ano anterior (Fig. 3) (BRASIL, 2018).

Figura 3: Casos de maléria notificados na regido amazénica de janeiro a junho de 2017 e 2018.
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1.1.3. Antimalaricos

Os antimalaricos continuam sendo a base do tratamento e controle da doenca.
Descobertos a partir de plantas medicinais, deram origem a terapias combinadas que séo hoje

a primeira linha de tratamento da malaria (WHO, 2017).

A primeira substancia utilizada no tratamento da maléria foi obtida de cascas de
quina-quina (Cinchona spp.), uma planta utilizada por indigenas no tratamento de febres
desde o século XVI. A “casca dos jesuitas”, como foi referida por seu uso por missiondrios
jesuitas na América do Sul, levou a descoberta do quinina (1), um alcaloide isolado de uma
Cinchona sp. em 1820. A descoberta do quinina possibilitou a sintese de outros antipaludicos
2-4, os analogos quinolinicos e as aminoquinolinas sintéticas (Fig 4) (VALE et al., 2005;
CUNICO et al., 2008; ACHAN et al., 2011).

Figura 4: Estrutura do quinina e analogos sintéticos
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Em 1972 quimicos chineses isolaram a artemisinina (5), outro importante
antimalarico, a partir do ginghao (Artemisia annua), uma erva utilizada por muitos séculos na
medicinal tradicional chinesa para tratar febre e malaria. A partir da artemisinina outras
substancias foram sintetizadas 6-10 (Fig 5), tais como o arteméter (7) e diidroartemisinina (8).
O tratamento com estas drogas produz altas taxas de recrudescéncia e a monoterapia €
desaconselhada devido ao seu efeito rapido, sendo necessaria sua combinacdo com outros

antimalaricos, como analogos quinolinicos, para potencializar sua a¢cdo (WHO 2010).

Figura 5: Estrutura da artemisinina e seus derivados
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(8) R=0H; diidroartemisinina
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(10) R= p-CH;0-F-CO,-; 4cido artelinico

Artemisinina (5)
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As terapias combinadas baseadas em artemisinina (TCAs, ACTs em inglés) combinam
um derivado de artemisinina com uma droga parceira, onde o artemisininico reduz o nimero
de parasitas durante os trés primeiros dias de tratamento, enquanto 0 medicamento parceiro
elimina os parasitas remanescentes (WHO, 2018). Atualmente essas drogas sdo o tratamento
de primeira linha para malaria ndo complicada causada por P. falciparum, e tém sido
importantes no controle global da doenca. No entanto, nos Ultimos anos o progresso no
controle da malaria tem sido ameacado pelo desenvolvimento e propagacdo de resisténcia dos

parasitas aos antimalaricos, inclusive a esta terapia.

1.1.4. Resisténcia aos antimalaricos

Ao longo dos anos os parasitas vém desenvolvendo resisténcia a uma série de
antipaltdicos, um grande desafio para o controle da malaria em todo o mundo. A Organizagéo
Mundial da Satde (OMS) classifica a resisténcia antimalarica como a capacidade do parasita
de sobreviver e se multiplicar, apesar da administracdo e absorcdo de um medicamento em
doses iguais ou superiores as normalmente recomendadas (WHO, 2018). Essa resisténcia ja
foi relatada em P. falciparum, P. vivax e P. malariae, e tem como base eventos genéticos que
ocorrem independentemente do farmaco. O problema é agravado pela resisténcia cruzada,
onde a resisténcia a uma droga confere resisténcia a outros medicamentos que pertencem a

uma mesma familia quimica ou que tenham mecanismos de acdo semelhantes (WHO, 2015).

A diminuicdo da sensibilidade a quinina foi relatada pela primeira vez no Brasil em
1910, um século apds sua introducdo. Em 1961 foram descritos 0s primeiros casos de
resisténcia a cloroquina (SILVA, 1961; ACHAN et al., 2011). Vinte anos depois, Alecrim
(1981) também relatou a resisténcia de P. falciparum a cloroquina em estudos in vitro.
Estudos in vitro com P. vivax também tém confirmado a diminuicdo da sensibilidade deste
parasita a cloroquina na regido amaz6nica, onde este ultimo € o responsavel pela maioria dos
casos de malaria (CHEHUAN et al., 2013; MARQUES et al., 2013).

Os casos de resisténcia de P. falciparum a todas as classes de antimalaricos é um fato
preocupante. Até pouco tempo, as terapias a base de artemisinina apresentavam alta eficacia
no combate a cepas multirresistentes do parasita, entretanto, nos ultimos anos, casos de
resisténcia a estas drogas tém sido registrados em paises da Sub-regido do Grande Mekong:
Camboja, Mianmar, Tailandia, Vietnd e Republica Popular Democratica do Laos (Fig. 6)
(WHO, 2018).
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Figura 6: Paises que notificaram resisténcia de P. falciparum as TCAs
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Fonte: WHO (2018).

A resisténcia a artemisinina refere-se a um atraso na eliminacdo dos parasitas da
corrente sanguinea apds o tratamento com uma TCA, onde o derivado de artemisinina é
menos eficaz na eliminacdo dos parasitas em pacientes infectados por cepas resistentes.
Mesmo com os esfor¢os para conter a propagacdo de cepas resistentes, estudos moleculares
mais recentes mostraram que a resisténcia a artemisinina emergiu de forma independente nos
paises relatados, assim como na Guiana, devido a mutagdes no gene que codifica a proteina
kelch 13 (K13), um marcador molecular de resisténcia a arteminisina e derivados. Além disso,
a resisténcia surgiu também as drogas parceiras das TCAs, ameagcando 0 progresso no

controle da doenga alcangado na regido até o momento (WHO, 2018).

A OMS classifica a resisténcia as TCAs como parcial e ressalta que, no momento,
estas permanecem como tratamento de primeira para a malaria ndo complicada causada por P.
falciparum e P. vivax, atuando de modo eficaz desde que a droga parceira continue atuando de
maneira eficiente (WHO, 2018).

A propagacdo de cepas resistentes a estes medicamentos pode trazer graves

consequéncias a saude publica, uma vez que ainda ndo esteja disponivel nenhuma alternativa
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terapéutica com a mesma eficicia. Com isso, as buscas por novas drogas capazes de atuar no
tratamento e controle da doenga se intensificam, e as plantas sdo fontes importantes nessa

investigacao.
1.1.5. Plantas como fontes de novos antimalaricos

As plantas tém sido utilizadas na medicina tradicional desde a antiguidade. Esse
conhecimento vem contribuindo para a descoberta e desenvolvimentos de diversos farmacos
obtidos a partir de principios ativos isolados destas espécies (BRANDAO et al., 2008).

Os antimalaricos conhecidos foram desenvolvidos a partir de produtos naturais obtidos
de plantas medicinais utilizadas durante séculos no tratamento da malaria. Com o surgimento
de cepas de Plasmodium resistentes a essas drogas, as plantas de uso tradicional representam
uma fonte promissora para a descoberta e desenvolvimento de novos antipalidicos. Neste
contexto, o grupo de pesquisa do Laboratério de Principios Ativos da Amaz6nia (LAPAAM),
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), tem conduzido estudos sobre a
composicdo quimica e a atividade antiplasmddica de substancias isoladas de plantas
amazonicas (ANDRADE-NETO et al., 2007; POHLIT et al., 2009; PINTO et al., 2010).

O 4-nerolidilcatecol (4-NC), isolado de raizes Pothomorphe peltata, foi submetido a
avaliacdo antimalarica in vitro e apresentou atividade significativa contra a cepa K1 de P.
falciparum, com Clsg igual a 0, 69 uM (ANDRADE-NETO et al., 2007). Em estudos
posteriores, 0 4-NC isolado de Piper peltatum também apresentou capacidade inibitéria
importante contra isolados de campo de P. falciparum, com Clsp de M1= 0,05 pg/mL e M2=
0,83 ug/mL (ROCHA E SILVA et al., 2011); neste estudo também se avaliou o percentual de
inibicdo in vivo contra P. berghei, onde foi relatado maior supressdo nos dias 5 e 7 (63,1 e
59,7%) por doses orais de 600 mg/Kg/dia e 61,3% no dia 7 por doses subcutaneas. Os
derivados semissintéticos de 4-NC (1,2-O,0-diacetil-4-nerolidilcatecol, 2-O-benzil-4-
nerolidilcatecol e 1,2-O,0-dibenzoil-4-nerolidilcatecol) apresentaram menor atividade in vitro
que o produto natural (Clso>4,0 uM); ja na avalicdo in vivo, o 1,2-O,0O-diacetil-4-
nerolidilcatecol apresentou supressdo da parasitemia maior que 4-NC na dose mais elevada
(600 mg/kg/dia) nas vias oral e subcutanea (72% e 64%) no quinto dia apos o inicio do
tratamento (ROCHA E SILVA et al., 2015).

Os quassinoides neosergeolida e isobruceina B, isolados das raizes e caule de
Picrolemma sprucei, apresentaram atividade antiplasmédica in vitro bastante promissora
contra a estirpe K1 de P. falciparum, com Clso de 0,008 e 0,002 uM (ROCHA E SILVA et al.,
2009). Neste estudo também avaliaram a atividade antiplasmodica in vitro de dois derivados
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semissintéticos desses quassinoides, o 1,12-diacetilisobruceina B e o 12-acetilneosergeolida,
onde o segundo apresentou Clso igual a 0,216 pUM.

Andrade-Neto et al. (2007) avaliaram a atividade in vitro dos alcaloides inddlicos
elipticina e aspidoscarpina, isolados das cascas de A. williamii (identificada incorretamente
como A. vargasii) e A. desmanthum, respectivamente, que apresentaram capacidade inibitoria
promissora (Clsp 0,073 e 0,019 uM) contra a cepa K1 de P. falciparum. Em estudo posterior,
Rocha e Silva et al. (2012) relataram a supressdo de 100% da parasitemia em camundongos
tratados com elipiticina (50 mg/kg/dia) via oral, no 5° e 7° dia ap0s a infeccdo por P. berghei.
Neste estudo a atividade in vitro contra as estirpes K1 e 3D7 de P. falciparum apresentaram
Clso igual a 0,81 e 0,35 pM, respectivamente. Em trabalho recente do LAPAAM o derivado
sintético 9-nitroelipticina apresentou atividade antiplasmodica in vitro contra a cepa K1 de P.
falciparum (Clso 0,55 uM) maior que a elipiticina (Clsp 0,81 uM) (MONTOIA et al., 2014).

Com base nestes estudos e diante da necessidade em descobrir e desenvolver novos
antimalaricos, o presente trabalho é uma investigacdo da atividade antiplasmddica de B.
excelsa e A. excelsum, espécies nativas amplamente utilizadas no combate a malaria na

medicina tradicional.

1.2. Bertholletia excelsa BONPL.

Bertholletia excelsa é uma arvore de grande porte, com copa grande e emergente, que
alcanca até 60 metros de altura. E encontrada em florestas ndo inundaveis da Amazonia, em
grupamentos de 50 a 100 individuos conhecidos como castanhais (MORI & PRANCE, 1990).
No Brasil ocorre nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Para, Ronddnia e
Roraima (SMITH et al., 2015).

Originalmente foi descrita em 1807 por Humboldt, Bonpland e Kunth, de uma colecao
vinda da Venezuela apds uma viagem de estudos pela América do Sul entre 1799 e 1804. O
género foi nomeado em homenagem ao quimico francés Claude Louis Berthollet (1748-
1822), e o epiteto especifico em aluséo a altura e exuberancia da espécie. Assim, a “arvore
majestosa” foi entdo denominada Bertholletia excelsa Bonpl. (MORI & PRANCE, 1990;
PACHECO & SCUSSEL, 2006).

De acordo com a classificagdo sistematica, a B. excelsa pertence a divisdo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsidae, ordem Ericales e familia Lecythidaceae. Conhecida

popularmente como castanheira, castanha-do-Para, castanha-da-Amazonia, noz amazonica,



25

noz boliviana, tocari, entre outros nomes. Em setembro de 1961 o Ministério da Agricultura
regulamentou a denominacdo de castanha-do-Brasil, para efeito de comércio exterior, por
meio do decreto 51.209 de 18/09/1961 (BRASIL, 1961).

A Familia Lecythidaceae abriga cerca de 300 espécies distribuidas em 25 géneros, dos
quais 150 espécies e 10 géneros ocorrem no Brasil (NASCIMENTO et al., 2010). A castanha-
do-Brasil representa a Unica espécie existente no género Bertholletia, embora Miers descreva,
em 1874, outra espécie coletada no Estado do Amazonas, denominada de Bertholletia nobilis
Miers. No entanto Mori e Prance (1990) argumentam que tal classificacdo baseia-se em
caracteristicas que nao sao validas para diferenciar espécies de Lecythidaceae, considerando

entdo B. nobilis sinonimia de B. excelsa.

As arvores possuem tronco reto, cilindrico e desprovido de ramos. Os galhos s&o
encurvados nas extremidades, com folhas alternadas em formato oval e alongadas. As
inflorescéncias estdo dispostas nos ramos terminais da planta, com flores suavemente
perfumadas e coloracdo branca amarelada. Os frutos possuem formato de céapsula, do tipo
pixidio incompleto, contendo entre 12 e 25 sementes em formato triangular anguloso, com
superficie muito rigida e rugosa (MORI & PRANCE, 1990; TONINI & ARCO-VERDE,
2004).

A castanha-do-Brasil € um dos produtos mais valiosos da Amazonia. Suas améndoas
apresentam alto valor nutritivo como fontes de lipidios, proteinas e minerais (YANG, 2009).
A exploragdo destas sementes garante o sustento de inimeras comunidades extrativistas,

agregando a espécie valor econdémico e social.

1.2.1. Uso tradicional

Além do consumo das sementes na alimentagdo, as comunidades amazonicas relatam
0 uso de outras partes morfoldgicas da planta na medicina popular. Em seu estudo sobre o uso
de plantas medicinais em uma comunidade do Estado do Para, Coelho-Ferreira (2009) relatou
a utilizacdo da entrecasca e de sementes de B. excelsa no tratamento de doengas como gripe,
anemia, hepatite, malaria etc. O uso da casca no tratamento de moléstias do figado e como

antimalarico também é relatado em outros estudos recentes, conforme o quadro 1.



Quadro 1: Uso de B. excelsa para fins medicinais.
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Origem Partes utilizadas Indicacdo Fonte
Maléria, hepatite, anemia,
Comunidade Entrecasca e hemorragia pés_parto’ COELHO-
Maruda, PA. sementes gripe e Congestéo_ FERRE'RA, 20009.
Barcelos, AM. Semente, casca e Maldria, hepatite, figadoe | TOMCHINSKY,
entrecasca. infeccdo. 2014.
Santa Isabel do Maléria, limpeza do FRAUSIN et al.,
Rio Negro, AM. Casca e sementes sangue e inchaco do 2015.
figado.
Comunidades Casca interna da Malaria e ictericia. OLIVEIRA et al.,
remanescentes de semente 2015.
quilombos,
Oriximina, PA.

Em levantamentos de plantas medicinais utilizados no tratamento de malaria, Frausin
et al. (2015) relataram cinquenta e cinco espécies de plantas utilizadas na regido do alto rio
Negro. Neste estudo relataram novamente o uso da casca e da semente de B. excelsa como
antimaléricos, utilizacdo citada anteriormente por Branddo et al. (1992) e Hidalgo (2003).
Oliveira et al. (2015) também relataram o uso de cascas e sementes de castanha-do-Brasil no
tratamento da malaria em comunidades quilombolas do Pard. A terapia é realizada
principalmente através de infusdo e decoccdo do material vegetal utilizado, em outras
situacOes sdo preparados macerados que sdo ingeridos como “agua” durante o tratamento
(COELHO-FERREIRA, 2009; FRAUSIN et al., 2015; TOMCHINSKY, 2014).

1.2.2. Atividade biologica

A partir dos relatos do uso da planta na medicina popular, diversos estudos foram
desenvolvidos a fim de comprovar as atividades biologicas de B. excelsa, em especial,

atividades antiparasitarias.

Em um estudo sobre a atividade tripanocida da casca de B. excelsa, Campos et al.
(2005) encontraram inibicdo significativa sobre as formas tripomastigotas de Trypanosoma

cruzi. Foram avaliados extratos, fraces e uma substancia, onde o extrato em acetona (100%),
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as fracOes etanolica (88%) e butandlica (79%) e o acido betulinico (75%) apresentaram
resultados promissores a uma concentragdo de 500 pg/mL.

Sousa (2013) relatou atividade antiplasmadica in vitro da casca e ourigo de B. excelsa
frente a cepa 3D7 de Plasmodium falciparum. O extrato EtOH da casca apresentou Clso de 6,0
pug/mL, a fragdo AcOEt 0,1 pg/mL ¢ a fragdo acetona 15 pg/mL. A fragdo acetona do ourico
apresentou Clso de 10 pg/mL. No mesmo estudo foram realizados ensaios in vivo do extrato
EtOH e da fracdo AcOEt da casca em camundongos infectados com a cepa NK65 de
Plasmodium berghei. As amostras apresentaram inibicdo da parasitemia igual a 99,3 e 88,0%,

respectivamente.

Em uma investigagdo sobre o efeito protetor de B. excelsa sobre camundongos
infectados por P. berghei, Martins (2013) acompanhou dois grupos de animais infectados. O
primeiro recebeu a solucdo aquosa contendo a améndoa triturada e liofilizada em uma dose de
0,04 g/kg via oral por 11 dias antes da infec¢do. O outro grupo nédo recebeu o pré-tratamento.
No décimo dia de infecdo foi detectada uma reducdo de 37,5% da parasitemia no grupo que

recebeu a solucdo em relacdo ao grupo sem pre-tratamento.

Oliveira et al. (2015) relataram atividade antimalarica in vitro frente a estirpe W2 de
P. falciparum, com resultados significativos de extratos de castanha-do-Brasil. Neste estudo
foram avaliados extratos etandlicos da casca, da “casca do ouri¢co”, do caule e a seiva, obtidos
por maceragéo. O extrato da casca apresentou Clspigual a 2,0 pg/mL, o da casca do ourico 4,7
pug/mL, e pela primeira vez foi relatada a atividade in vitro da seiva, coletada de amostras
frescas da entrecasca da arvore umedecida em agua. O quadro 2 mostra os estudos recentes

sobre a atividade antiplasmodica de B. excelsa.



28

Quadro 2: Atividade antiplasmddica de B. excelsa.

Atividade in Inibigdo da
Extratos . : .
Partes A vitro parasitemia Fonte
utilizadas fracdes Clso (ng/mL) (%) in vivo
¢ P. falciparum P. berghei
Améndoa
Améndoa in '('j‘?lf",'gadar‘ne - 37,5 MARTINS,
natura uidae 2013,
agua.
Ex. EtOH 6,0 £ 0,05 99,3
Cascas Fr. AcOEt 0,1+0,05 88,0
Fr. acetona 15+ 0,05 - SOUZA, 2013.
Ouricgo Fr. acetona 10 + 0,05 -
Casca do EtOH 47 +0,7 -
ourico
Casca EtOH 20+0,0 - OLIVEIRA et
Entrecasca Seiva 75+35 - al., 2015.

1.2.3. Composic¢do quimica

A castanha-do-Brasil apresenta alto valor nutricional, suas améndoas sdo fontes de
lipidios (60-70%), proteinas (17%), minerais (fosforo, calcio, magnésio, zinco, potassio e
cobre), vitaminas E e do complexo B, aléem de carboidratos, fibras e aminoécidos (YANG,
2009). O selénio (Se) é um dos elementos mais importantes desta espécie, que é a fonte
natural mais conhecida deste nutriente. Esse mineral atua protegendo os sistemas biol6gicos
contra doencas cardiovasculares, cancer de prostata, figado, pulmades, tireoide, aléem de atuar
como antioxidante (RAYMAN, 2012).

O oleo obtido das améndoas é rico em acidos graxos, como o palmitico (13,15%),
oleico (37,42%), linoleico (37,75%), estearico (10,36%) e araquiddnico (1,32%), amplamente
utilizado na alimentacdo e pela industria de cosméticos (GONCALVES et al., 2002; MELO,
2006).

Em estudo sobre a atividade tripanocida de B. excelsa, Campos et al. (2005) isolaram
0 &cido betulinico (11) do extrato hexanico da casca. Este triterpeno apresenta propriedades
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bioldgicas conhecidas, como atividade anti-inflamatoria, anticarcinogénica, antimicrobiana e
antiplasmédica (MOGHADDAM et al., 2012).

Entre as substancias fenolicas identificadas e quantificadas por John e Shahidi (2010)
estdo: o acido galico (12), acido vanilico (13), catequina (14), quercetina (15) e &cido elagico
(16) (Fig 7). Neste estudo foram identificadas substancias fendlicas presentes na “pele
marrom” da améndoa, que apresentou maior teor de substancias fendlicas e atividade
antioxidante mais elevada que a améndoa sem pele. O acido elagico, encontrado em maior
concentracdo na “pele marrom” da améndoa, ¢ um polifenol encontrado em diversas frutas e
nozes, possui atividade anticarcinogénica, antioxidante e anti-inflamatoria conhecida
(LOARCA-PINA etal., 1998; STONER & MUKHTAR, 1995).

Figura 7: Substancias encontradas em B. excelsa
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Entre as inimeras atividades bioldgicas do acido elagico esta a atividade antimalarica,
onde esta substancia e seus derivados se destacam como candidatos a novas drogas (FOTIE,
2010). Soh et al. (2008) mostraram o potencial antimalarico in vitro e in vivo do &cido elagico,
que apresentou inibicdo significativa contra P. falciparum, com Clso entre 105 e 330 nM
frente as cepas testadas (F32, Dd2, FcB1, W2 e FcM29), além do seu efeito sinergético com
cloroquina, atovaquona, mefloquina e artesunato, potencializando a atividade destes

antimalaricos. Nos estudos in vivo relataram inibicdo de 100% da parasitemia em
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camundongos infectados por P. vinckei petteri tratados com doses de 50 e 100 mg/kg/dia de
acido elégico, alem de avaliarem os efeitos profilaticos desta substancia. Sturm et al. (2009)
avaliaram derivados semissintéticos do acido elagico, onde o &cido coruleo-elagico (CEA)
apresentou atividade melhorada, com Clsoentre 42 e 116 nM frente as cepas 3D7, HB3, Dd2 e

K1 de P. falciparum.

1.3. Aspidosperma excelsum BENTH.

Aspidosperma excelsum é uma arvore de grande porte encontrada em florestas de terra
firme, denominada carapanatba. No Brasil ocorre nos estados do Amazonas, Rondo6nia e
Roraima (CASTELLO et al., 2018).

De acordo com a classificacdo botéanica, A. excelsum pertence a divisdo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsidae, subclasse Asteridae, ordem Gentiales, familia
Apocynaceae e género Aspidosperma. A familia esta entre as dez mais ricas em nimeros de
espécies, incluindo cerca de 400 géneros e 3700 espécies encontradas predominantemente nos
tropicos e subtrépicos (RIBEIRO et al., 1999; CASTRO; LORENZI, 2008).

No Brasil, ocorrem cerca de 95 géneros e 850 espécies de Apocynaceae (CASTRO;
LORENZI, 2008). Na Reserva Florestal Adolfo Ducke foram encontrados 16 géneros e 40
espécies da Familia (RIBEIRO et al. 1999). O género Aspidosperma compreende espécies
arboreas de grande porte, com flores e sementes abundantes, que podem apresentar latex
abundante, mas ndo apresentam latex no tronco circular como a maioria das espécies de
Apocynaceae (RIBEIRO et al., 1999). Estas espécies possuem grande importancia medicinal,
sdo ricas fontes vegetais de constituintes quimicos como glicosideos e alcaloides, presentes
nas sementes e latex, com grande utilidade na medicina moderna (CASTRO; LORENZI,
2008).

1.3.1. Uso tradicional

Vaérias espécies de Aspidosperma sao utilizadas no tratamento da malaria. As cascas e
caules de A. nitidum sdo utilizadas no tratamento de infec¢fes do figado e do estbmago
(ANEZ, 2009), como anti-inflamatério e anticonceptivo (ARAUJO et al., 2013) e no
tratamento da maléria (RUIZ et al., 2011; COUTINHO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015).
Também é utilizada a A. auriculatum (tipica da Regido Amazonica), espécie conhecida no
Pard como carapanauba e indicada popularmente para tratar febre e outras afecces, inclusive

a malaria (BARBOSA et al., 2003). A. desmanthum apresentou atividade antiplasmddica
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(ANDRADE-NETO et al., 2007; HENRIQUE et al., 2010). A. excelsum possui atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli (Theodor Escherich), Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter), Candida albicans (Berkhout), Aspergillus niger (Van Tieghem), entre outros
(VERPOORTE et al., 1982; VERPOORTE et al., 1983).

1.3.2. Composic¢éo quimica e atividade biologica

A atividade antiplasmddica de Aspidosperma spp. € bastante conhecida devido a
grande indicacd@o dessas espécies para o tratamento de malaria na medicina tradicional. Rocha
e Silva (2014) relatou atividade antimalérica in vitro significativa do extrato metandlico da
casca de A. marcgravianum, com Clsg igual a 0,30 pg/mL frente ao P. falciparum. Entre os
alcaloides inddlicos isolados de espécies do género (Fig. 8), o aricina (16) (Clso 0,46 ug/mL),
o tchibangensina (17) (Clso 0,13 pg/mL) e tetraidrousambarensina (18) (Clso 0,26 pg/mL)
apresentam capacidade inibitéria promissora em estudos in vitro contra P. falciparum
(PASSEMAR et al.,, 2011). A aspidoscarpina (19), alcaloide também relatado para esta
espéecie (PEREIRA et al., 2007), foi avaliado quanto a sua atividade antiplasmaodica in vitro
por Andrade-Neto et al. (2007) isolado de A. desmanthum, com Clso igual a 0, 019 uM em
estudo promissor. Estes alcaloides ainda ndo foram avaliados quanto ao seu potencial de

inibicdo em modelos in vivo.

Figura 8: Alcaloides isolados de Aspidosperma spp.

(18) 19)
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

o Avaliar a atividade antiplasmddica in vitro de extratos, fragdes e substancias

isoladas de Bertholletia excelsa Bonlp. e Aspidosperma excelsum Benth.

2.2. ESPECIFICOS

o Preparar extratos ativos a partir de residuos de B. excelsa;

o Auvaliar a atividade antiplasmddica in vitro dos extratos, fracGes e substancias
puras frente a cepa K1 de P. falciparum;

o Avaliar a toxicidade das amostras em linhagens normais de fibroblastos
humanos MRC-5.
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) e da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em colabora¢do com os
projetos das teses de doutorado de Diana Maruja Sangama Mozombite (sobre B. excelsa) e
Edizon Veiga Lopes (sobre A. excelsum), pelos Programas de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia e em Quimica (PPGBIOTEC e PPGQ/UFAM), respectivamente.

As propriedades bioldgicas e quimicas das espécies estudadas vem sendo investigadas
ha longa data no LAPAAM/INPA e fazem parte de um grupo de etnoespécies utilizadas por
comunidades quilombolas do municipio de Oriximina - PA, reconhecidas como detentoras de
Conhecimento Tradicional Associado (CTA) identificavel sobre o uso de plantas medicinais
no tratamento de maléria (OLIVEIRA et al., 2015), com as quais o0 LAPAAM/INPA possui
anuéncia assinada pelos representantes da Associacdo de Comunidades Remanescentes de
Quilombos do Municipio de Oriximina (ARQMO). Referentes as espécies acessadas neste
estudo, existem o0s seguintes nimeros de cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen): AAA58D3,
A11C513 B e AEB51FC.

3.1. COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

3.1.1. Castanha do Brasil (B. excelsa)

A coleta de B. excelsa foi realizada na Fazenda Aruana, localizada no quilometro 215
da rodovia AM 010 (3°00'17S 58°49'48 W), municipio de Itacoatiara — AM, no dia 16 de
novembro de 2016. A fazenda possui 12.000 hectares e mais de um milh&o de castanheiras
plantadas para a producdo de frutos e extracdo da madeira, além da producdo de mudas
utilizadas em projetos de reflorestamento, sendo reconhecida como a maior plantacdo de
castanheiras do mundo (MAUES et al., 2015; AGROPECUARIA ARUANA S.A, 2016).

Os materiais vegetais coletados séo residuos diversos que sobram do processamento
dos frutos e dos produtos madeireiros da fazenda. Foram coletadas cascas do caule, cascas
das améndoas, folhas, galhos, raizes e ouricos. Para identificacdo foram coletadas partes
férteis da planta para confeccdo de exsicatas depositadas no Herbario da Coordenacdo de
Biodiversidade (COBIO/INPA), sob o registro 277498.
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No Laboratdrio de Principios Ativos da Amazdnia (LAPAAM/INPA), as amostras
coletadas foram separadas e processadas para extragdo. As cascas do caule foram separadas
em casca e entrecasca (envira), dos galhos foram retiradas as cascas e separadas em galho
(lenho) e casca de galho, as raizes foram separadas em raiz (lenho) e casca de raiz, e 0s

ouricos em casca de ourico e ourico (lenho).

Ap0s a separacdo todas as amostras foram reduzidas em tamanhos menores (cortadas)
e levadas a estufa a 40 °C para secagem até atingirem peso constante. Secas, as amostras
foram trituradas em moinho de facas, as partes lenhosas (galho, raiz e ouri¢co) foram moidas
em moinho industrial no Laboratério de Bioprospeccdo e Biotecnologia/INPA. Apds a

moagem as amostras foram pesadas, embaladas e armazenadas na geladeira até a extracéo.

3.1.2. Carapanauba (A. excelsum)

A coleta de A. excelsum foi realizada no dia 22 de dezembro de 2015, na Reserva
Florestal Adolfo Ducke, localizada no quilometro 28 da rodovia AM 010, municipio de
Manaus — AM. As amostras foram coletadas e processadas pelo doutorando Edizon Veiga

Lopes durante o desenvolvimento da sua tese.

Foram coletadas cascas de A. excelsum, posteriormente higienizadas e secas em estufa
climatizada a uma temperatura de 45 °C por 48 h. Apos a secagem o material foi triturado em
moinho de facas com intuito de aumentar a superficie de contato entre o solvente da extracdo

e 0 material vegetal.
3.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS, FRACOES E SUBSTANCIAS PURAS.

3.2.1. Castanha do Brasil (B. excelsa)

Os extratos de B. excelsa foram preparados baseado em métodos utilizados em estudos
anteriores com esta espécie. Souza (2013) e Oliveira et al. (2015) relataram atividade de
extratos de B. excelsa obtidos por extracdo a frio, percolagdo e maceracdo, respectivamente,
em solventes de polaridade média a alta. Campos et al. (2005) relataram atividade de extratos
obtidos por extracdo em aparelho de Soxhlet em solventes de polaridade baixa, média e alta,
além da obtencdo de acido betulinico a partir destes extratos. Com base nestes relatos optou-
se pela extracdo por maceracdo, por ser um metodo tradicional e sem riscos de degradacédo das

amostras por aquecimento, utilizando solventes de polaridade crescente.
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A extracdo foi realizada em pequena escala, em um periodo de 72 horas, com 30
minutos de agitacdo em banho de ultrassom apos 24 e 48 h de extra¢do. Foram utilizados 10
gramas de material vegetal para 100 mL de solvente, em um gradiente de polaridade iniciando
por hexano, seguido de diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), acetona, metanol
(MeOH), etanol (EtOH) e &gua. Em MeOH foi realizada apenas uma extracao, para 0s demais

solventes foram realizadas trés extragoes.

Apls o periodo de maceracdo os extratos foram filtrados em papel filtro e
concentrados em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida. Apos evaporacdo completa, as
amostras secas foram pesadas para calculo do rendimento a partir da equacdo: Rendimento
(%) = (massa do extrato seco obtido) x 100 + (massa do material vegetal extraido).

Foram preparados extratos da casca do caule, casca da améndoa, casca de galhos,

casca de ourico, casca da raiz, entrecasca, folhas, galhos, raiz e ourico.

3.2.2. Carapanauba (A. excelsum)

A extracdo, o fracionamento e obtencdo das substancias puras isoladas de A.
marcgravianum foram realizados pelo doutorando Edizon Veiga Lopes nas dependéncias do
LAPAAM/INPA, e os métodos utilizados estdo mais detalhados em sua tese.

Em uma breve descricdo, o extrato da casca foi obtido por maceragéo, utilizando dois
solventes organicos (metanol e etanol) com agitacdo no ultrassom. Apds a extracdo foi
realizada uma particdo acido-base para obter uma fracdo rica em alcaloides. A fracdo basica,
enriquecida com alcaloides, foi submetida a uma cromatografia de coluna (CC), eluida em
hexano/AcOEt (7:3), com incremento de 5% de MeOH até 100%, de onde foram obtidas dez
sub-fragcbes (Frl-Fr10). Dessas sub-fracGes foram isolados os alcaloides avaliados neste
estudo, elucidados através de LC-HRMS e ressonancia magnética nuclear (RMN). As
substancias sdo 10-metoxi-15S,16S-E-isositsiriquina (20); 10-metoxi-corinan-17-ol (21);
30,20B-corinan-17-ol  (22); isoreserpilina (23), reserpilina (24); 3a,150-10-metoxi-
geissosquizol (25) e Ns-0xido-15S,16S-E-isositsiriquina (26), presentados na figura 9. Além
de uma substancia inédita na literatura quimica, cuja estrutura estard apresentada na tese de

Lopes.
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Figura 9: Alcal6ides inddlicos isolados de A. excelsum
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3.3. CULTIVO IN VITRO DE Plasmodium falciparum

A cultura in vitro de P. falciparum e os bioensaios com este parasita foram realizados
no Laboratorio de Cultivo de Plasmodium falciparum / COSAS / INPA. O método utilizado é
uma modificacdo da técnica de Trager e Jensen (1976) adaptada pela Geréncia de Malaria da
FMT-HVD, baseada no desenvolvimento in vitro dos estagios eritrocitarios desta espécie

parasitaria.

Neste estudo foi utilizada a cepa K1 de P. falciparum (MRA-159, MR4, ATCC,

Manassas Virginia), resistente a cloroquina e pirimetamina, cultivada em eritrécitos humanos
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do tipo A+ a 37 °C, em frascos de poliestireno de 50 mL hermeticamente fechados, a uma
atmosfera de baixa tensdo de oxigénio (5% de CO., 5% de O e nitrogénio balanceado).

Nos frascos foram adicionados cerca de 500 pL de eritrocitos parasitados e 4,5 mL de
meio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com NaHCO, (32 mM), Hepes (25 mM),

hipoxantina (37 mM), glutamina (2 mM), glicose (10 mM), 0,4 mL de gentamicina e 10% de
plasma humano inativado tipo A+. A troca do meio de cultura e a adicdo de mistura
carbogénica foram realizadas diariamente, bem como a adi¢do de eritrocitos sempre que a

parasitemia estivesse acima de 3,0%.

O crescimento dos parasitas foi acompanhado durante a troca do meio de cultura,
através de esfregacos sanguineos corados em panotico® e observados em microscopio optico.
A parasitemia foi calculada e expressa em percentagem a partir da contagem de 2000

eritrécitos.

Os ensaios foram realizados com culturas sincronicas no estagio anel, trofozoitos
jovens, obtidas apds tratamentos com uma solucdo de 5% de D-sorbitol, conforme descrito

por Lambros e VVanderberg (1979).

3.3.1. Microteste de suscetibilidade in vitro

O ensaio antimalarico foi realizado de acordo com o método descrito por Rieckmann
et al. (1978), com adaptacGes descritas por Andrade-Neto et al. (2007), em condicdes
semelhantes a cultura do parasita. Para avaliacdo da atividade, as amostras foram submetidas
a uma triagem inicial em duas concentrac@es: 50 ¢ 5 pg/mL. As amostras que apresentaram
um percentual de inibicdo da parasitemia acima de 80% na maior concentracdo foram
consideradas ativas e avaliadas em sete concentragdes, 100 a 1,56 pug/mL, para determinagéo

da concentragédo capaz de reduzir o crescimento do parasita em 50% (Clsp).

As amostras foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO), em solugdes estoques na
concentragdo de 10 mg/mL, e posteriormente diluidas em meio de cultura (RPMI 1640) para
obtengéo das concentragdes para teste. Dessa forma, a concentragdo de DMSO nos pogos de
teste era < 1,0%. Os antimalaricos padrdes cloroquina e quinina foram avaliados em sete
concentragdes, 2,5 a 3,4x107 ug/mL, como controles. Cada amostra diluida foi testada em um
experimento em triplicata na triagem, e em duplicata em dois experimentos independentes

para célculo de Clsp, em placas de 96 pogos.
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As placas testes foram preparadas de modo que cada poco recebeu a suspensdo de
hemacias com parasitemia inicial de 1% no estagio anel, mais a amostra a ser testada, em um
volume final de 200 uL, incubadas por 48 h a 37 °C, nas mesmas condi¢fes da cultura. Os
pocos contendo apenas a suspensdo de hemacias e DMSO (1%) representam o controle do
crescimento do parasita. Apds o periodo de incubacdo foram preparados esfregacos
sanguineos para cada pogo, posteriormente foram corados com panotico® e observados em
microscopio oOptico (1000x) para contagem dos parasitas. A parasitemia das amostras
investigadas foi expressa em percentagem a partir da contagem de 2000 eritrocitos, a partir da

equacéo:
Parasitemia % = N° total de parasitas x 100 + N° total de Hemacias.

A concentracdo inibitoria mediana (Clso) foi calculada com o auxilio do software
GraphPad Prism 5.0, onde o efeito antiparasitario das amostras foi medido em relacdo ao

controle de crescimento do parasita, em um intervalo de confianga de 95% (IC 95).

3.4. CITOTOXICIDADE IN VITRO

A avaliacdo da toxicidade das amostras foi realizada no Laboratério de Atividade
Biologica (BIOPHAR) da Faculdade de Ciéncias Framacéuticas / UFAM, em colabora¢édo
com a Dra. Marne Carvalho de Vasconcellos e desenvolvida pela aluna Elenn Suzany Pereira
Aranha.

A linhagem celular utilizada foi a MRC-5, linhagem ndo neoplasica de fibroblastos
humanos, cultivada em meio de cultivo DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
e 1% de antibiotico, em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO». As amostras foram
preparadas em DMSO e diluidas em meio de cultura para o ensaio a partir de 200 ug/mL até
sete concentracdes. A viabilidade celular foi avaliada através do teste do Alamar Blue, um
indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox que € reduzido em células em
estado de proliferacdo. Sua forma reduzida é rosea fluorescente e indica células viaveis, ja a

sua forma oxidada é azul ndo fluorescente e indica células ndo viaveis.

O ensaio foi realizado conforme metodologia descrita por Ahmed et al. (1994), com o
intuito de analisar a viabilidade celular das células da linhagem MRC-5 na presenca de
diferentes concentragOes das substancias testadas. As células foram plaqueadas em placas de
96 pogos na concentragéo celular de 0,5 x 10* células/ pogo, e incubadas por 24 h em estufa a

37 °C com atmosfera de 5% de CO2. Ap0s este periodo as amostras previamente preparadas
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foram adicionadas e a placa foi incubada por mais 48 h nas mesmas condi¢des. O grupo
controle recebeu no pogo a mesma quantidade de DMSO da maior concentragdo das amostras
(0,2%). Passado o periodo de incubacgéo foram adicionados em cada po¢o 10 uL da solucdo de
uso de Alamar Blue, preparada a 0,4% em meio de cultura sem soro fetal bovino, e aguardou-
se mais 3 h para metabolizacdo das células. A fluorescéncia foi medida usando um leitor de
placas de ELISA (Beckman e Coulter®) na faixa de 540 nm de excitagdo e 585 nm de
emissdo. Os dados foram analisados em relacdo ao controle com o auxilio do software
GraphPad Prism 5.0. A citotoxicidade em relacdo a atividade antiplasmodica para cada

amostra foi avaliada como um indice de seletividade (1S), onde:

IS = Clso (MRC-5) / Clsg (P. falciparum).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas estudadas séo utilizadas por comunidades tradicionais para o tratamento de
maléria, com estudos que comprovam suas atividades. Este trabalho avaliou a atividade
antimalarica de extratos de diversas partes morfologicas de B. excelsa e de alcaloides isolados

de A. excelsum.

4.1. Bertholletia excelsa

Em contribuicdo a busca por substancias responsaveis pela atividade antimalarica da
castanheira, foram preparados extratos de diversas partes da planta e avaliados in vitro contra
P. falciparum. Essa triagem auxiliou no direcionamento do estudo fitoquimico no projeto de
doutorado de Diana Sangama (PPGBIOTEC/UFAM).

4.1.1. Rendimento das extragdes

Foram preparados setenta extratos de residuos de castanha-do-Brasil, obtidos a partir
de dez partes da planta extraidas por maceracdo em sete solventes em um gradiente de
polaridade. Foram realizadas trés extragcbes em cada solvente, exceto MeOH, e o material
vegetal utilizado foi o mesmo para todos os solventes. A massa dos extratos secos e o

rendimento das extracdes estdo apresentados na tabela 1.

Os rendimentos foram calculados a partir da massa dos extratos secos em relacdo a
massa do material vegetal utilizado na extracdo. A partir desses valores é possivel observar
maior rendimento das extracdes conforme aumenta a polaridade dos solventes. Para todas as
partes da planta os extratos obtidos em solventes mais polares (acetona, EtOH, MeOH e H,0)

apresentaram maior teor extrativo.

Entre os extratos com melhores rendimentos destacam-se os extratos MeOH, em sua
maioria. Estudos anteriores sobre esta planta mostram melhores rendimentos de extratos
obtidos em solventes mais polares, como 0s extratos da casca de B. excelsa obtidos por
Campos et al. (2005), extraidos em hexano, AcOEt, EtOH e MeOH, sequencialmente. Destes,
0 extrato EtOH apresentou melhor rendimento entre os demais. O método de extragdo
utilizado nesse estudo foi a quente em Soxhlet, diferente do método adotado no presente
trabalho.



Tabela 1: Massa dos extratos secos de B. excelsa e seus respectivos rendimentos a partir do material vegetal utilizado
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Extratos secos (mg) / Rendimento (%)

Material
Partes Planta vegetal Hex DCM AcOEt Acetona MeOH EtOH H20
utilizado (g)

(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%)
Casca do caule 10,7 655 0,6 36,8 0,3 207 19 1789 16 826 77 276 25 192 18
Casca da améndoa 10,7 42,7 0,3 40,8 0,4 22,7 0,2 35,0 03 476 04 255 04 121 1,1
Casca de galho 10,7 187 1,7 60,3 0,5 70,7 0,6 729 6,7 1.084 10 442 41 513 4,7
Casca da raiz 10,3 222 2,1 242 2,3 102 1,0 727 7,0 758 7,3 391 3,7 400 3,8
Casca do ourico 10,4 96,4 0,9 27,5 0,2 16,5 0,1 36,0 03 538 05 2,9 0.2 129 1,2
Entrecasca (caule) 10,7 87,5 0,8 114 1,0 48,5 0,4 1.355 12 1071 10 665 6,2 566 5,3
Folhas 10,7 187 1,7 62,3 0,6 44,2 0,4 263 2,4 982 92 451 472 520 4.8
Galhos 10,3 32,2 0,3 31,8 0,3 441 0,4 257 2,5 278 2,7 134 1,3 164 1,6
Ourico 10,0 620 006 940 009 560 006 162 01 370 04 297 03 176 17
Raiz 10,0 236 02 205 02 294 03 35 35 35 35 164 16 128 1.3

Nota: Solventes extratores: AcOEt (acetato de etila); DCM (diclorometano); EtOH (etanol); Hex (hexano); MeOH (metanol).
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Em seu estudo sobre a atividade antimalérica de extratos da casca e do ouri¢o de B.
excelsa, Souza (2013) relatou melhor rendimento dos extratos etandlicos para as duas partes
da planta. Ressaltando que em seu trabalho ndo foram realizadas extracfes com outros

solventes de menor polaridade, apenas em EtOH e HO por percolacgéo a frio.

Para verificar a presenca de classes de metabolitos na planta, Souza (2013) avaliou 0s
extratos e fracOes através de testes rapidos, que revelaram a presenca de triterpenos,
flavonoides, fendis e taninos, principalmente em extratos e fragdes da casca. Entre 0s metabdlitos
presentes em espécies de Lecythidaceae, os triterpenos, acidos fendlicos e flavonoides séo
encontrados com maior frequéncia na familia (CAMPOS et al., 2005; JOHN e SHAHIDI,
2010; ALMEIDA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; TAVARES, 2014).

Os extratos avaliados por Oliveira et al. (2015) foram obtidos em extracdo a frio por
maceracdo apenas com EtOH para as cascas, e H>O para extracdo da entrecasca. Apesar das
diferengas nos métodos de extracdo, os extratos EtOH, em geral, apresentaram melhores

rendimentos neste estudo, mostrando maior polaridade das substancias presentes nesta planta.

4.1.2. Atividade antimalarica in vitro

Os extratos obtidos foram submetidos a uma triagem inicial frente a cepa K1
(cloroquina resistente) de P. falciparum, para avaliacdo da atividade antimalarica in vitro em
duas concentragdes (50 e 5,0 pg/mL). Os percentuais de inibicdo dos extratos estdo
apresentados na tabela 2. Neste primeiro ensaio, as amostras que apresentaram inibicdo da
parasitemia na maior concentracdo igual ou superior a 80% foram consideradas
potencialmente ativas, as que apresentaram inibicdo abaixo de 80% foram consideradas

inativas.

Dos setenta extratos avaliados, 0s extratos obtidos em solventes mais polares e com
maior rendimento apresentaram maior atividade, ocorrendo um aumento da inibigdo da
parasitemia conforme o rendimento dos extratos. As partes da planta com melhores
percentuais de inibicdo da parasitemia foram casca do caule, casca de galhos, casca da raiz,
entrecasca e raiz, onde os extratos da entrecasca em AcOEt, acetona, MeOH, EtOH e H,O
apresentaram atividade nas duas concentragdes, o que também ocorreu com 0s extratos

AcOEt, acetona, MeOH e EtOH de casca do caule e casca da raiz, além de extratos acetonicos



Tabela 2: Triagem de extratos de B. excelsa frente a estirpe K1 de Plasmodium falciparum.

43

Inibicio (%) de P. falciparum in vitro por extratos a 50 e 5,0 pg/mL

Partes Planta Hexano DCM AcOEt Acetona MeOH EtOH H.O
50 5,0 50 5,0 50 5,0 50 5,0 50 5,0 50 5,0 50 5,0
Casca do caule 75 47 88 10 80 79 93 88 93 87 92 91 93 16
Casca da améndoa 60 0,0 50 0,0 80 0,0 92 41 89 6,3 89 0,0 12 3,5
Casca de galho 72 18 78 34 81 77 92 86 91 29 91 83 92 0,6
Casca de raiz 52 9,0 84 0,0 79 77 92 88 93 89 92 86 93 18
Casca de ourico 27 0,0 14 7,3 77 46 80 21 68 0,5 83 5,7 6,2 4,0
Entrecasca (caule) 67 0,0 86 30 81 71 92 92 91 57 93 67 92 82
Folhas 12 45 80 74 76 0,0 90 16 91 0,0 91 14 76 9,8
Galhos 73 45 88 5,0 79 39 89 86 92 18 90 6,8 90 0,8
Ourico 88 24 85 0,0 85 0,0 89 46 89 16 89 2,0 54 0,4
Raiz 49 0,0 61 0,0 77 41 92 86 90 35 93 16 91 0,0

Nota: Solventes extratores: AcOEt (cetato de etila); DCM (diclorometano); EtOH (etanol); MeOH (metanol). As amostras com valores destacados em negrito foram
priorizadas para determinagéo de Clso.
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de galhos e raiz. Das demais partes da planta, os extratos de casca da améndoa, casca do
ourico, folhas e ourico apresentaram melhores percentuais de inibicdo apenas na maior

concentracdo (50 pg/mL).

Devido as limitacfes no método de quantificagdo dos parasitas, que se deu através da
contagem e avaliacdo morfoldgica por microscopia, para a determinacdo da Clsg foram
priorizadas as amostras que apresentaram atividade nas duas concentracdes e que estdo
destacadas em negrito na tabela 2. Estas amostras passaram por diluicdes seriadas e foram
testadas nas concentracgdes de 100 a 1, 56 pg/mL, e os valores das Clsp estdo apresentados na
tabela 3. Os critérios utilizados para classificacdo da atividade dos extratos brutos estdo de
acordo com os definidos na literatura (KRETTLI et al., 2009).

Para extratos brutos:
e Clso> 25 pg/mL = inativo (I)
e 25 ug/mL <Clso> 10 pg/mL = parcialmente ativo (PA)
e 10 pg/mL <Clso> 1,0 ug/mL = ativo (A)
e Clso < 1,0 pg/mL = muito ativo (MA)

A partir dos valores de Clso podemos confirmar a alta atividade inibitdria da casca do
caule de B. excelsa, com melhor atividade encontrada para o extrato EtOH, com Clsp igual a
0,78 pg/mL sendo considerado muito ativo. Souza (2013) mostrou a atividade do extrato
EtOH e da fracdo AcOEt da casca contra a cepa 3D7 de P. falciparum (cloroquina sensivel),
com Clsp igual a 6,0 e 0,1 pg/mL, respectivamente. Em seu estudo com plantas utilizadas por
comunidades quilombolas contra a malaria, Oliveira et al. (2015) demonstraram a atividade
do extrato EtOH desta parte da planta com Clso igual a 2,0 ug/mL frente a cepa W2 de P.
falciparum (cloroquina resistente), resultados que corroboram com os aqui obtidos. Os demais
extratos da casca do caule (AcOEt, acetona e MeOH) apresentaram Clsp entre 1,52 e 2,79

pg/mL.
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Tabela 3: Concentracéo inibitéria (Clso) de extratos de B. excelsa frente a cepa K1 de P. falciparum.

Clso (ng/mL) P. falciparum / Classificacdo da atividade (CA)

AcOEt Acetona MeOH EtOH

Partes Planta
Clso CA Clso CA Clso CA Clso CA

Casca do caule 1,52 A 2,79 A 2,27 A 0,78 MA
Casca de galho 5,94 A 2,43 A ND - 3,07 A
Casca de raiz 2,13 A 2,26 A 3,28 A 3,01 A
Casca de ourico 12,9 PA ND - ND - ND -

Entrecasca
2,26 A 2,37 A 4,55 A 2,15 A
(caule)

Galhos 11,0 PA 2,11 A ND - ND -
Ourico ND - 6,10 A ND - ND -
Raiz 5,44 A 2,77 A 6,56 A ND -

Nota: Solventes extratores: AcOEt (acetato de etila), EtOH (etanol), MeOH (metanol). CA (classificagdo da
atividade). A (ativo), PA (parcialmente ativo), MA (muito ativo), ND (ndo determinado).

A entrecasca apresentou atividade nos extratos AcOEt, acetona, MeOH, EtOH e H>0,
com melhor atividade do extrato etandlico (Clso 2,14 pg/mL). O extrato aquoso, relatado
como seiva no trabalho de Oliveira et al. (2015) que realizou a extracdo de amostras frescas
desta parte da planta e relatou Clso de 7,5 pg/mL frente a cepa W2 de P. falciparum, neste
estudo apresentou Clso igual a 3,81 pg/mL. J& o ourico apresentou melhor atividade na
extragdo em acetona, com Clso igual a 6,10 pg/mL, conforme Souza (2013) ja havia relatado
atividade da fracéo acetona do extrato etandlico com Clsg igual a 10 pg/mL frente a cepa 3D7

P. falciparum.

O extrato de AcOEt da casca do ourigo apresentou melhor inibigcdo da parasitemia com
Clsoigual a 12,9 pg/mL. Para esta parte da planta, Oliveira et al. (2015) reportaram atividade

do extrato etandlico com Clso igual a 4,5 pg/mL contra a cepa W2 de P. falciparum. A
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atividade antimalarica das partes lenhosas (raiz e galhos) esta sendo relatada pela primeira vez
neste estudo, onde os extratos acetOnicos destas partes da planta apresentaram melhor

atividade, com Clsode 2,77 e 2,11 pg/mL, respectivamente.

Os extratos de B excelsa apresentaram atividade antimalarica promissora. Apesar de o
seu efeito antiplasmodico ser conhecido, as substancias responsaveis por esta atividade ainda
ndo foram isoladas e avaliadas. Entre as substancias ja identificadas em partes da planta, o
acido elagico e seus derivados estdo entre os provaveis responsaveis pelo seu potencial
bioldgico, visto que esse grupo de substancias apresenta atividade bioldgica conhecida,
incluindo a atividade antimalarica (SOH et al., 2008; FOTIE, 2010).

Os achados neste estudo justificam o uso desta planta no tratamento da malaria por
comunidades tradicionais da Amazodnia. A busca pelas substancias responsaveis pela atividade

antimalarica de B excelsa teré continuidade durante a tese de doutorado de Diana Sangama.

4.2. Aspidosperma excelsum

Foram avaliados o extrato metanolico da casca (2EMCMS 2%), as fracbes acida
(2F.AcOEt-A), béasica (2F.AcOEt-B), cloroférmica (2F.CHCIs) e aquosa (2F.H20), além dos
alcaloides: 10-metoxi-isositsiriquina, 10-metoxi-diidrocorinanteol, diidrocorinanteol, o e f-
reserpilina, 10-metoxi-geissoschizol, N-oxido-isositsiriquina e um novo composto sugerido

(2FBC-4-A), frente a cepa K1(cloroquina resistente) de P. falciparum.

Os valores de Clso foram gerados em dois experimentos independentes, para a maioria
das amostras, e estdo apresentados nas tabelas 4 e 5, onde também apresentamos os Clsg frente
a linhagem normal de fibroblastos humanos (MRC-5) e seus respectivos indices de
seletividade (IS).

Entre o extrato e as fracGes (tab 4), a fracdo 2F.AcOEt-B apresentou maior atividade
antiplasmédica, com Clso igual a 2,53 pg/mL contra P. falciparum, e maior toxicidade
comparada as outras amostras avaliadas, com Clso igual a 53.3 pg/mL frente a linhagem
celular MRC-5. Esta fragdo é concentrada em alcaloides e dela foram obtidas algumas das
substancias avaliadas neste estudo, o que explica sua melhor atividade antimalarica e maior
toxicidade em relacdo as demais. Ainda assim, de acordo com Suffness e Pezzuto (1990), sdo
consideradas amostras com citotoxicidade elevada apenas as que possuem Clso inferior a 30

ug/mL.



47

Tabela 4: Tabela 4: Atividade antimalarica e citotéxica do extrato e fracdes de A. excelsum

Clsoe ICys P. falciparum e MRC-5
Amostras IS
P.f (ug/mL) Atividade MRC-5 (ug/mL)

159

5,24
. : A 30,3
2EMCMS (2%) (3,78 727) (137 - 184)
5 35 A 109 20,4
2F.ACOEt-A (.77~ 758) (94,9 — 124)
53,3
253 A 211
2F ACOEt-B (47,7-59,5)
(2,08 — 3,07)
6,16 A >200 >32,5
2F.CHCl,
(4,00 - 9,49)
2.FH,0 > 50 ! NT -

Nota: A (ativo), | (inativo), IS (indice de seletividade), NT (ndo testado).

O extrato metanodlico e as fracdes 2F.AcOEt-A e 2F.CHCIs apresentaram Clso ente
5,24 e 6,16 pg/mL, sendo considerados ativos. Rocha e Silva (2014) relatou atividade do
extrato MeOH da casca de A. excelsum (citada como A. marcgravianum erroneamente) (Clso
0,30 pg/mL) e da fracdo cloroférmica (Clso 15,7 pg/mL) frente a cepa W2 de P. falciparum.
Quanto a citotoxicidade, a fracdo cloroférmica apresentou Clso superior a 200 pg/mL, ndo
sendo considerada citotoxica no tempo e concentracfes testadas. O extrato e a fracdo acida,

apesar de terem suas Clso determinadas, ndo apresentam elevada citotoxicidade.

Os alcaloides inddlicos foram ensaiados para atividade antimalarica in vitro e seus
valores de Clsp estéo apresentados na tabela 5, com classificacéo de atividade de acordo com
Rocha e Silva (2014), onde:

Para substancias puras:

e Clsp>20 uM = inativo
e 20 uM <Clso> 5,0 uM = atividade moderada
e 50uM<Clsp>0,1 uM = ativo

e Clso <0,1 uM = muito ativo



Tabela 5: Atividade antimalarica e citotéxica de alcaloides isolados de A. excelsum
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Clsoe ICgs P. falciparum (Pf) e MRC-5

Substéancias __ IS
Pf (ug/mL) Pf (UM) Atividade MRC-5 (uM)
10-metoxi-15S,16S-E- 3,93 10,3
T AM >523 >50,9
isositsiriquina (20) (3,28 -4,71) (8,57 -12,3)
10-metoxi- corinan-17-ol 4.59 13,9 463
(21) AM 33,3
(4,27 —4,97) (13,0 -15,1) (407 - 527)
] 3,72 12,5 325
3a, 20B-Corinan-17-ol (22) AM 26,1
(3,15 - 4,10) (10,5-13,7) (260 — 407)
156
Isoreserpilina (23) 7,71 18,7 AM 8,34
(138 - 175)
(5,28 —11,3) (12,8 - 27,4)
- 7,43 18,0 312
Reserpilina (24) AM 17,3
(5,47 - 10,0) (13,3-24,2) (279 - 349)
30,150 -10-metoxi- 7,71 23,6 | 486 206
geissosquizol (25) (6,82 -8,72) (20,9 -26,7) (190 — 556) '
N-6xido-155,165-E- 29,2 789
NS | NT -
isositsiriquina (26) (26,7 - 32,0) (72,1 - 86,4)
15,2 38,2
2FBC-4-A | NT -
(13,2-17,5) (33,1-43,9)
) ) 0,182 0,353
Cloroquina Difosfato Controle NT -
(0,099 -0,334) (0,191 -0,647)
) ) o 0,138 0,348
Hidrocloridrato de Quinina Controle NT -

(0,073 - 0,257)

(0,183 - 0,647)

Nota: AM (atividade moderada), | (inativo), IS (indice de seletividade), NT (ndo testado)
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Entre os alcaloides, cinco apresentaram atividade moderada contra P. falciparum.
Destes 0 10-metoxi-15S,16S-E-isositsiriquina (20) apresentou menor Clso (10,3 uM) e ndo se
mostrou citotoxico nas concentragdes testadas, com Clso superior a 523 uM (>200 pg/mL)
para a linhagem MRC-5. Este é o primeiro relato de atividade antiplasmddica para esta

substancia.

Os alcaloides 10-metoxi-corinan-17-ol (21) e 3a,20B-corinan-17-ol (22) apresentaram
Clso igual a 13,9 e 12,5 uM, respectivamente. Essas substancias, que diferem apenas pela
presenca de uma metoxila, apresentam Clso superior a 1,0 pg/mL, conforme Passemar et al.
(2011) avaliaram, frente a estirpe FCM29 (cloroquina resistente) de P. falciparum, dados que
corroboram com os aqui relatados. Quando comparados os valores de Clso entre MRC-5 e P,
falciparum, o indice de seletividade (IS) nos mostra que essas substancias sdo mais seletivas
ao parasita que as células normais, indicando baixa citotoxicidade.

As substancias isoreserpilina (23) e reserpilina (24) também apresentaram atividade
aproximada, com Clsg entre 18,0 uM. Essas moléculas diferem apenas na configuracdo
estrutural de suas estruturas. A reserpilina possui atividade bioldgica reconhecida, como acgéo
antibacteriana e sinergética contra estirpes resistentes de Escherichia coli (DWIVEDI et al.,
2015), atividade antitumoral e antipsicética (YU et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 2015), e
atividade antiplasmédica com Clso superior a 1,0 pg/mL, de acordo com Passemar et al.
(2011). Quanto a citotoxicidade, apresentou Clso entre 156 e 312 uM, mas os menores valores

de IS (9,4 e 16,1) indicam menor seletividade quando comparadas aos outros alcaloides.

Os demais alcaloides foram considerados inativos neste estudo, com Clsp superior a 20
uM. O 3a,15a -10-metoxi-geissosquizol (25) apresentou Clso igual a 23,6 uM contra P.
falciparum. Esta substancia foi avaliada por Aguiar et al. (2015) frente a estirpe W2 de P.
falciparum, onde apresentou atividade com Clso de 1,0 pg/mL. Neste estudo também foi
avaliada a citotoxicidade dessa substancia em células tumorais HepG2 (Clso 5,0 pg/mL) e em
uma linhagem normal (BGM) (Clso 8,0 pg/mL), sendo considerada toxica para estas linhagens
celulares. Para a linhagem MRC-5, avaliada no presente estudo, apresentou Clso igual a 486
uM, com IS de 16,9 mais seletiva para o parasita que para as células normais, ndo sendo

considerada tdxica para esta linhagem celular.

O alcaloide N-6xido-15S,16S-E-isositsiriquina (26) apresentou maior Clso, sem relatos
na literatura para atividade biologica, podendo ser avaliado quanto a outras propriedades
biologicas. A substancia 2FBC-4-A também foi considerado inativa neste estudo contra P.
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falciparum, podendo apresentar outras propriedades biolégicas ainda a serem descobertas.
Esta ultima, é uma molécula inédita na literatura quimica e sua estrutura sera apresentada na

tese de Edizon Lopes.

Apesar da atividade in vitro dos alcaloides ser considerada moderada, estudos in vivo
devem ser realizados para melhor definicdo da atividade antimalarica dessas substancias, uma
vez que em modelos in vivo é possivel avaliar a absor¢do e o metabolismo dessas substancias
no organismo. Este estudo contribuiu para o conhecimento sobre o potencial biologico das
espécies estudadas, amplamente utilizadas por comunidades tradicionais para o tratamento da
malaria.
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CONCLUSAO

Os extratos avaliados de B. excelsa apresentaram boa atividade, onde o extrato
etandlico da casca apresentou atividade antiplasmodica promissora;

Estudos da composicdo quimica dos extratos de B. excelsa estdo em andamento em
outro projeto de tese e devem revelar as substancias responsaveis pela atividade
antimalérica;

De A. excelsum, a fracdo béasica e o alcaloide 10-metoxiisosistsiriquina
apresentaram melhor atividade antimalarica;

Estudos in vivo com os alcaloides merecem ser realizados para melhor definicao

do potencial antimalarico destas substancias.
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