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RESUMO

A maléria é uma doenca infeccionsa e potencialmente fatal, causou grande impacto
nos primardios historicos da humanidade e perpetua até os dias atuais. Atualmente o parasita
apresenta resisténcia aos farmacos disponiveis, tornando urgente a busca e descoberta de
novas moléculas antimalaricas. Apesar de ser um grande desafio para pesquisadores, o estudo
de plantas medicinais € uma estratégia promissora, pois fornece moléculas com potencial
farmacologico antimalarico, como por exemplo, as substancias 6a-acetoxigedunina (6a-ACG)
e 4-nerolidilcatecol diacetilado (4-NCAC,), contudo, o metabolismo de primeira passagem
reduz a atividade antimalarica in vivo dessas drogas. Diante do exposto, como tentativa de
aumentar a atividade antimalarica das substancias, em especial no modelo antimalérico in
vivo, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade sinérgica in vitro e in vivo de produtos
naturais da Amazonia contra Plasmodium spp. Para isso, foram avaliadas as atividades
antiplasmodial in vitro, sinérgica in vitro e antiplasmodial in vivo utilizando 6a-ACG (isolada
de Carapa guianensis), seu derivado semi-sintético 6a-hidroxi-deacetilgedunina, o derivado
semi-sintético 4-NCAC, (isolado de Piper peltata) e dilapiol (DIL, isolado de Piper
aduncum). Para o teste in vitro foram utilizadas as cepas padronizadas de P. falciparum K1,
na qual foi utilizado método do microteste proposto por Trager & Jensen (1976). O cultivo do
teste de sinergismo in vitro foi precedido pelo método de Trager & Jensen, porém, as
proporcOes das associagfes dos compostos, bem como a classificagdo seguiram o método
descrito por Odds (2003). Nos testes in vivo, foram utilizadas as cepas de P. berghei NK65,
utilizando o método supressdo da parasitemia de Peters (1965). Foi possivel observar que o
DIL ndo exerce atividade amplasmodial in vitro, mas quando associado 6a-ACT ou 4-NCAC;
ao DIL, as substancias apresentam um melhor ICso. Tanto a associacdo entre 4-NCAC; e 60-
ACG quanto 6a-HIDROXI e 6a-ACG foram classificadas como indiferente, ou seja, ndo
apresentam atividade sinérgica. Neste trabalho, assim com em outros, DIL foi capaz de
aumentar os niveis de inibicdo da parasitemia por P. berghei em associacdo com um
limonoide.

Palavras-chave: Sinergismo, antimalarico, produtos naturais



ABSTRACT

Malaria is an infectious and potentially fatal disease that has had a major impact on
mankind's historical origins and perpetuates it to the present day. Currently the parasite
presents resistance to available drugs, making it urgent to search for and discover new
antimalarial molecules. Although it is a major challenge for researchers, the study of
medicinal plants is a promising strategy because it provides molecules with pharmacological
antimalarial potential, such as 6a-acetoxyglycine (60-ACG) and diacetylated 4-
nerolidylcatechol (4-NCAC; ), however, first pass metabolism reduces the in vivo antimalarial
activity of these drugs. In view of the above, in an attempt to increase the antimalarial activity
of the substances, especially in the antimalarial model in vivo, this study aimed to evaluate the
synergistic activity in vitro and in vivo of natural products of the Amazonian against
Plasmodium spp. For this, the in vitro anti-plasmodial activities, in vitro synergistic and
antiplasmodial in vivo were evaluated using 6a-ACG (isolated from Carapa guianensis), its
semi-synthetic derivative 6a-hydroxy-deacetylenedunine, the semi-synthetic derivative 4-
NCAC, (isolated Piper peltata) and dilapiol (DIL, isolated from Piper aduncum). The
standard strains of P. falciparum K1 were used for the in vitro test, in which the microtest
method proposed by Trager & Jensen (1976) was used. The in vitro synergism test culture
was preceded by the Trager & Jensen method, however, the proportions of the association of
the compounds as well as the classification followed the method described by Odds (2003). In
the in vivo tests, strains of P. berghei NK65 were used, using the parasitemia suppression
method of Peters (1965). It was possible to observe that DIL does not exert extensive
modulatory activity in vitro, but when associated with 6a-ACT or 4-NCAC, to DIL, the
substances have a better 1Cso. Both the association between 4-NCAC; and 6a-ACG and 6a-
HIDROXI and 6a-ACG were classified as indifferent, that is, they did not present synergistic
activity. In this work, as with others, DIL was able to increase inhibition levels of P. berghei
parasitemia in association with a limonoid.

Keywords: synergism, antimalarial, natural products
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INTRODUCAO

A malaria € uma doenca infecciosa, de evolucdo crénica, com manifestacdes
episédicas de carater agudo e potencialmente fatal, causada por protozoario do género
Plasmodium e transmitida por mosquitos do género Anopheles. E considerada uma doenca de
salde publica e econdmica em paises de clima tropical e subtropical. O conhecimento
etnofarmacoldgico € uma ferramenta categoérica para identificacdo de novas espécies bioativas
e isolamento de substancias potencialmente candidatas ao desenvolvimento de novos
antimalaricos e outros medicamentos (CARVALHO et al., 1990; BRASIL, 2014a).

A resisténcia medicamentosa estd se tornando um grande problema no combate da
maldria. Resisténcia as drogas € definida como reducdo da eficacia do farmaco em curar ou
promover a melhora dos sintomas, e essa fatalidade tem se tornado crescente na maioria das
classes medicamentosas. O mecanismo de resisténcia deve ser investigado a fim de propor
novos modelos de associacdes de farmacos, além do estudo sinérgico de plantas candidatas a
descoberta de farmacos, ou seja, pesquisas sinérgicas podem ser uma importante ferramenta
ao combate da malaria (HEMAISWARYA et al., 2008; SILVA, 2012; YANG et al., 2014).

Um fator limitante a farmacocinética e a biodisponibilidade dos farmacos e derivados
de plantas sdo as enzimas do intestino delgado e do figado como os citocromos P450 (CYP).
As CYP’s sdo catalisadores oxidativos de xenobidticos e exercem a funcdo de reduzir niveis
plasmaticos de drogas. Todos os farmacos que estejam sujeitos ao metabolismo de primeira
passagem serdo parcialmente inativados pela familia da CYP (BADAL et al., 2011; ZANGER
e SCHWAB, 2013).

A célula possui sinalizadores em sua superficie que sdo ativadas por mediadores
denominados mensageiros celulares que podem ser excitatérios ou inibitorios. Assim,
diferentes agentes podem ativar ou inibir o mesmo sitio, atuando dessa forma de maneira
sinérgica. Trabalhos comprovam o efeito sinérgico de substancias naturais de plantas para
atividade antimalarica in vivo. Substancias inibidoras do CYP, sem atividade antimalarica,

quando associadas a substancias com propriedades antiplasmaddicas, tém sua acdo aumentada,
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como por exemplo, o dilapiol e gedunina, respectivamente (OMAR et al., 2003a; OMAR et
al., 2003b; ZHOU et al., 2010; YANG et al., 2014).

Com base nessas descobertas, 0 grupo de pesquisa Laboratorio de Principios Ativos da
Amazonia (LAPAAM/INPA) vem isolando diversos produtos naturais a partir de plantas
antimaléricas da Amazénia e preparando derivados utilizando semi-sintese. Deste modo, 0
LAPAAM vem avaliando a atividade antimalarica dessas substancias contra Plasmodium
spp., contudo, algumas dessas substancias apresentam atividade moderada in vivo que se
acredita possa ser atribuida ao metabolismo de primeira passagem dessas substancias pela
CYP.

Logo, o presente trabalho tem o objetivo de avaliar a atividade sinérgica in vitro e in
vivo de dilapiol e isolados de plantas amazénicas contra Plasmodium spp. Como resultado
principal, espera-se potencializar a acdo farmacologica das substancias e derivados

antimalaricos contra Plasmodium spp.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 MALARIA

1.1.1 Caracteristicas gerais da malaria

A maléria € uma das mais antigas doengas infecciosas do mundo. Sozinha, matou mais
pessoas do que todas as guerras até o momento. Essa terrivel doenca é caracterizada por
sintomas como febres intermitentes, calafrios, cefaleia e sudorese. Ao longo dos anos, nas
regibes atingidas, vem sendo conhecida por denominacgdes variadas como: paludismo,
impaludismo, febre palustre, febre intermitente, febre terca benigna, febre tercd maligna, além
de nomes populares como maleita, sezdo, tremedeira, batedeira ou febre (ROCHA E SILVA
etal., 2011; BRASIL, 2014b).

A transmissdo do agente causador da maléria ocorre pela picada da fémea do mosquito
Anopheles infectado pelo Plasmodium spp. Ao todo sdo mais de cem espécies do género, mas
apenas seis infectam o homem, sdo elas: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.ovale, P.
knowlesi e P. cynomolgi (OGUIKE et al., 2011; TA et al., 2014).

Para estudo experimental in vivo sdo utilizadas as espécies P. berghei, P. yoelli, P.
cynomolgi, P. vinckei e P. chabaudi. Sendo que a espécie mais utilizada na experimentacao
em camundongos é a P. berghei. Acredita-se que 0 ensaio in vivo seja capaz de reproduzir a
fase sanguinea (CARLTON et al., 2002; SANCHEZ, 2007; NOGUEIRA e ROSARIO, 2010;
CUROTTO et al., 2013).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

1.2.1 Malaria no mundo e no Brasil

A maléria continua a ser um importante problema de saude publica apesar dos
esforgos persistentes para controle e prevengdo. Em 2014 foram notificados 214 milhdes de
casos de malaria e cerca de 438 mil mortes a nivel mundial com uma estimativa de 3,2
bilhdes de pessoas em 97 paises e territérios vivem em &rea de risco por infeccdo da malaria
(WHO, 2015).

A Regido Norte do Brasil é responsavel por 99% dos casos de malaria no pais. Fora da

regido amazobnica, mais de 80% dos casos registrados sdo importados dos estados
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pertencentes & area endémica brasileira, de outros paises amazénicos, do continente africano,
ou do Paraguai. Existem relatos de transmissdo no Piaui, Parana e em &reas de Mata
Atlantica nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo. A
transmissdo de malaria é resultado de um intrincado processo envolvendo fatores biologicos,
ecoldgicos, socioecondmicos e comportamentais, apresentando uma transi¢do temporal de
altas e baixas taxas, sendo a hidrografia e o clima fatores importantes na transmisséo do
agravo (DE CASTRO e SINGER, 2013; BRASIL, 2014b).

N )" \\~) [ |sem transmissdo

I 4 Baixo risco
2 c u/\ by Il médio risco
so g, AL {/‘/ Il Atto risco
s \{J,
P

Figura 1: Mapa das &reas de risco para infeccdo da Maléria no Brasil. Fonte: Brasil, 2014.

1.3 CICLO EVOLUTIVO DO PARASITA NO HOMEM

O ciclo de vida do parasita no homem pode ser dividido em duas fases: fase hepatica e
ciclo eritrocitico. Durante o repasto sanguineo, 0 mosquito infectado inocula os esporozoitos
de Plasmodium, forma infectante ao homem. Em um periodo de quinze a quarenta e cinco
minutos da penetracdo dos esporozoitos nos capilares sanguineos e linfaticos, os esporozoitos
invadem os hepatocitos, iniciando a fase hepatica. Ja no hepatocito, 0s merozoitas passam por

uma divisdo assexuada passando a ser chamados entdo de esquizontes hepaticos. Depois da
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maturacdo dos esquizontes nos hepatdcitos, ocorre o rompimento dos hepatdcitos infectados
e, por conseguinte, a liberagdo dos merozoitos que invadem os eritrdcitos (MENARD, 2000;
REY, 2008).

Apbs a penetracdo dos merozoitos nos globulos vermelhos, € dado inicio ao ciclo
eritrocitico. No interior dos eritrocitos 0s merozoitos passam por Varios processos de
amadurecimento, a qual recebem os respectivos nomes: trofozoita jovem, trofozoita maduro e
esquizonte. E possivel reproduzir estas formas eritrociticas nos ensaios in vitro (FERREIRA,
2005; REY, 2008).

De modo geral, o parasita passa por varios estagios de desenvolvimento. Todas as fases
apresentam caracteristicas estruturais proprias de diferentes complementos proteicos
responsaveis pelo escape ao sistema imunoldgico. Acredita-se que estes complementos
proteicos sdo 0s responsaveis pela resisténcia aos medicamentos (FLORENS et al., 2002;
LACERDA-QUEIROZ et al., 2008; BRASIL, 2014b).

1.4 RESISTENCIA AOS ANTIMALARICOS

Resisténcia a farmacos antimalaricos é definida como a capacidade de uma estirpe de
parasita sobreviver e/ou multiplicar, apesar da absorcdo de um farmaco administrado em
doses iguais ou superiores aquelas geralmente recomendadas, mas dentro da tolerancia do
paciente. O parasita da maléria é bem conhecido por suas frequentes mutacfes. Durante a
infeccdo e com inadequados niveis do farmaco, as mutacGes resistentes sobrevivem e
propagam, tornando-se um grande obstaculo no sucesso do tratamento da infeccdo, além de
contribuir significativamente para a mortalidade mundial relacionadas com a maléria (WHO,
2010).

Atualmente, ja foram documentados farmacos resistentes ao P. falciparum, P. vivax e
P. malariae. Dentre estes, o P. falciparum desenvolveu resisténcia a quase todos os farmacos
antimalaricos atualmente em uso; enquanto o P. vivax foi encontrado resistente a cloroquina e
primaquina; e o P. malariae tem sido relatada como sendo resistentes a cloroquina e
pirimetamina em algumas areas.

Deste modo, compreender 0 modo de a¢do e mecanismo de resisténcia a drogas é de
fundamental importéncia, tanto para otimizar os antimalaricos quanto para descoberta de

novas terapias com novos alvos. Sendo assim, 0s produtos naturais e seus derivados podem
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ser uma poderosa ferramenta na descoberta dessas novas moléculas (YOUNG, 1957
OLLIARO, 2001; MAGUIRE et al., 2002; WHO, 2010; WELLS, 2011).

1.5 ANTIMALARICOS E PRODUTOS NATURAIS DA AMAZONIA E SEUS
DERIVADOS

Do ponto de vista clinico, os antimalaricos sdo utilizados como agentes profilaticos (em

menor grau) e agentes terapéuticos. Os farmacos sdo classificados de acordo com suas acdes.

Podem ser esquizonticidas, que eliminam as formas hepéaticas em desenvolvimento ou

hipnozoitos; esquizonticidas sanguineos, que sdo capazes de atuar nos parasitas eritrociticos; e

0S gametocidas, que impedem a transmissdo para 0 mosquito a0 matar 0s parasitas nos

estagios sexuados.

A maioria dos farmacos antimalaricos disponiveis atualmente estdo em uso ha décadas

e pouco se sabe sobre o modo de agdo e 0S mecanismos de resisténcia. Os principais

antimalaricos podem ser observados no Quadro 1.

Quadro 1: Principais antimalaricos.

Farmaco

Cloroquina

Amodiaquina

Quinina
Quinidina
Mefloquina

Primaquina
Sulfadoxina-

Classe

4-Aminoquinolina

4-Aminoquinolina

Quinolino metanol
Quinolino metanol
Quinolino metanol

8-Aminoquinolina
Combinacéo de

Acéo
Antimalarica
Esquizonticida

sanguineo

Esquizonticida
sanguineo

Esquizonticida
sanguineo
Esquizonticida
sanguineo
Esquizonticida
sanguineo
Hipnozoita
Esquizonticida

Mecanismo de Acao

Seu mecanismo de acdo nédo foi
claramente definido, acredita-se
que seja devido a interagcdo com o
DNA do parasita e a inibicéo
enzimatica.

Farmaco relacionado com a
cloroquina, contudo, supBe-se que
partilha 0 mesmo mecanismo de
acdo com esse antimalarico.
Desconhecido.

Desconhecido.
Desconhecido.

Desconhecido.
Inibicdo enzimatica na via de
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pirimetamina antagonistas do sanguineo sintese de folatos - a
folato dihidropteroato sintase.
Proguanil Antagonista do Esquizonticida  Inibicdo enzimética na via de
folato sintese de  folatos - a
dihidropteroato sintase.
Doxiciclina Tetraciclina Esquizonticida  Acredita-se que possa inibir a

sanguineo

sintese proteica ou outras funcgdes

ao nivel da mitocondria ou do
apicoplasto.

Halofantrina  Fenantreno metanol  Esquizonticida  Desconhecido.

sanguineo

Artemisininas  Endoperoxidos de  Esquizonticida  Producdo de radicais livres apds a
lactona sanguineo clivagem das pontes de
sesquiterpénicos endoperoxido da  artemisinina
catalizada pelo ferro ou atraves da
inibicdo da céalcio ATPase do

parasita.
Atovaquona- Combinacéo de Gametocida Acredita-se que possa interferir na
proguanil quinona-antagonista cadeia transportadora de elétrons

do folato da mitocdndria, anulando seu

potencial de membrana.

Fonte: Adaptado a partir de Katzung et al. (2014).

Por outro lado, pode-se afirmar que a descoberta e o desenvolvimento de analogos a
base de artemisinina possibilitou o surgimento de uma nova classe de antimalaricos altamente
eficazes, a qual é considerada atualmente a classe mais importante de farmacos. Uma vez que
para superar o problema de quimiorresisténcia, foi preconizada a terapia combinada a base de
artemisinina (ACT). A combinacdo de farmacos artemisinina e outos endoperdxidos sao
essenciais no tratamento ao combate da resisténcia do Plasmodium (LOMBARD et al., 2012).

O cerne do conhecimento da medicina tradicional foi responsavel pela descoberta e o
desenvolvimento de compostos terapéuticos em uso hoje como os ja detalhados acima, desde
0s precursores antimalaricos quinina isolado em 1820 da casca da arvore quina (Cinchona
officinalis), e artemisinina identificado em 1971 das folhas de absinto doce (Artemisia annua).
Assim, ainda hoje o estudo de plantas medicinais continua sendo uma estratégia para
descoberta de novas moléculas frente a resisténcia dos antimalaricos (KLAYMAN, 1985;
CRAGG e NEWMAN, 2005).

O LAPAAM a mais de 17 anos investiga produtos naturais da Amazdnia e seus
6a-

derivados contra Plasmodium spp. Dentre elas, destacam-se as substancias:
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acetoxigedunina e 4-nerolidilcatecol diacetilado (CARVALHO e KRETTLI, 1991,
BRANDAO et al., 1997; CAMPBELL et al., 1997; CAMPBELL et al., 1998; CAMPBELL et
al., 2000; KRETTLI et al., 2001; ANDRADE-NETO et al., 2004).

1.5.1 6a-acetoxigedunina

A 6a-acetoxigedunina (6-aACG) (Figura 2) é obtida das sementes de Carapa
guianensis, nativa da regido Amazonica. Essa espécie € conhecida popularmente como
andiroba. As suas sementes sdo constituidas principalmente por tetranortriterpenoides
(limondides), metabolitos caracterizado por apresentar propriedades farmacologicas como
acdo anti-inflamatéria, antitumoral, repelente, antimicrobiana, vermicida, antialérgica,
analgeésica e antimalérica (MIOT et al., 2004; PENIDO et al., 2005; AMBROZIN et al., 2006;
FREIRE et al., 2006; TAPPIN et al., 2008; FARIAS et al., 2010; MIRANDA JUNIOR,
2010).

Os constituintes quimicos encontrados nas sementes e folhas da C. guianensis sao
17B-hidroxiazadiradiona, xilocesina k, gedunina, 6-aACG, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, 1,2-
di-hidro-3p-hidroxi-7-desacetoxi-7-oxogedunina, angolensato de metila, 6a-
acetoxiepoxiazaradiona, andirobina e 6a-hidroxigedunina (PENIDO et al.,, 2005;
AMBROZIN et al., 2006).

Figura 2: Estrutura quimica do 6a-acetoxigedunina.
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Dentre esses, 0 limondide 6-aACG apresentou potencial antimalérico contra a cepa K1
de P. falciparum (Clsp = 7,0 uM) e supressdo da parasitemia em camundongos infectados
com a cepa NK65 de P. berghei (65% na dose de 100 mg/kg/dia). Resultados também
comprovam a baixa toxicidade dessa substancia em células normais (PEREIRA, 2013;
PEREIRA et al., 2014)

1.5.2 4-nerolidilcatecol e derivados

O terpeno-fenilpropanoide 4-nerolidilcatecol (4-NC) é obtido da planta caapeba ou
pariparoba (Piper peltatum L.), de féacil cultivo, conhecida por nomes indigenas e muito
utilizada por povos amazonicos contra a malaria, tém como principal metabdlito secundario 4-
nerolidilcatecol (YUNCKER, 1973; KIJJOA et al., 1980; MILLIKEN, 1997; MONGELLI et
al., 1999).

Com relacdo a acdo do 4-NC, em um estudo realizado pelo grupo de pesquisa Lapaam
foi avaliada a atividade antimalarica in vitro e in vivo de 4-NC contra P. falciparum e P.
berghei, respectivamente. Por meio deste, concluiu-se que a atividade foi significativa in vitro
e insignificativa in vivo (DE ANDRADE-NETO et al., 2007; ROCHA E SILVA et al., 2011).

Deste modo, a fim de aprofundar os estudos quimicos, o grupo submeteu 4-NC a um
processo de diacetilacdo (Figura 3), resultando em derivado com maior estabilidade quimica e
a novos ensaios contra a cepa de K1 de P. falciparum (Clsp = 4,8 uM) e supressdo da
parasitemia em camundongos infectados com a cepa NK65 de P. berghei (>30% na dose de
200 mg/kg/dia) (PINTO, 2008; DA SILVA PINTO et al., 2009; ROCHA E SILVA et al.,
2011).

OAc

Figura 3: Estrutura quimica do 4-nerolidilcatecol diacetilado.
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1.5.3 Dilapiol

Dilapiol (DIL) é um fenilpropanoide (Figura 4), principio ativo majoritario do 6leo
volatil presente nas folhas da espécie vegetal Piper aduncum, conhecida popularmente como
pimenta cravada, matico, aperta-Ruédo, pimenta longa ou bambu piper. Os exemplares deste
vegetal apresentam-se como arbustos aromaticos, de rapido crescimento, podendo atingir
mais de 5 m de altura (GUENGERICH, 2007; POHLIT et al., 2013).

No que tange a farmacologia, o seu dleo ¢ utilizado na forma oral e topica, por possuir
atividades anti-sépticas, antimicrobianas e analgésicas, além de agir como inseticida contra
larvas de A. aegypti. Em complemento, o estudo do 6leo para atividade antiplasmddica
comprovou ser altamente e ligeiramente eficaz contra os clones W2 e Dd2 de P. falciparum,
respectivamente (MILLIKEN, 1997; NAVICKIENE et al., 2006; DE MORAIS et al., 2007,
DUARTE et al., 2007; FAZOLIN et al., 2007; MIRANDA JUNIOR, 2010; POHLIT et al.,
2013).

OCHg

OCH
o) 3

< q

Figura 4: Estrutura quimica do dilapiol.

Desde sua génese, o grande desafio dos novos compostos antimalaricos tem sido o
metabolismo de primeira passagem, por limitar sua atividade em estudos in vivo. De encontro
a essa problematica, o dilapiol, que, por um lado ndo exerce atividade sobre a parasitemia,
apresenta-se, contudo, como potente inibidor da CYP3A4 in vitro, sendo sua atividade
inibitoria 23,3 vezes superior ao Cetoconazol (inibidor da CYP3A4 utilizado em testes como
padrdo). Também é caracterizado por possuir baixa toxicidade, mesmo quando administrado
s6 ou em tratamento binario (BOURRET-BERNARD, 1995; BUDZINSKI et al., 2000;
OMAR et al., 2003b).
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1.6 SINERGISMO

Utiliza-se a combinacdo de varios extratos de plantas medicinais com o propdsito de
melhorar a eficacia das substancias. Essa combinacdo pode cooperar de forma sinérgica,
possibilitando duplicar ou multiplicar o efeito terapéutico. A farmacologia classica comprova
os efeitos sinérgicos ao fazer combinacgdes de vérias drogas, inclusive com os antimalaricos.

Para o tratamento da maléria, foi preconizada a associacdo medicamentosa com
artemisinina, as ACT’s, como observado no Quadro 2. Isso ocorre uma vez que a dupla agdo
farmacoldgica resulta em sinergismo, que, além de aumentar a eficacia dos farmacos, também
reduz a farmacorresisténcia e a dosagem dos medicamentos, de modo a garantir a margem de
seguranca ao paciente (WHO, 2010; LOMBARD et al., 2012).

Quadro 2: Tratamento farmacoldgico para maléria.

Infecgéo Tratamento Farmacolégico
P. falciparum Quinina + doxiciclina ou clindamicina; Proguanil +
atovoquona;
Arteméter + lumefantrina.
P. malariae, P. vivax ou P. Cloroquina, possivelmente seguida pela primaquina no
ovale caso de P.vivax ou P. ovale
Quimioprofilaxia (curto prazo) | Proguanil + atovoquonab ou doxiciclina
Quimioprofilaxia (longo prazo) | Cloroquina + proguanil; mefloquina ou doxiciclina

Fonte: Adaptado de (WHO, 2010).

Os efeitos sinérgicos podem ser classificados de acordo com o mecanismo de acédo
(Quadro 3) e podem ser: aditivo, onde a resposta final € a soma dos efeitos dos farmacos;
somacao, obtém resultado semelhante a do efeito individual; e potencializacdo, o efeito final é
maior que a soma do resultado individual (DU et al., 2006).

Quadro 3: Comparacéo dos modos de sinergismos de alguns farmacos comuns.

Efeito Mecanismo de acdo Exemplo
Aditivo Medicamentos com 0S mesmos Acido acetil salicilico
mecanismos de agao. X
Diclofenaco sdédico
Somacéo Medicamentos que agem por Meperidina
diferentes modos. X
Cetoprofeno
Potencializagao Medicamentos que atuam em Codeina
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diferentes receptores. X
Imipramina

Fonte: Adaptado de (SECOLI, 2001).

Atualmente, sugerem-se 0s seguintes mecanismos para efeitos de sinergia: efeitos
multi-alvo sinérgico; farmacocinéticas ou efeitos fisico-quimicos baseados na melhoria da
solubilidade, taxa de reabsorcao e biodisponibilidade; interacfes de agentes com mecanismos
de resisténcia bacteriana; eliminacdo ou neutralizacdo de efeitos adversos dos agentes
contidos no extrato (WAGNER e ULRICH-MERZENICH, 2009).

Pode se dizer que a descoberta de mecanismos sinérgicos a base de plantas medicinais
€ uma perspectiva para descoberta de novos medicamentos. O avan¢o da quimica analitica e
biologia molecular, por exemplo, foram imprescindiveis para o estudo da sinergia a partir de
plantas medicinais (WAGNER e ULRICH-MERZENICH, 2009; YANG et al., 2014).
Seguindo a mesma corrente, estudos in vitro ja evidenciam que produtos naturais afetam
enzimas metabolizadoras de farmacos, como os microssomas CYP3A4, o que eleva o
potencial e a relevancia de novas descobertas nesta linha de pesquisa (BARTLE e
FERLAND, 1998; FOSTER et al., 1999; NEBEL et al., 1999; BUDZINSKI et al., 2000;
FOSTER et al., 2003).

Grande parte na perda ou na manutencdo da eficacia terapéutica de farmacos sao
devidas as CYPs, que sdo uma superfamilia de enzimas catalizadoras de Xxenobi6ticos,
incluindo farmacos que obrigatoriamente utilizam o metabolismo de primeira passagem
(DING e KAMINSKY, 2003; LAPPLE et al., 2003; DALY, 2004; NELSON et al., 2004;
GUENGERICH, 2007; ZANGER e SCHWAB, 2013). Sdo agrupadas em familias,
subfamilias e isoenzima especifica. As familias CYP 1, 2 e 3 sdo 0s principais responsaveis
pelo metabolismo de xenobioticos, sendo a CYP3A4 a principal metabolizadora de farmacos,
tornando-os terapeuticamente menos eficazes, além de ter preferéncia por compostos
lipofilicos e moléculas grandes.

Cabe ressaltar que a inibicdo de uma enzima especifica da CYP reduz a depuragdo
metabolica dos farmacos ou produtos derivados de plantas, aumentando a biodisponibilidade
e sua eficacia terapéutica. Deste modo produtos naturais podem atuar de forma sinéergica
nesse processo de inibicdo (SHOU et al.,, 1998; SCOTT e HALPERT, 2005; VAN
WATERSCHOOT et al., 2009; BADAL et al., 2011; HENDRYCHOVA et al., 2011; YANG
et al., 2014). Talvez por isso, a avaliagdo do potencial inibidor de componentes ativos

isolados e produtos a base de plantas comerciais contra 0 CYP3A4 tem despertado o interesse
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de pesquisadores, como exemplo as pesquisas realizadas com a substancia isolada dilapiol do
vegetal Piper aduncum (SPATZENEGGER e JAEGER, 1995; CRESPI et al.,, 1997;
BUDZINSKI et al.,, 2000; MARKOWITZ e DEVANE, 2000; FOSTER et al., 2001;
IOANNIDES, 2002; CHEN et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade sinérgica de produtos naturais da Amazonia contra Plasmodium spp.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar as substancias 6o-acetoxigedunina das sementes de C. guianensis, 4-
nerolidilcatecol das raizes de P. peltata; e dilapiol do dleo voléatil das folhas e
influorescéncias de P. aduncum;

* Preparar 4-nerolidilcatecol diacetilado a partir do 4-nerolidilcatecol isolado;

* Avaliar o sinergismo de 6a-acetoxigedunina com 4-nerolidilcatecol diacetilado para
atividade in vitro contra cepa de P. falciparum;

* Avaliar o sinergismo de 6a-acetoxigedunina com 6a-hidroxi-desacetilgedunina para
atividade in vitro contra cepa de P. falciparum;

+ Avaliar o sinergismo de dilapiol com 6a-acetoxigedunina para atividade in vivo contra
cepa de P. berghei;

* Avaliar o sinergismo de dilapiol com 4-nerolidilcatecol diacetilado para atividade in

vivo contra cepa de P. berghei.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SOLVENTES E EQUIPAMENTOS

e Solventes diversos destilados: MeOH, hexano, AcOEt, CHCI3, C3H¢O;

e Moinho de facas (marca Trapp, modelo Trf 300),

e Balanca analitica (marca Ohaus, modelo Adventurer, carga maxima 210 g com
precisdo de 0,0001 g);

e Balanca semi-analitica (marca Ohaus, modelo Aventurer, carga maxima 3,10 kg com
precisdo de 0,01 g);

e Manta aquecedora (marca Fisatom, modelo 752);

e Banho de ultrassom (marca Unique, modelo USC 1400);

e Rotaevaporador (marca Fisatom 802);

e Espectrometro de Massa de Alta Resolucdo-HRMS (marca Waters, modelo Xevo);

e Ressonancia magnética nuclear-RMN (equipamento Bruker, 300 MHz).

3.2 ASPECTOS LEGAIS E ETICOS

Seguindo a instrucdo normativa que rege esse pais para coleta de material botanico
(Decreto n° 5.718, de 13 de marco de 2006) segue em anexo licenga cedida pelo sistema de
autorizacdo e informacdo em biodiversidade (SISBIO), comprovante de registro de nimero
46477-1 (Anexo A). O protocolo de testes in vivo foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do INPA (Anexo B).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As concentragBes inibitérias medianas (Clsp) das substdncias analisadas foram
determinadas por meio de curvas sigmoidais dose-resposta, utilizando-se o software

OriginPro 8, analisando-se os respectivos intervalos de confianca 95% e coeficientes lineares

(R).
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3.4 METODOLOGIA FITOQUIMICA

3.4.1 Fracdo rica em limondides

O pesquisador do INPA, Msc. Roberto Figliuolo, extraiu 8 kg da torta residual vinda
da extratora do 6leo de andiroba do municipio de Carauari-AM, utilizando soxhlet piloto com
etanol (3 x 6 h). Retirou o solvente por rotoevaporacéo e, ao resfriar a temperatura ambiente
por 72 h, observou a formacdo de precipitados, os quais foram filtrados, codificados e
armazenados. A massa de 8,4 g de precipitado foi disponibilizada ao nosso grupo de pesquisa
para submeté-la a purificacdo cromatografica.

3.4.2 Obtencio de 6a-ACG por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A massa de 8,4 g do precipitado foi colocada em baldo de fundo redondo de 500 mL e
aquecida a 70 °C com MeOH, sobre agitacdo em refluxo por 1 h. Em seguida, a solucgéo
alcoolica foi filtrada com papel de filtro e deixada em repouso a temperatura ambiente por 7
dias. Ocorreu a formacdo de cristais tipo agulha que foram filtrados a vacuo. Logo apdés a
filtracdo, os cristais foram lavados com MeOH gelado.

A massa de 1 mg dos cristais foi dissolvida em 1 mL de ACN e submetida a analise
por CLAE com coluna analitica fase reversa C-18 (Shim-pack, dimensdo 250 x 4,6 mm,
particula de 5 um) no sistema isocratico ACN:H,0 (70:30), injecdo de 15 pL a 1 mg/mL,
fluxo de 1,0 mL/min e o sistema foi monitorado a 219 nm. O cromatograma (Figura 5)
mostrou dois picos com tempo de retencdo de 13,1 e 16,9 min.

As duas substancias foram isoladas por CLAE semipreparativa fase reversa C-18
(Shim-pack, dimensdo 250 x 20 mm, particula de 5 um). O isolamento das substancias
correspondentes aos dois picos ocorreu atraves da dissolucdo de 800 mg dos cristais em ACN.
A solucéo resultante foi dividida em 5 aliquotas de 1 mL com concentragéo de 160 mg/mL. O
resumo das condi¢Bes da corrida cromatografica sdo descritos na Tabela 1. As substancias
isoladas apresentaram massa de 113 mg (13,0 min) e 534 mg (16,4 min), tratando-se de 7-

desacetil-7-oxogedunina e 6a-acetoxigedunina, respectivamente.



31

C:\LabSolutions\Data'Tiago'limonoides-andiroba\2016-02-25\5-1LFV41C.lcd
mAU

400 ] ] 2 PDA Multi 1
1 7-desatil-7-oxo-gedunina le 6a-acetoxigedunina

300—; ~. | || /

200

1004

1 W)
0 - — R SRV —
0 5 10 15 20 25 30

1 PDA Multi 1/219nm 4nm

Figura 5: Cromatograma da fracdo TC17E.

Tabela 1: Condic¢des analitica e semipreparativa da corrida cromatografica por CLAE.

Condicao utilizada Coluna analitica Coluna semipreparativa
Dimensdes da coluna 250 x 4,6 mm 250 x 20 mm
Fluxo 1,0 mL/min 16 mL/min
Concentracdo da amostra 1,0 mg/mL 100 mg/mL
Volume de injecéo 15 uL 1,0 mL
A 219 nm 219 nm
Fase movel ACN:H,0 ( 70:30)

Shim pack PREP-ODS (H) KIT (5 um)

3.4.3 Obtencé&o do limonoide semissintético 6a-hidroxidesacetilgedunina (6a-HIDROXI)

Todas as etapas referentes a obtencdo da 6a-HIDROXI foi realizada pelo aluno de
doutorado Tiago B. Pereira, o qual submeteu o 60-ACT a reacdo de desacetilacdo e obteve o

produto 6a-HIDROXI conforme descrigdo no topico 3.4.1.
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3.4.3.1 Reacéo de desacetilagdo do 6a-ACG

Antes de iniciar a reagdo, dissolveram-se 10,5 g de KOH em 2,5 mL de H,O destilada
e adicionou-se MeOH em quantidade suficiente para 500 mL em um baldo volumétrico.

O limonoide 6a-ACG (633,2 mg) foi colocado na presenca de 7,6 mL da solucdo
hidroalcodlica de NaOH em refluxo por 40 min entre 60-70 °C. Em seguida, aumentou-se o
volume do meio reacional com 15 mL de H,O e neutralizou-se com HCI 0,1 N. Logo apés a
neutralizacdo, realizou-se a extracdo da fase organica com DCM (3 x 10 mL). A fase organica
foi secada com Na,SO, e rotaevaporada, rendendo a massa de 600,9 mg.

A massa de 600,9 mg da fase orgénica foi submetida a coluna cromatogréafica flash
com silica gel 60 (0,040- 0,063 mm; h x 6 17 x 2,7 cm; fluxo: 5 cm/min) no sistema de
solvente hexano:AcOEt (7:3) (Figura 6). A coluna foi lavada com AcOEt (100%), seguida de
MeOH (100%). As frac6es foram reunidas conforme o perfil cromatografico no CCD.

Fase Organica

600,9 mg

65 Fracdes
TR125B TR125C TR125D
32,8 mg 399 mg 21,4 mg

Figura 6: Esquema de purificacdo do produto de desacetilagdo do 6a-ACT.

O produto da reacdo (TR125C) puro foi analisado no LC-MS e RMN e os dados
comparados com a literatura (Pereira et al., 2014) comprovaram a desacetilacdo e formacéo

do 6a-HIDROXI.
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3.4.4 Obtencéo de 4-NC

A partir do extrato metanolico das raizes secas de P. peltata cedido pelo Dr. Orivaldo
Lacerda Junior, foi realizado o isolamento por cromatografia em coluna (de 38 cm de altura x
6 cm de didmetro) sob vacuo, de silicas flash gel 60 (0,040-0,063mm) da Merck, com 10 g de
extrato de raiz de P. peltata. Foram coletadas 16 fracBes. A partir da fracdo 9 a 13, obteve-se
4-NC, conforme a Figura 7 (DE ANDRADE-NETO et al., 2007; PINTO, 2008).



Extrato de P. peltata
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m=10g

Sistemas usados:

1° Sistema hex:AcOEt (9:1)

2° Sistema hex:AcOEt (85:15)

3° Sistema hex:AcOEt (8:2) 16 Fracdes

4° Sistema hex:AcOEt (75:25)

e Reunido baseado em CCD.
1 1 1 1 1 1 1 1
A (Fr1-3) B (Fr4-6) C (Fr7-8) D (Fr9-11) E (Fr12) F (Fr13) G (Fr14-15) H (Fr16)
695,6 mg 1413,8 mg 833,5mg 2,0933 mg 688,7 mg 391,9 mg 1405,0 mg 378,3 mg
4-NC 4-NC 4-NC

Figura 7: Coluna cromatografica realizada com o extrato de P. peltata e isolamento de 4-NC.
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3.4.4.1 Reacgdo de acetilagdo do 4-NC

Ap0s confirmacéo da pureza do 4-NC isolado por RMN, foi realizado o procedimento
reacional para obtencdo do derivado diacetilado. A reacdo ocorreu em um baldo de fundo
redondo com 100 mg de 4-NC, em seguida foi adicionado 60,1 pL de anidrido acético e 660
pL de piridina (catalizador e solvente), tampou-se o baldo com septo de borracha e, a esse
septo, foi acoplado uma bexiga contendo gas de N,. O mesmo permaneceu sob agitacdo por

24 h. A reacdo quimica é demonstrada abaixo.

N N - 0 o 7N N -
/H\O)K
OH = ‘ N, OAc
OH N OAc

N

Figura 8: Acetilacdo de do 4-NC.

Apobs o tempo da reacdo foi realizado o procedimento pds-reacional que consiste na
remocao do anidrido acético e piridina. Em um funil de separacdo de 125 mL foi adicionado o
conteldo do baldo reacional previamente lavado com hexano (10 mL) e &gua por intensa
agitacdo e repouso houve a separacao das fases. Descartou-se a fase inferior e adicionou-se 10
mL de HCI 0,1N, agitou-se , apds um periodo de repouso ocorreu a separacdo das fases.
Novamente descartou-se a fase inferior, essa repeticdo ocorreu com a adi¢cdo de solugdes de
NaHCO; saturada e NaCl saturada no volume de de 10 mL cada. Apés todas as lavagens,

rotaevapou-se e armazenou-se o residuo seco na geladeira.

3.4.5 Obtencéo de DIL

Na manh& dos dias 25/02/20015 e 01/03/20015 da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuéaria (Embrapa), km 29, foram coletados da area de cultivo, talos com folhas de P.
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aduncum. O material vegetal foi desidratado a temperatura ambiente por 72h. Apos a secagem
foi determinado o teor de umidade, segundo o algoritmo abaixo:

Umidade (%) = massa fresca — massa seca x 100
massa fresca
Umidade (%) = 4267 — 3200 x 100
4267
Umidade (%) = 25

Posteriormente foi realizada a extracdo do dleo de dilapiol pelo processo de
hidrodestilacdo (Klevenger). O processo de extragdo ocorreu no laboratério de plantas
medicinais da Embrapa Amazoénia Ocidental. Em um baldo de 1200 mL foram colocadas 400
g de folhas e talos secos de P. aduncum e acrescentado agua acima da metade da capacidade
maxima do baldo. Acoplou-se o sistema de Klevenger ao baldo. O processo de hidrodestilacdo
durou aproximadamente 4 h. Ao todo foram feitas 8 extracGes, sendo 4 no primeiro e mais 4

no segundo dia. O rendimento de 6leo obtido é demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2: Rendimento de massa obtido do dleo volétil de P. aduncum (antes de desidratar o
6leo).

Data Massa Oleo (g) Teor %
28/02/2015 45,05 2,81
01/03/2015 42,19 2,64

Total 87,24 5,45

Para remocdo total de dgua e substancias polares, foi adicionado 15 g de NaCl para
cada 1 g de 6leo. O 6leo foi dividido e colocado em dois fracos contendo 43,19 g de Gleo
bruto cada, foi adicionado NaCl e agitado, posteriormente foi filtrado com funil e papel filtro.
O rendimento de 6leo desidratado é demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3: Rendimento de massa obtido do éleo desidratado de P. aduncum.

Frasco Massa (g) Teor (%)
1 27,68 1,73
2 28,62 1,78

Total 56,30 3,51
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Para a etapa de isolamento e purificacdo do DIL, foi montado um sistema de
hidrodestilagdo a vdcuo. Em um baldo de 50 mL foram colocados 27,68 g de dleo e submetido
a destilacdo fracionada a vacuo. Foram coletadas 3 fracGes, onde foram comparadas com
padrdo em cromatoplacas em fase normal. A fracdo 2 (obtida a uma temperatura de destilacéo
de 120 °C e presséo de 150 mmHg), apresentou maior similaridade com o padrdo de DIL,
constatando a obtencéo de do dilapiol (POHLIT et al., 2013).

3.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

Avaliacdo laboratorial da atividade antimalarica in vitro e in vivo foi realizada no

Laboratorio de Malaria e Dengue do INPA e no Biotério Central do INPA, respectivamente.

3.5.1 Teste de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratorio de Cultura de Células da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, sob a responsabilidade do Dr. Emerson Silva Lima.
Utilizou-se 0 método de Alamar blue (NAKAYAMA et al., 1997), utilizando fibroblastos
normais de pulmédo humano (MRC5) que foram mantidos em meio DMEM com alta glicose
em estufa bacteriolégica com 5% CO, em atmosfera de 37 °C. Essas células foram
plaqueadas na concentracéo de 0,5 x 10* células/poco em placa de 96 pogos com volume final
de 100uL/poco, apds 24h de incubacdo as células foram tratadas com os compostos 6-aACT,
4-NCAC; e DIL em concentra¢fes decrescentes de 200 até 1,56 pg/mL. Como controle
positivo foi utilizado doxorrubicina 20 pg/mL e controle negativo DMSO 0,5 %. Apds 48 h
de incubacdo foi adicionado 10 pL do alamar blue e deixado 2 h para o tempo de
metabolizacdo da celula, decorrido esse periodo realizou-se a leitura em leitor de microplaca
(DTX-800 Beckman Coulter).
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3.5.2 Ensaio de atividade antiplasmddica in vitro

O cultivo in vitro da cepa de P. falciparum para atividade antimalarica foi realizado no
Laboratorio de Maléaria e Dengue/INPA. A cepa testada foi a multi-resistente K1 de P.
falciparum, esta é mantida em cultivo continuo (TRAGER e JENSEN, 1976).

Para o microteste as amostras foram preparadas em DMSO e posteriormente
dissolvidas em meio de cultura RPMI. As amostras foram diluidas em duplicata em 7
diferentes concentraces na microplaca de 96 pocos com 1-2 % de hemacias parasitadas e
hematdcrito de 2 %. Apds o periodo de incubacdo por 48 h a 37 °C e adicionado mistura
padrdo de gases - O,, CO,, N, (mesmas condic¢des da cultura), foram avaliados o percentual
da parasitemia examinados no microscopio optico (ANDRADE-NETO et al., 2007). O
controle de crescimento do protozoario foi comparado a inibi¢do do crescimento dos parasitas

das amostras testes conforme a férmula:

% inibicao = (parasitemia do controle - parasitemia com amostra) x 100

parasitemia do controle

As substancias foram solubilizadas em DMSO e testadas individualmente e associadas
ao DIL. De cada solugédo, foram realizadas 5 diluicbes em meio de cultura e 100 pL das
amostras diluidas foram aplicadas em uma placa teste de 96 pocos. As concentracGes das

substancias em cada poco é representada na Tabela 4.

Tabela 4: Concentragdes das substancias na placa teste para P. falciparum K1.

60 ACT DIL DIL + 6a-ACG  DIL +4-NCAC;, 6a-HIDROXI
MM MM MM MM MM

80 100 100 + 80 100 + 40 40

40 50 100 + 40 100 + 20 20

20 25 100 + 20 100 + 10 10

10 12,5 100 + 10 100 +5 5

5 6,25 100 +5 100+ 2,5 2,5

2,5 3,125 100 + 2,5 100 + 0,625 1,25




3.5.3 Ensaio da atividade sinérgica in vitro

Para analisar o sinergismo, foi determinada a concentracdo inibitoria (Clsp) de cada
substancia, posteriormente realizou-se um novo microteste fazendo as seguintes combinacdes:
4-NCAC; com 6a-ACG; e 6a-HIDROXI e 60-ACG. As combinacbes foram preparadas nas
seguintes proporcdes de 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5, em placas de 96 pocos, com suas
duplicatas. As concentrac@es iniciais estdo descritas na Tabela 5, posteriormente foi realizada

diluicdes seriadas. Como controle positivo e negativo foram utilizadas as drogas cloroquina e

quinina, respectivamente.

Tabela 5: Concentragdes iniciais dos compostos para cada associacao.

Proporcao

Concentragéo Iniciais dos Compostos (UM)

4-NCAC, 60-ACG 60-HIDROXI 60-ACG
5:0 40 - 40 -
4:1 32 16 32 16
3:2 24 32 24 32
2:3 16 48 16 48
1:4 8 64 8 64
0:5 - 80 - 80

A partir da Clso de cada associacdo, foram realizadas os seguintes célculos:

- Concentracdo inibitoria fracionaria (CIF) = Clso do farmaco combinado / Clsy do farmaco

individual;

- Somatoria da concentragdo inibitoria fracionaria (XCIF) = CIF do farmaco A + CIF do

farmaco B;

- Média da somatdria da concentracdo inibitdria fracionaria (XXCIF) = somatoria das XCIF /

4.

Com base no XXCIF foi possivel classificar a associacdo dos compostos de acordo

com o Quadro 4 (ODDS, 2003; BIAVATTI, 2009).
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Quadro 4: Classificacdo da associagao.

XXCIF Classificacao
<0,5 Sinérgica
>0,5 Indiferente

>4 Antagonica

Onde, sinérgica representa efeito aumentado a partir da associacdo dos compostos;
indiferente, falta de efeito; e antagobnica, ligacdo dos compostos quimicos aos receptores

agonistas, porém sem ativa-los.

3.5.4 Ensaio de atividade antiplasmddica in vivo

A cepa NK65 do P. berghei foi mantida em camundongos albinos por passagens
sanguineas semanais de animal para animal. A parasitemia foi acompanhada por esfregacos
sanguineos corados pelo Pandtico® e examinados em microscopio oOtico (100x). O animal
com o percentual de 10-20% de parasitemia foi considerado ideal para o teste. Para
padronizacéo, foram inoculadas 10° hemacias parasitadas diluidas em 200 pL de PBS por via
intraperitoneal. Os camundongos foram divididos em grupo de controle negativo, tratado com
6leo de castor, e grupo de controle positivo, tratado com dose curativa de 10 mg/kg/dia de
cloroguina. Apds 24 h de inoculagdo, os animais foram tratados com 25 mg/kg/dia de DIL,
100 mg/kg/dia de 6a-ACG, 200 mg/kg/dia de 4-NCAC,, além do tratamento binario de 25
mg/kg/dia de DIL + 100 mg/kg/dia de 6a-ACG, 25 mg/kg/dia de DIL + 200 mg/kg/dia de 4-
NCAC,, por 4 dias consecutivos, via oral (PETERS, 1965; ROCHA E SILVA et al., 2011).
No 5° e 7° dias de teste, a parasitemia foi avaliada a partir de esfregacos sanguineos, fixados e
corados pelo Panotico® e examinados em microscopio otico (1000x). A supressdo do
protozoério e calculada em relacdo aos respectivos controles em cada experiéncia, de acordo
com a equacéo:

Supresséo da parasitemia = 100 x (A — B)/A
Onde: A= Media da parasitemia do controle negativo; B = Média da parasitemia do grupo
teste (OBIH e MAKINDE, 1984).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA E IDENTIFICACAO DE
SUBSTANCIAS

4.1.1 6a-ACG

O composto 6a-ACG foi obtido em forma de cristal branco. Foi analisado por meio de
LC-HRMS, onde apresentou o fon molecular protonado de m/z = 541,2438 [M* + H],
correspondendo a uma formula molecular de C3yH3609, com erro de A = 2,2 ppm (Anexo C).

Para a confirmag&o da estrutura de 6a-ACG foram analisados dados de RMN *H e **C
(Anexos D a F). As referidas estruturas séo resultados de dissertacGes e teses de dados ja
comparados com a literatura, entdo foram tabelados apenas os dados espectrais e comparado

com a literatura, 0s mesmos se encontram na Tabela 6.

Figura 9: Estrutura quimica do 6a-acetoxigedunina.
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Tabela 6. Comparagéo dos dados de RMN *H e **C de 6a-ACG e dados da literatura.
Dados de RMN de *H e *C de 6a-ACG (CDCls, 300 MHz (*H), 75MHz (:3C)).

RMN de “°C (8¢)

RMN de *H (8y)

N° carbono 6-a-ACT Lit.* 6-a-ACT Lit.*
C-1 156,2 156,2 7,1d(J 7,07d (J=10,1
=10,1Hz) Hz)
C-2 126,6 126,6 598d(J=10,1 594d(J=10,1
Hz) Hz)
C-3 204,1 204,1 - -
C-4 50,0 44,9 - -
C-5 47,8 47,8 256d(J =125 252d(J=124
Hz) Hz)
C-6 69,7 69,7 5,31 dd (J 5,27 dd (J
=12,5; 2,36 Hz) =12,4; 2,4 Hz)
C-7 72,6 72,6 493d(J=236 489d(J=24
Hz) Hz)
C-8 43,1 43,1 - -
C-9 38,4 38,4 2,57 dd (J= 2,53m
12,5; 5,0 Hz)
C-10 40,6 40,6 - -
C-11 15,0 15,0 2,02m;1,87m 1,85m;1,98m
C-12 25,9 25,9 1,77m;1,63m  159m;1,74m
C-13 38,8 48,8 - -
C-14 69,5 69,5 - -
C-15 56,2 56,2 3,655 3,61s
C-16 167,2 167,1 - -
C-17 78,1 78,1 5,64 s 561s
C-18 17,9 17,9 1,28 s 1,24's
C-19 21,0 21,4 1,25s 1,21s
C-20 120,3 120,3 - -
Cc-21 141,2 141,2 7,5dl (J=1,32 7,41d (J=1,3
Hz) Hz)
C-22 109,8 109,8 6,36 t (J=1,32 6,33t (J=1,3
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Hz) Hz)
C-23 143,1 143,1 7,4 dl (J=1,32 7,41t (J=1,3
Hz) Hz)
C-28 31,7 31,6 1,29 s 1,26s
C-29 20,3 20,2 1,20s 1,17 s
C-30 18,1 18,1 1,30s 1,27s
6-CO,CH3 21,2 21,2 2,07s 2,03s
7-CO,CH3 21,4 21,9 2,18s 2,155
6-CO,CH3 170,2 170,1 - -
7-CO,CH3 170,1 170,0 - -

Fonte: * Hofer, 2009

4.1.2 4-NC

O composto 4-NC foi obtido em forma de liquido viscoso de coloragédo alaranjado. Foi
analisado por meio de LC-HRMS, onde apresentou o ion molecular protonado de m/z =
400,55 [M" + H], o que corresponde a um formula molecular de Cy;H3002, com erro de A =
1,7 ppm (Anexos G e H).

Os espectros de RMN 'H foram tabelados e comparados com os dados
espectroscopicos da literatura. Como pode ser observado na Tabela 7, o composto 4-NC
apresenta dados de RMN de ‘H e *3C idénticos a literatura, confirmando a autenticidade do
composto e o0 seu alto grau de pureza. Os espectros ndo serdo detalhadamente descritos neste
trabalho porque todas as substancias isoladas foram resultados de dissertacOes e teses de

dados ja comparados com a literatura.

Figura 10: Estrutura quimica do 4-NC.
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Tabela 07. Comparacio dos dados de RMN *H e **C do 4-NC e dados da literatura.

Dados dos espectros de RMN de *H e **C do 4-NC (RMN-300 MHz/75 MHz; ppm;

CDCly).
RMN de 2C (8¢) RMN de H (1)
N© 4-NC Lit.* 4-NC Lit.*
carbono
C-1 140,9 1411 - -
C-2 143,1 143,2 - -
C-3 114,9 1151 6,80d (J=3Hz) 683 (J=2 Hz)
C-4 141,3 141,4 - -
C-5 119,0 119,3 6,78dd (J=9:3 6,73 dd (3=8; 2
Hz) Hz)
C-6 114,2 114.4 6,87 d (J=9 Hz) 6,78 d (J=8
Hz)
C-1’ 1115 111,6 5,08 dd (J= 5,05 dd (J=
9; 3Hz) 10,5; 1,3 Hz)
5,00 dd (J=
17; 1,3 Hz)
c-2’ 147,0 1471 6,00 dd (J=18; 5,97 dd (J=
12 Hz) 17; 10,5 Hz)
C-3’ 43,8 43,8 -
c-4 41,0 41,2 1,72m 1,90 m
C-5° 23,1 23,2 1,84m 1,60 m
C-6’ 1245 1245 510t(J=3Hz)  508t(J=75
Hz)
C-7’ 135,0 1351 - ]
C-8’ 39,6 39,7 1,99 m 2,10 m
C-9 26,7 26,8 2,06 m 1,90 m
C-10° 1245 124,7 511t(3=3Hz)  500t(J=75

Hz)



C-1r°
C-12
C-13
C-14
C-15°

131,4
25,6
17,6
15,0
25,0

131,4
25,7
17,7
15,9
25,0

1,34s
1,62s
1,54 s
1,70s

151s
1,59s
1,67s
1,30s
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Fonte: * KIJJOA et al. (1980).

4.1.3 DIL

O composto DIL obtido em forma de liquido amarelado e solavel em CHClI;, foi

analisado por meio de LC-MS, onde apresentou o ion molecular protonado de m/z = 222,24
[M* + H], e formula molecular de C1,H1404 (Anexos | e J). Os espectros de RMN *H e *C

foram analisados com o intuito de confirmar a referida estrutura, isso foi realizado por meio

de comparacdo entre os dados espectrais obtidos e o encontrado na literatura conforme Dill

(2009), todos os dados entdo inseridos na Tabela 8. Os espectros confirmam o alto grau de

pureza de DIL. Apesar de ter sido usado espectros bi-dimencionais, 0s mesmos ndo serdo

detalhados, tendo em vista que todas as substancias isoladas foram resultados de dissertacdes

e teses de dados ja comparados com a literatura.

OCHj

Figura 11: Estrutura quimica do DIL.
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Tabela 8. Comparagéo dos dados de RMN *H e *C do DIL e dados da literatura.
Dados dos espectros de RMN de *H e **C do DIL (RMN-300 MHz/75 MHz; ppm;

CDCly).
RMN de “C (8¢) RMN de *H (&)

N° carbono DIL Lit.*> DIL Lit.*
c-1 136,0 136,5
C-2 102,7 101,5 5,90 (2H, s) 5,81 (2H)
C-3 144,7 145,0 -
C-4 137,8 137,8 -
C-5 144,4 145,0 -
C-6 126,2 126,6 -
C-7 102,7 102,3 6,37 (1H, s) 6,33 (1H)
C-8 33,9 33,8 3,31 (2H, dt) 3,32 (2H, dd)
C-9 137,4 137,8 5,95 (1H, m) 5,88 (1H, m)
C-10 115,5 115,8 509 (2H, m)  4,68;4,71 (2H,

dd)

c-11 61,2 61,6 3,97 (3H, s) 3,77 (3H, s)
C-12 61,6 69,3 4,03 (3H, 9) 4,03 (3H, s)

Fonte: *Dill, 2009

4.1.4 Avaliacdo do teste de citotoxicidade

Foi avaliada a citotoxicidade para as células normais das substancias DIL, 6a-ACG e
4-NCAC;, a metodologia adotada foi alamar blue, a mesma tem como propoésito avaliar se
ocorre alguma interferéncia na viabilidade da linhagem celular. Apés a leitura da microplacas
por fluorescéncia, observou-se que nenhuma das substancias testadas eram toxicas para as
células normais (fibroblastos humanos MRC-5), dados que corroboram com Bernard Omar et
al.(2003), Pereira et al. (2014), Rocha e Silva et al. (2015).
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4.1.5 Atividade antiplasmodica in vitro

O teste foi realizado trés vezes em semanas diferentes com suas respectivas duplicatas,
a média da Clsp dos testes é apresentado na Tabela 9.

O Clsp de 6a-ACG foi de 24,6 puM, enquanto os dados de Pereira et al. (2014) foi 7
MM. O 4-NCAC; apresentou um Clso de 13,57 uM enquanto Rocha e Silva et al. (2015) relata
Clso de 4,8 uM. Ja o Clsq de 60-HIDROXI foi de 6,74 uM, dado equivalente ao de Pereira et
al. (2014), Clsp de 5 uM. O DIL apresentou CI50 < 100 uM, a literatura apenas relata que
DIL ndo apresenta atividade antiplasmodial in vitro, porém, ndo descreve com exatiddo o
valor do Clsp. O valor do Clsg para a associagdo de 6a-ACG com DIL foi 5,23 puM, enquanto
4-NCAC; com DIL foi 2,54 uM e 60-HIDROXI com DIL foi 2,06 uM. Foi possivel observar
gue quando associados ao DIL, as substancias apresentam um melhor ICso. N&o existem

relatos na literatura para estes tipos de associagdes.

Tabela 9: Valores da Clsg in vitro contra P. falciparum K1.

Substancias Clso (ULM)
60-ACG 24,6
4-NCAC, 3,57
DIL > 100
60-HIDROXI 6,74
60-ACG + DIL 5,23
4-NCAC, + DIL 2,54

60-HIDROXI + DIL 2,06

Foi possivel observar que o DIL sozinho ndo teve efeito significativo sobre a
parasitemia, mas quando associado as outras substancias tem uma melhora significativa.
Foram considerados com baixa atividade apresentando Clsy acima de 50ug/mL para cepas

resistentes e sensiveis a cloroguina (DILL, 2009).



4.1.6 Atividade sinérgica in vitro

48

Foram estudadas duas associac@es in vitro contra P. falciparum: 4-NCAC; e 6a-ACG;

60-HIDROXI e 6a0-ACG. As concentracdes iniciais das substancias foram 40 yuM para 4-
NCAC,, 40 uM para 60-HIDROXI e 80 puM para 6a-ACG. As concentra¢des das substancias
na placa teste é demostrada na Figura 12.

5:0 4:1
100% A 80% A
M 20% B
pM
40 32 16
20 16 8
10 8 4
5 4 2
2,5 2 1
1,75 1 0,5
0,85 0,5 0,25

3:2

60% A
40% B

24
12

6

3
1,5
0,75

0,37

pM

5

32

16

1

0,5

2:3
40% A

60% B
M

16 48
8 24
4 12
2 6
1 3
0,5 1,5

0,25 0,75

1:4

20% A
80% B

M

1
0,5
0,25

0,125

Figura 12: Concentracdo em uM de cada substancia na placa teste.

64

32

16

80

40
20

10

2,5

1,75

Ao final de cada experimento de associa¢do, foram geradas dez curvas do tipo dose-

resposta, que corresponde a Clsg, conforme pode ser observado nas Figuras 13 e 14. Sendo

que, quatro curvas dose-resposta, correspondem a combinagédo das substancias em diferentes

(4:1, 3:2, 2:3, e 1:4) e duas curvas correspondentes as substancias administradas sozinhas (5:0

e 0:5). Apos determinar o Clso de cada associagdo, € realizado o calculo do CIF da associacéo,

definido a CIF foi feito o calculo da Y CIF e, por conseguinte foi possivel calcular a X> CIF e

definir a classificacdo da associagéo.

A Clsode 4-NCAC; foi 13,32 uM enquanto que 6a-ACG apresentou Clsode 24,07 uM.

Ao se calcular a ZCIF de cada associacdo, foram obtidos valores que variaram de 1,22 a 2,97

(Tabela 10).
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Figura 13: Curvas de dose-resposta geradas pela associacdo de 4-NCAC, e 6a-ACG em P. falciparum.
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Figura 14: Curvas de dose-resposta geradas pela associa¢do de 6a-HIDROXI e 6a-ACG em P. falciparum.
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Tendo como referéncia a Clso de cada associacdo, e as respectivas CIF de ambas as
substancias, foi calculada a XY CIF, as quais sdo apresentadas na Tabela 11. Baseado na
classificacdo de Odds (2003) apresentada no topico 3.6.3 da Metodologia (Quadro 4), tanto a
associacdo entre 4-NCAC; e 6a-ACG, como 60-HIDROXI e 6a-ACG apresentaram interacdo
indiferente. Por sua vez, a média da XCIF, a qual representa o comportamento geral da
associacdo foi de 1,74, indicando uma interacdo indiferente de acordo com a classificacdo

adotada no presente trabalho.

Tabela 10: Valores de Clsp da associacdo entre as substancias 4-NCAC; e 60-ACG em P,
falciparum.

CEsp da associagao (uM) CIF da associagdo
Associacdo (C1 95 %) (M) >CIF XY CIF
4-NCAC; 6a-ACG 4-NCAC; 6a-ACG
5:0 13,32 - - - -
4:1 13,15 5,82 0,99 0,23 1,22
3:2 10,48 13,11 0,78 0,53 1,31 1,74
2:3 8,53 20,25 0,64 0,82 1,46
1:4 7,56 59,59 0,56 2,41 2,97
0:5 - 24,07 - - -

A Clso de 6a-HIDROXI foi 7,52 uM (Tabela 11) enquanto que 6a-ACG apresentou
Clso de 24,08 uM. Ao se calcular a XCIF de cada associagdo, foram obtidos valores que
variaram de 0,71 a2 0,9.

Tendo como referéncia a Clso de cada associagéo, e as respectivas CIF de ambos as
substancias, foi calculada a XY CIF (Tabela 12). Por sua vez, a média da XCIF, a qual
representa o comportamento geral da associacdo foi de 0,75, indicando uma interacdo
indiferente de acordo com a classificagéo adotada no presente trabalho.

Tanto a associacdo entre 4-NCAC; e 6a-ACG quanto 6a-HIDROXI ¢ 6a-ACG foram

classificadas como indiferente, ou seja, ndo apresentam atividade sinérgica.
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Tabela 11: Valores da Clsp da associacao entre as substancias 6o-HIDROXI e 6a-ACG em P.
falciparum.

CEsp da associagao (uM) CIF da associagéo (uM)

Associacao (1C 95 %) (1C 95%) >CIF X)CIF
6a-HIDROXI 6a-ACG 60-HIDROXI 6a-ACG

5:0 7,52 - - - -

4:1 4,64 2,34 0,62 0,09 0,71

3:2 3,46 4,62 0,46 0,19 0,65

2:3 2,69 9,14 0,36 0,37 0,73 0,75
1:4 4,33 8,0 0,58 0,32 0,9

0:5 - 24,08 - - -

4.1.7 Atividade antiplasmadica in vivo

Para avaliacdo da atividade antimalarica in vivo foi utilizado o teste de supressdo de
Peters (1965). Foram formados 7 grupos de 5 camundongos cada, no qual se dividiram em
grupo controle positivo (tratado com clorogquina 10 mg/kg/dia), grupo controle negativo (6leo
de castor/OC 10%), e grupos testes (tratados com as substancias de modo unitario e binario).
Os animais foram tratados via oral com as substancias 6a-ACG, 4-NCAC, e DIL. Também
foi realizado o tratamento binario com as combinagdes: 6a-ACG e DIL; 4-NCAC; e DIL; 6a-
ACG e 4-NCAC.,. O resultado do teste esta apresentado na Tabela 12.

O DIL na dose de 25 mg/kg/dia apresentou supressdo da parasitemia de 19,3 % e 33,6
% no quinto e sétimo dia, respectivamente. No entanto, Omar et al. (2003) nao apresentou
nenhum tipo de inibicdo em doses que variaram de 25-100 mg/kg/dia, porém, foi identificado
algumas diferencas nos estudos, como por exemplo, este estudo utilizou camundongo Balb/c,
infectado com P. berghei, cepa NK65, enquanto Omar et al. (2003) camundongo CD1,
infectado com P. berghei, cepa ANKA.

A inibigdo da parasitemia de 6a-ACG na dose de 100 mg/kg/dia foi de 25 % no quinto
dia e auséncia de atividade no sétimo dia. O trabalho de Pereira et al., (2014) apresentou
atividade amplasmodial superior a este estudo utilizando a mesma dose, com inibicdo da

parasitemia de 65 % e 46,3 % no quinto e sétimo dia, respectivamente.
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O 4-NCAC; na dose de 200 mg/kg/dia apresentou supressao da parasitemia de 35,5 % e
40 % no quinto e sétimo dia, respectivamente. Rocha e Silva et al. (2015) utilizou a mesma
dose e a inibicao da parasitemia foi de 62 % e 42 % no quinto e sétimo dia, respectivamente.

Quando associado a dose de 25 mg/kg/dia de DIL a de 100 mg/kg/dia de 6a-ACG, foi
possivel observar sinergismo, como uma melhora nos indices de inibicdo da parasitemia
quando comparado ao resultado de 6a-ACG administrado sozinho, com 30,3 % e 47,5 % no
quinto e sétimo dia, respectivamente. Todavia, quando associado DIL na dose de 25
mg/kg/dia a de 200 mg/kg/dia de 4-NCAC,, ocorreu uma diminuicdo da atividade
antiplasmodial quando comparado a atividade de 4-NCAC; administrado sozinho, que foi de
20,7 % no quinto dia auséncia de atividade no sétimo dia. Apesar de inicialmente ndo fazer
parte dos objetivos deste trabalho, foi combinado 100 mg/kg/dia de 6a-ACG a 200 mg/kg/dia
de 4-NCAC,, a inibicdo da parasitemia foi de 18,1 % e 20,3 %, no quinto e sétimo dia,
respectivamente, ou seja, atividade antiplasmodial inferior do que administradas essas

substancias sozinhas.

Tabela 12: Supressdo in vivo do crescimento de P. berghei apds tratamento oral do
hospedeiro com as substancias.

Inibi¢do da parasitemia (%) Tempo de sobrevida
Dose (mg/kg/dia) + DP (dias)
Dia5 Dia7
60-ACG 25,0 0 17+0
100
ANCAC, 35,5 40,0 201
200
DIL 19,3 33,6 19+2
25
6a-ACG + DIL 30,3 47,5 202
100 + 25
4NCAC,+ DIL 20,7 0 170
200 + 25
6a-ACG + 4NCAC; 18,1 20,3 24 £ 2
100 + 200
Cloroquina 99,1 98,7 > 40
10
oC 3,6+0,7 2,1+£05 17+0,5
10%

Em ensaios anteriores de supressdo da parasitemia in vivo, foi utilizado DMSO e agua

na formulagdo. O presente trabalho se diferenciou dos demais do Lapaam, a fim de melhorar a
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absorcédo. Foi desenvolvida uma formulacdo utilizando OC 10%, tendo como resultado final
uma emulsdo em agua.

Semelhante a pesquisa de Omar et al. (2003), o DIL foi capaz de aumentar 0s
niveis de inibicdo da parasitemia por P. berghei em associacdo com um limonoide, neste
estudo 0 60-ACG. Foram observados niveis ligeiramente mais elevados do que quando 6a-
ACG foi utilizado sozinho. Em contra partida, o DIL inibiu a parasitemia in vivo na dose de
25 mg/kg/dia de maneira significativa no sétimo dia. Ressalta-se que Omar et al. (2003)
utilizou oleo essencial cujo principal componente era DIL, nos ensaios in vivo empregou
doses que variavam de 25 mg/kg/dia & 100 mg/kg/dia e nenhuma concentra¢do evidenciou
atividade antiplasmodial, distinto deste trabalho que utilizou o DIL purificado e se
demonstrou ativo contra P. berghei.

Ressalta-se a importancia de repetir o teste in vivo duas vezes, o que nao foi possivel
durante o periodo deste estudo.

Para Silva (2012), as substancias, quando administradas concomitantemente, criam a
possibilidade de que uma possa alterar os efeitos farmacologicos da outra. O resultado final
pode ser a intensificacdo, como ocorreu neste trabalho associando o limondide ao DIL,
diminuigéo dos efeitos de uma ou das duas drogas, como observado associando o0 4-NCAC,;
ao DIL, até o aparecimento de novo efeito que ndo é observado com nenhum dos dois

farmacos usados isoladamente.
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CONCLUSAO

Né&o foi observado sinergismo in vitro em combinacbes de 4-NCAC, + 6a-ACG ou
60-HIDROXI + 6a-ACG.

Um efeito sinérgico relevante foi observado para DIL + 6a-ACG contra P. falciparum
in vitro. Precisa de mais repeticdo para confirmar esse resultado.

Dilpaiol administrado via oral em doses de 25 mg/kg/dia apresentou supressdo
relevantes de P. berghei. Esse resultado precisa de confirmagdo em outro experimento
administrados via oral, o DIL (25 mg/kg/dia) + 60-ACG (100 mg/kg/dia) exibiram niveis
significativos de supressdo da parasitemia nos dias 5 e 7, aléem de efeitos sinérgicos em
relacdo aos mesmos administrados separadamente. Repeticdo da avaliacdo in vivo se faz

necessaria para confirmacao do resultado.
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ANEXO A — Comprovante de registro para coleta de material botanico autorizado pelo

ANEXOS

SISBIO.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagso em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fiingico e microbiolégico

Niamero: 46477-1 Data da Emissao: 03/10/2014 09:10

Dados do titular

| Nome: Ledjane Vieira de Freitas CPF: 905.337.122-20

Observagoes e ressalvas

1

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territdrio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, 3 difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

A autorizago n&o eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: |) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades
forem realizadas em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacao federal cujo processo de regularizagao fundigria enconfra-se em curso;
11} da comunidade indigena envolvida, cuvido o drgdo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; |1} do Conselho de
Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em area indispensavel 8 seguranga nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades
de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a exploragio de

C fossiliferos ou a extragdo de espécil fésseis; VI) do drgdio gestor da unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

[s] biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no Ambito do ensino superior.

E necessario a obtengdo de anuéncias previstas em outros insirumentos legais, bem como de consentimento do responsavel pela area, pdblica ou privada, onde sera
realizada a atividade

Este documento nio abrange a coleta de vegetais hidrobios, tendo em vista que o Decreto-Lei n® 221/1967 e o Art. 36 da Lei n® 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de obtencdo de autorizagdo para coleta de vegetais hidrobios para fins cientificos..

A autorizagdo para envio ao exterior de matenal biclogico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br {Servigos on-line -
Licenca para 50 ou exportacio de flora e fauna - CITES e ndo CITES)

Este documento ndo & valido para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ar ¢adas de extingaoc; b) recebimento ou envio
de material biologico ao exterior; & c) izagdo de pesquisa em unidade de conservagao federal ou em cavemna.

Este documento nae dispensa o cumprimento da legislagdo que dispGe sobre acesso a componente do patimanio genético existente no temitono nacional, na
plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informagSes em www.mma.gov.bricgen.

Taxons autorizados

# Nivel taxondmico | Taxon(s)
1 |ESPECIE | Piper aduncum, P sprucei, Carapa procera, Carapa guianensis, Pothomorphe peltata

Este documento (Comprovante de registro para coleta de material botanico, fingico e microbiolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa

n°154/2007. Através do codigo de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio

da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO B — Parecer da Comisséo de Etica para Uso de Animais.

. PRESIDENCIA DA REPUBLICA )
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA
ASSESSORIA DE APOIO AOS ORGAOS COLEGIADOS

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO SOBRE PROTOCOLOS DE PESQUISAS NO
USO DE ANIMAIS

Nimero do Protocolo: 029/2013 Data de Entrada: 13/11/2013

Pesquisador Responsivel: ADRIAN MARTIN POHLIT

“Nucleo de novas safras e substincias ativas em escala multigrama de

Titulo do Projeto:
plantas amazonicas (NOSSAPLAM)”

Inicio do projeto: 02/02/2014
Fim do projeto: 01/02/2016

Institui¢io Responsidvel: INPA

INFORMACOES SOBRE O MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL

ESPECIE LINHAGEM IDADE PESO QUANTIDADE
APROX. =
Fémea
800
Mus musculos Balb/c 6+ semanas | 25+5g p
ara 24 meses
RECOMENDACAO FINAL

Indica¢io: APROVADO

Data de libera¢do do Parecer: 04.09.2014.

Atenciosjamente, / /)
T
|
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ANEXO C — RMN 'H da substéncia 6a-ACG (CDC13, 300 MHZ).
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Current Data Parameters

NAME Ledjane_1LVF41E
EXPNO 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20161214

Time 1723
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

D 65536
SOLVENT CDC13

NS 32

DS 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 10.0721

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 1033.1 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

Pl 7.64 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.1999998 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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ANEXO D — RMN *3C da substancia 60-ACG (CDC13, 300 MHZ).
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P1 8.75 usec
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ANEXO E — Ampliacio da regido & 4,8-7,5 do RMN *H da substancia 6a-ACG (CDC13, 300 MHZ).
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ANEXO F — Ampliagdo da regido 6 1,1-2,7 do RMN *H da substancia 6a-ACG (CDC13, 300 MHZ).
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ANEXO G — RMN *H da substancia 4-NC (CDC13, 300 MHZ).
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ANEXO H — RMN *3C da substancia 4-NC (CDC13, 300 MHZ).
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ANEXO | - RMN *H da substancia DIL (CDC13, 300 MHZ).
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ANEXO J— RMN *C da substancia DIL (CDC13, 300 MHZ).
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