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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a composicdo quimica e avaliar a atividade
antiplasmaddica in vitro de extratos e substancias de Bertholletia excelsa, através de estudo
bioguiado. Residuos de raiz, casca de raiz, casca do caule e entrecasca desta espécie foram
coletados, provenientes da Fazenda Aruand em ltacoatiara—AM. Os extratos foram preparados
com base em um planejamento experimental de misturas do tipo simplex-centroide, com trés
componentes diferentes (Grupo 1: hexano, diclorometano e acetato de etila, e grupo 2: acetona,
etanol e agua). Realizou-se um estudo quimiométrico, baseado em dados de espectrometria de
massas desses extratos, onde os dados obtidos foram tratados e interpretados no programa
Chemoface. A andlise foi realizada por parte da planta, a fim de identificar extratos com
componentes com m/z associados a atividade antiplasmodica. Os extratos foram testados para
atividade antimalérica in vitro frente & cepa K1 de P. falciparum inicialmente por screening
(triagem) inicial em duas concentragdes (50 e 5 pg/mL). Dos quarenta e um (41) extratos que
foram priorizados para determinacdo de concentracdo inibitoria de 50% (Clso), nas concentracdes
de 100 a 1,56 pg/mL, quatro (4) dos extratos da raiz foram parcialmente ativos (10,3 — 12,3
pg/mL) e trinta e sete (37) foram considerados ativos (1,7 — 8,2 ug/mL), destacando-se o extrato
obtido da entrecasca da B. excelsa na mistura acetona/etanol/agua (E56) como o mais ativo (1,7
pg/mL). Os dados quimiométricos foram trabalhados para encontrar uma relacdo entre os
extratos ativos e o perfil quimico, notando-se a presenca de trés (3) picos principais: 301; 447;
469 nos extratos ativos. Estes resultados ao serem correlacionados com atividade e rendimento
dos extratos ajudou a definir a escolha do extrato E56 para separacdo por CLAE, entdo uma nova
extragdo em maior escala foi realizada. A fragdo metandlica do E57, obtida por coluna de EFS
(extragdo em fase sélida), foi analisada por CLAE, resultando na coleta de 6 substancias. A
identificacdo/caracterizacdo das substancias obtidas foi realizada por meio das analises dos
espectros de RMN de H e de 3C (mono e bidimensionais) e EMAR, conforme as caracteristicas
estruturais, observando-se que o0s sinais caracteristicos correspondem a acido elagico e derivados
(&cido valoneico dilactona, &cido elagico hexosideo, acido elagico pentosideo, eschweilenol C e
acido metil-elagico ramnopiranosideo), apresentando atividade antiplasmodica (ICso = 2,08 —
9,47 uM) e antioxidante (ICso = 15,58 — 35,47 uM) importantes. O fracionamento bioguiado se

mostrou eficiente no isolamento de substancias com atividade antiplasmodial in vitro.

Palavras-Chaves: castanha-do-Brasil, Bertholletia excelsa Bonpl., acido elégico, P. falciparum.



ABSTRACT

This work aimed to study the chemical composition and evaluate the in vitro
antiplasmodic activity of extracts and substances from Bertholletia excelsa, through bioguided
study. Root residues, root bark, stem bark and bark of this species were collected, from Fazenda
Aruand in Itacoatiara — AM. The extracts were prepared based on an experimental design of
mixtures of the simplex-centroid type, with three different components (Group 1: hexane,
dichloromethane and ethyl acetate, and group 2: acetone, ethanol and water). A chemometric
study was carried out, based on mass spectrometry data of these extracts, where the obtained data
were treated and interpreted in the Chemoface program. The analysis was carried out by the plant,
in order to identify extracts with components with m/z associated with antiplasmodic activity.
The extracts were tested for antimalarial activity in vitro against the P. falciparum K1 strain
initially by initial screening in two concentrations (50 and 5 pg/mL). Of the forty-one (41)
extracts that were prioritized to determine the 50% inhibitory concentration (ICso), in the
concentrations of 100 to 1.56 pg/mL, four (4) of the root extracts were partially active (10.3 -
12.3 pg/mL) and thirty-seven (37) were considered active (1.7 - 8.2 pug/mL), highlighting the
extract obtained from the B. excelsa bark in the acetone/ethanol/water mixture (E56) as the most
active (1.7 pg/mL). The chemometric data were worked to find a relationship between the active
extracts and the chemical profile, noting the presence of three (3) main peaks: 301; 447; 469 in
active extracts. These results, when correlated with activity and yield of the extracts, helped to
define the choice of extract E56 for separation by HPLC, so a new extraction on a larger scale
was performed. The methanolic fraction of E57, obtained by column solid phase extraction, was
analyzed by HPLC, resulting in the collection of 6 substances. The identification/characterization
of the substances obtained was carried out by analyzing the *H and **C NMR spectra (mono and
two-dimensional) and LC-MS, according to the structural characteristics, observing that the
characteristic signs correspond to ellagic acid and derivatives (valoneic acid dilactone, ellagic
acid hexoside, ellagic acid pentoside, eschweilenol C and methyl ellagic acid ramnopyranoside),
with antiplasmodic activity (ICso = 2.08 - 9.47 uM) and antioxidant (ICso = 15.58 - 35.47 uM)
important. Bioguided fractionation proved to be efficient in the isolation of substances with

antiplasmodial activity in vitro.

Keywords: Brazil nut, Bertholletia excelsa Bonpl., Ellagic acid, P. falciparum.
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1. INTRODUCAO

No contexto das endemias mundiais, o flagelo da malaria continua a matar mais de
400.000 pessoas a cada ano, se posicionando como uma das doencas infecto-parasitarias com
maiores taxas de morbidade e mortalidade, atingindo mais fortemente mulheres gravidas e
causando a morte de uma crianga menor de cinco anos, a cada dois minutos. De acordo com
os dados recolhidos do ultimo relatério mundial da malaria, em 2018 houve um nimero
estimado de 228 milhdes de casos e 405.000 mortes em todo o mundo. Isso representa cerca
de 3 milhdes a menos de casos e 11.000 a menos de mortes em comparagéo com 2017 (OMS,
2018; OMS, 2019). Apesar da reducdo no nimero de casos de malaria dos Ultimos anos, e
embora a maior incidéncia da doencga seja no continente africano, a disseminacao da doenca
é uma realidade preocupante pelo possivel surgimento de parasitos resistentes as drogas ja
disponiveis no mercado.

Na auséncia de uma vacina efetiva contra a malaria, a farmacoterapia €, atualmente,
uma arma capaz de auxiliar no controle e combate a essa enfermidade. Os antimalaricos
naturais, quinina e artemisinina, que deram origem aos antimalaricos quinolinicos e
derivados da artemisinina, foram isolados das espécies vegetais Cinchona officinalis e
Artemisina annua, respectivamente (KLAYMAN, 1985; CECHINEL & YUNES, 1998). No
entanto, a resisténcia de Plasmodium falciparum e P. vivax a estas e outras drogas, constitui
um grave problema para a salde publica e afeta negativamente os esforgcos para controlar
esta doenca (POHLIT et al., 2013).

Na Africa, 80% da populacdo faz uso da medicina tradicional como primeiro
tratamento para a malaria. Estudos indicam o uso de mais de 1.200 espécies de plantas ao
redor do mundo para o tratamento da malaria e das febres que ela causa (WILLCOX et al.,
2004; DEHARO & GINSBURG, 2011). Estudos etnoboténicos como fonte de busca séo
mais eficientes na descricdo e descoberta de plantas com potencial terapéutico do que a busca
aleatéria (BRANDAO et al., 1992; ELISABETSKY, 2005). Ainda no caso das populagdes
amazonicas, o dificil acesso ao tratamento, complica 0 uso adequado desses farmacos, e 0

uso de plantas e frutos com objetivos medicinais, baseado no conhecimento tradicional, é
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uma realidade frequente que, desde antepassados indigenas, usavam as riquezas naturais da
floresta no combate de diversas afeccoes (MARTINS, 2013).

Em meio a esta grande diversidade de etnoespécies regionais de uso conhecido na
medicina tradicional no tratamento da malaria, encontra-se a castanheira (Bertholletia
excelsa) (OLIVEIRA et al., 2015). A castanheira € uma espécie de grande importancia
socioecondmica 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 é conhecido seu uso no tratamento de moléstias do figado, hepatite e malaria. A
casca, a entrecasca, e as améndoas desta espécie sdo utilizadas na preparacdo de chés para o
tratamento de malaria e outras enfermidades (BRANDAO et al., 1992; COELHO-
FERREIRA, 2009; TOMCHINSKY, 2014; FRAUSIN et al., 2015).

As técnicas instrumentais, principalmente nas areas da espectrometria de massas e
cromatografia (CHIARADIA et al., 2008), tém surgido como uma excelente ferramenta para
o estudo do metabolismo secundério de plantas, fornecendo uma alternativa rapida e eficiente
frente as estratégias classicas envolvidas no estudo de produtos naturais.

Uma alternativa para a obtencdo de novas substancias biologicamente ativas a partir de
extratos naturais complexos é o desenvolvimento de estudo bioguiado. Neste contexto, o
presente trabalho realizou o estudo quimico e biol6gico a partir de residuos da espécie B.
excelsa em abordagens diferenciadas envolvendo planejamento de misturas do solvente
extrator, instrumentacdo analitica e ferramentas quimiométricas visando o isolamento de

novas substéncias ativas com potencial antimalérico in vitro contra Plasmodium falciparum.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Malaria no mundo e no Brasil

A malaria, popularmente conhecida como paludismo ou febre intermitente, € uma
doenca infecciosa parasitaria, transmitida por mosquitos do género Anopheles e provocada
por protozoarios do género Plasmodium. Apresenta grande morbidade, sendo considerado
um dos mais graves problemas de saude publica do mundo. Esta parasitose acomete milhdes
de pessoas nas areas tropicais e subtropicais do planeta, e continua sendo de consideravel
impacto econdémico no Brasil e no mundo. De acordo com o ultimo Relatério Mundial da
Maléria, ndo houve ganhos globais na diminui¢éo de novas infeccGes por malaria de 2014 a
2018. Em 2018 foram registrados 228 milhGes casos de malaria e 405.000 mortes no mundo,
e praticamente ndo houve reducéo nos 6bitos por malaria em 2018 quando comparado ao ano
anterior, onde se registraram 231 milhdes de casos e 416.000 mortes (OMS, 2018; OMS,
2019). Aproximadamente metade da populagdo mundial estd em risco de contrai-la,
principalmente aqueles que vivem em paises de baixa renda. Nas Ameéricas, a transmissao
permanece endémica em 19 paises e territdrios, entre eles o Brasil. Por isso, diversas
localidades brasileiras tém utilizado estratégias eficazes para eliminar a doenca.

No mundo todo, 38 paises e territdrios ja foram declarados livres da malaria, sendo
17 deles localizados na Regido das Américas. Em 2018 o Paraguai recebeu o certificado de
pais livre da malaria. Em maio de 2019, a Argentina foi oficialmente reconhecida pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como livre da malaria. A certificagdo é concedida
quando um pais prova que interrompeu a transmissdo autdctone da doenca por pelo menos
trés anos consecutivos. El Salvador completou trés anos sem transmissdo local e
provavelmente sera certificado como livre de malaria este ano. Belize também ndo teve
transmissdo local em 2019, colocando-se no caminho da certificagdo livre de malaria em
2022 (OMS, 2018; OMS, 2019).

No Brasil, a transmissdo de malaria ocorre predominantemente na regido Amazonica
(Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rond6nia, Roraima e Tocantins)

abarcando no total 808 municipios. A distribuicdo espacial do risco de transmisséo da doenca
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no Brasil, baseando-se nos registros do ano de 2018, quando foram notificados cerca de 190
mil casos, é apresentada na Figura 1. A transmissdao geralmente ocorre em areas rurais, em
comunidades ribeirinhas, assentamentos, areas indigenas e garimpos, mas também séo
registrados casos em areas urbanas e periurbanas.

Na regido extra-Amazonica, constituida pelos demais estados brasileiros e o Distrito
Federal, mais de 80% dos casos notificados sdo importados de areas endémicas ou de outros
paises endémicos, como os do continente africano. Do total de casos registrados no pais em
2019, 89% destes foram por P. vivax, sendo a espécie mais prevalente no Brasil. Dados do
Programa Nacional de Prevencéo e Controle da Malaria (PNCM), da Secretaria de Vigilancia
em Saude do Ministério da Satde (SVS/MS), apontam uma queda na frequéncia de casos de
maléria a partir de 2010 até 2016 (BRASIL, 2019).

Figura 1. Mapa do Brasil que destaca as areas de risco para malaria, de acordo com
os diferentes niveis de incidéncia parasitaria anual (IPA) em 2018 (BRASIL, 2020).

RISCO DE TRANSMISSAO

Sem transmissao
B Baixorisco
B Médiorisco
B Attorisco

Fonte: Sinan e Sivep-Maléria (SVS/MS).

22



Em 2017, foi registrado um aumento de aproximadamente 50,4% nos casos em
relagdo ao ano de 2016. Em 2018, houve um aumento expressivo dos casos na regido extra-
Amazonica (44,2%), enquanto a regido Amazonica foi registrada uma reducdo menor que
1%. Dados preliminares de 2019 demonstram que foram registrados 155.638 casos no pais,
com reducdo de 27,1% (535) no numero de casos na regido extra-Amazoénica e 20,0%
(155.103) na regido Amazonica, em relagcdo ao ano de 2018 (BRASIL, 2019).

No entanto, os desafios nas Américas incluem um aumento na transmissdo
relacionada aos movimentos da populacdo vulneravel entre e dentro dos paises, bem como o
enfraquecimento das acBes dos programas de malaria que podem piorar no contexto da
COVID-19. A OPAS e a OMS instam os paises a garantir a continuidade dos servicos de
malaria no contexto da pandemia, desde que sejam seguidas as melhores préaticas para
proteger os trabalhadores e as comunidades de salde, para que sejam mantidos 0s progressos

ja atingidos na luta global contra a malaria.

2.2. Ciclo bioldgico do Plasmodium

A maléria é uma doenca infecciosa cujo agente etiol6gico sdo protozoarios do género
Plasmodium. As espécies associadas @ malaria humana sdo: P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. cynomolgy e P. ovale (curtisi e wallikeri). Plasmédios que infectam macacos
também podem causar doenca em seres humanos, como o P. knowlesi e o P. simium, sendo
este ultimo ja detectado no Brasil. Nunca foi registrada, no Brasil, transmissdo autdctone de
P. ovale, espécie restrita a determinadas regides da Africa. A transmissdo natural da malaria
ocorre por meio da picada de fémeas infectadas de mosquitos do género Anopheles, sendo
mais importante no Pais a espécie Anopheles darlingi, cujos criadouros preferenciais sdo
colecGes de adgua limpa, quente, sombreada e de baixo fluxo, muito frequentes na Amazoénia
brasileira (COX-SINGH et al., 2008; SHARMA & KHANDURI, 2009; OMS, 2019;
BRASIL, 2020).

A infeccdo inicia-se quando os esporozoitos sdo inoculados pelo vetor, os quais
invadem as celulas do figado, os hepatocitos (Figura 2). Nessas celulas, multiplicam-se e dao
origem a milhares de novos parasitas (merozoitos), que rompem os hepatdcitos e, entrando
na circulagdo sanguinea, invadem as hemacias, dando inicio a segunda fase do ciclo, chamada
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de esquizogonia sanguinea. E nessa fase sanguinea que aparecem os sintomas da maléria. O
desenvolvimento do parasita nas células do figado requer aproximadamente uma semana
para o P. falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para o P. malariae. Nas infecgdes
por P. vivax e P. ovale, alguns parasitas se desenvolvem rapidamente, enquanto outros ficam
em estado de laténcia no hepatdcito. Sdo, por isso, denominados hipnozoitos (do grego
hipnos, sono). Esses hipnozoitos sdo responsaveis pelas recaidas da doenca, que ocorrem
apos periodos varidveis de incubacdo (geralmente dentro de seis meses) (COWMAN et al.,
2016; YANG & BODDEY, 2017; BRASIL, 2020). Na fase sanguinea do ciclo, 0s merozoitos
formados rompem a hemacia e invadem outras, dando inicio a ciclos repetitivos de
multiplicagdo eritrocitaria. Os ciclos eritrocitarios repetem-se a cada 48 horas nas infecgdes
por P. vivax e P. falciparum e a cada 72 horas nas infec¢es por P. malariae. Depois de
algumas geracdes de merozoitos nas hemacias, alguns se diferenciam em formas sexuadas:
0s macrogametas (feminino) e microgametas (masculino). Esses gametas no interior das
hemacias (gametdcitos) ndo se dividem e, quando ingeridos pelos insetos vetores, irdo
fecundar-se para dar origem ao ciclo sexuado do parasito (COWMAN et al., 2016; YANG
& BODDEY, 2017; BRASIL, 2020).

Figura 2. Esquema do ciclo evolutivo do Plasmodium no homem (FRANCA, et al., 2008).
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2.3. Tratamento e resisténcia aos antimalaricos

Como ainda ndo existe uma vacina para prevencdo da maléria, seu tratamento e
profilaxia sdo feitos por meio de drogas antimalaricas. Entretanto, um dos maiores desafios
no controle da doenca é o desenvolvimento da resisténcia pelo Plasmodium as diferentes
classes de drogas disponiveis para o tratamento (Moorthy et al., 2004; Polley et al., 2004).

A primeira droga antimalarica a ser usada foi a quinina (1) (Figura 3), alcaloide
inddlico monoterpénico do grupo das aminoquinolinas (Franga et al., 2008). A quinina foi
isolada em 1820, da casca de Cinchona officinalis, planta tradicionalmente utilizada na
prevencado e tratamento da maléria desde o século XVII, quando espanhdis observaram, no
Peru, que o uso costumeiro da planta pelas populagdes locais mostrava-se efetivo no combate
a doenca. Em 1972 foi isolado o sesquiterpeno artemisinina (2) (Figura 3), que é obtido a
partir da planta Artemisia annua. Essa planta ja era usada na China ha cerca de 2000 anos
como febrifugo (Vale et al., 2005).

Figura 3. Antimaléaricos naturais de plantas usadas tradicionalmente

X

0\\\\
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(2) Artemisinina

Com o tempo, 0s pesquisadores passaram a testar novas formulas, e dentre esses
novos farmacos, e partindo de nocbes sobre a estrutura molecular da quinina, foram
desenvolvidas novas drogas antimalaricas sintéticas, como o azul de metileno (3), (Figura 4)
no final do século XIX que surgiu como o primeiro antimalarico sintético (OLIVEIRA &
FRANCA, 2011). Em 1934, o quimico alemdo Hans Andersag desenvolveu e patenteou, a
molécula conhecida como resochin e um derivado que chamou de sontochin. Suas estruturas
quimicas tinham uma base comum a 4-amino-quinolina, apontada como responsavel pela
acdo terapéutica na fase esquizonte do plasmodio (ROSENTHAL, 2001). Durante a Segunda
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Guerra Mundial, a molécula sintética resochin ganhou outro nome, cloroquina (4), (Figura
4), e foi testada clinicamente pelos americanos em 1946. No mesmo periodo, outra substancia
marcou fortemente a historia dos medicamentos antimalariais: a primaquina (5), (Figura 4),
desenvolvida por pesquisadores norte-americanos. A cloroquina foi amplamente utilizada
durante os anos 1950 em todo o mundo, na campanha da Erradicacdo da Malaria empregada
pela OMS (HAY et al., 2004), sendo uma das substancias antimalaricas mais utilizadas para
a supressao e profilaxia da maléria em muitas regiées endémicas (GREGSON & PLOWE,
2005).

A primeira mencao sobre a resisténcia a quinina surgiu em 1910 na revista Memorias
do Instituto Oswaldo Cruz (Neiva, 1910), enquanto a resisténcia a cloroquina comecou a ser
relatada na Asia nos anos 1950 (HARINASUTA et al., 1965). Nas décadas seguintes, estes
relatos se estenderam aos continentes Africano e Americano (AMBROISE-THOMAS &
ROSSIGNOL, 1986; MOORE & LANIER, 1961). A partir da década de 1960, com o0s
primeiros relatos de recidivas, foram sintetizadas a pirimetamina (6) e mefloquina, (7)
(Figura 4), dentre outras (VALE et al., 2005; MANZALI, 2011). Nos anos 1980, a
mefloquina passou a ser utilizada para o tratamento da malaria, mas semelhante as outras
drogas, a resisténcia apareceu rapidamente (SEVERINI & MENEGON, 2015).

Figura 4. Antimalaricos sintéticos inspirados na quinina.
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Os derivados semissintéticos da artemisinina, surgiram com o propésito de melhorar
a eficiéncia e solubilidade, tais como artesunato (8), artemeter (9), diidroartemisinina (10),
arte-éter (11) e o acido artelinico (12) (Figura 5) (FRANCO et al., 2009). O tratamento
baseado em terapias combinadas de artemisinina (TCA), especificamente a combinacgéo de
mefloquina com artemeter, comecou a ser usado nos anos 1990 (LOOAREESUWAN et al.,
1992) e teve grande impacto na reducdo dos casos de P. falciparum (NOSTEN et al., 2000;
PRICE et al., 1996).

Figura 5. Antimalaricos sintéticos inspirados na artemisinina.

(8) R= 0,CCH,CH,CO,Na; Artesunato
(9) R=OCHj;; Artemeter

(10) R=0OH; Diidroartemisinina

(11) R=OCH,CHyj;; Arte-éter

(12) R= p-CH;0-®-CO,-; Acido artelinico

No Brasil, varios estudos ja relataram resisténcia de P. falciparum a cloroquina,
sulfadoxina-pirimetamina, mefloquina, quinina e amodiaquina (DE SOUZA, 1992; DE
SOUZA, 1983; NORONHA et al., 2000; ZALIS et al., 1998). No final da década de 1980
registraram-se niveis tao elevados quanto 90 e 100% de falha no tratamento com sulfadoxina-
pirimetamina e cloroquina, respectivamente (DE SOUZA, 1992; ZALIS et al., 1998). O
primeiro relato de resisténcia de P. vivax a cloroquina surgiu no final dos anos 1990 na
Indonésia e Papua Nova Guiné (BAIRD et al., 1991; RIECKMANN et al., 1989). No Brasil,
0s primeiros casos de resisténcia de P. vivax a cloroquina e primaquina foram descritos na
década de 1990 em Manaus (ALECRIM et al., 1999; BRASIL et al., 1999).

Por causa da resisténcia das monoterapias, a partir de 2006 a OMS definiu como
terapeutica de primeira linha a combinacgdo a base de artemisinina (TCA) para o tratamento
malaria ndo-complicada causada do P. falciparum. Desde entdo, esses medicamentos
contribuiram substancialmente para o declinio acentuado da carga global de doencas da
malaria e salvaram milhGes de vidas. Esses ganhos estdo agora ameacados pelo surgimento

e disseminagéo da resisténcia & artemisinina no sudeste da Asia. A resisténcia a artemisinina
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em P. falciparum surgiu e se espalhou por toda a sub-regido do Grande Mekong, e é
caracterizada pela eliminagéo lenta do parasita in vivo, resultante da sensibilidade reduzida
dos parasitas em fase de anel aos medicamentos. A perda de eficicia da artemisinina em
TCAs facilitou o ressurgimento da resisténcia a mefloquina na fronteira Tailandia-Myanmar
e contribuiu para o surgimento e disseminacao da resisténcia a piperaquina em P. falciparum
no Camboja e no sul do Vietnd (VAN DER PLUIJM et al., 2019).

A definicdo do tipo de tratamento depende da espécie de Plasmodium, da idade do
paciente, da histdria de exposicdo anterior a infeccdo e outras condi¢Bes associadas, como
gravidez, outras doencas e gravidade da doenca. De acordo com os protocolos de tratamento,
as drogas sao associadas, sendo que para o P. falciparum indica-se a associagdo: artemeter +
lumefantrina, artesunato + mefloquina, quinina + doxiciclina + primaquina. Para o P. vivax
ou P. ovale indica-se a associa¢do: cloroquina + primaquina (OMS, 2019; BRASIL, 2020.
TCA’s tem sido parte integrante dos notaveis sucessos no controle global da maldria, e existe
um amplo consenso de que proteger a eficacia dessas combinacfes de medicamentos é uma
prioridade urgente (OMS, 2019).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) aprovou no dia 30 de outubro
de 2019 o registro para 0 medicamento Kozenis (succinato de tafenoquina) fabricada pela
farmacéutica GlaxoSmithKline (GSK). Trata-se de uma versdo da primaquina, tomada em
dose Unica, a droga age por um periodo superior a 20 dias, sendo que o esquema tradicional
exige seguir um tratamento por até 14 dias. Ao fazer isso, o Brasil se tornou o primeiro pais
com malaria endémica a aprovar tafenoquina. Antes da medicacdo ser disponibilizada a
populacdo em geral, o Ministério da Satde, em parceria com a MMV, conduzird um estudo
de viabilidade com o objetivo de testar a tafenoquina com o teste da enzima G6PD no cenario
de vida real.

Nos ultimos anos o grupo de pesquisa do Laboratorio de Principios Ativos da
Amazonia (LAPAAM) no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), tem
estudado a quimica de plantas de diversas familias, tais como Apocynaceae, Simaroubaceae,
Piperaceae, Gentianaceae e outras, com indicacdo popular para tratamento da malaria. Muitos
destes estudos quimicos, conduziram ao isolamento e caracterizacao de diversas substancias,

algumas das quais tiveram suas atividades antimalaricas in vitro publicadas pelo nosso grupo
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de pesquisa como 4-nerolidilcatecol (ANDRADE-NETO et al., 2007), os alcaldides
inddlicos elipticina e aspidocarpina (ANDRADE-NETO et al., 2007; HENRIQUE et al.,
2010), e os quassindides isobruceina-B e neosergeolida (ANDRADE-NETO et al., 2007;
SILVA et al., 2009), todas consideradas ativas com concentracdo inibitoria 50% (Clso)
menores que 1 uM. Também, integrantes do LAPAAM elaboraram a semi-sintese de
derivados de 4-nerolidilcatecol com maior estabilidade e atividade antiplasmadica in vitro
comparavel ao 4-nerolidilcatecol (PINTO et al., 2009;), alguns derivados semissintéticos da
elipticina com atividade antiplasmddica in vitro comparavel a da elipticina (MONTOIA
2013) e alguns derivados da neosergeolida e isobruceina B com reduzida atividade
antiplasmadica in vitro (SILVA et al., 2009).

Diante da urgente necessidade da descoberta e desenvolvimento de novas drogas
antimalaricas, imposta pelo aumento da resisténcia do Plasmodium spp. aos antimalaricos
tradicionais e do grande potencial antiplasmadico das substancias estudadas pelo nosso grupo
de pesquisa, no presente trabalho estudamos o potencial antimalarico de residuos da
castanheira, pertencente a familia Lecytidaceae.

2.4. Familia Lecythidaceae

A familia Lecythidaceae tem distribuicdo pantropical e estd no grupo principal das
Angiospermas (plantas com flores), com cerca de 350 espécies incluidas em 24 géneros
(MORI et al.,, 2007; MORI et al., 2010a; THE PLANT LIST 2010; PRANCE &
KARTAWINATA 2013; PRANCE & JONGKIND 2015), distribuidas na Africa (incluindo
Madagascar), Asia no sentido mais amplo, e na América do Sul e Central.

No Brasil, sdo registradas 119 espécies distribuidas em 14 géneros, sendo 104
encontradas no dominio amazonico, 40 delas endémicas do pais (SOUZA & LORENZI,
2008). No bioma amazénico a presenca de Lecythidaceae € indicio de florestas de terras
baixas preservadas ou pouco perturbadas (PRANCE & MORI, 1979), e devido a tamanha
representatividade nestes ambientes, a familia pode ser Gtil no monitoramento das alteragdes na
composicdo florestal resultante de disturbios antrépicos e mudancas climaticas (Mori et al. 2001).
No recente “Livro Vermelho da Flora do Brasil” (Martinelli & Moraes 2013), Lecythidaceae

também foi considerada uma das dez familias boténicas de maior interesse para conservagao e
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pesquisa, por possuir muitas espécies com distribuicdo restrita e/ou pela insuficiéncia de dados

para a classificacdo de vulnerabilidade da maioria das espécies da familia

2.4.1 Etnobotanica da familia Lecythidaceae

Da maioria das espécies desta familia, sdo extraidas fibras longas de sua casca e
usadas para ligar e transportar cargas. A madeira € comercializada e utilizada
industrialmente. Suas pranchas sdo usadas para construcdo do telhado e usado também na
fabricacdo artesanal de ornamentos e objetos de decoracdo. Entre as espécies mais
conhecidas, pertencentes a esta familia temos a Couroupita guianensis Aubl. (abricé de
macaco) de frutos ndo consumidos por humanos, porém servem de alimento para galinhas,
porcos, patos e perus. Os frutos vazios servem para uso domestico e o liber das fibras
utilizadas como cordoalhas rasticas (MORI et al., 2010).

A madeira de Eschweilera ovata Mart. (biriba ou embiriba) € utilizada na construcao
de postes, mourdes, dormentes, casas rasticas, pequenos barcos, estacas maritimas e trapiches
entre outros produtos (MAINIERI, 1983), sendo seu emprego relacionado as caracteristicas
como dureza, peso, uniformidade, resisténcia a fungos e durabilidade. A madeira apresenta
ainda excelente sonoridade, ressonancia e operacionalidade, sendo por isso empregada na
confeccdo do arco do berimbau (BONARTES et al., 1998).

Espécies de diversos géneros tais como Bertholletia, Couroupita, Eschweilera, Grias
e Gustavia tém sido utilizadas na medicina popular no tratamento da malaria e outras doencas
(DUKE & VASQUEZ, 1994; SANZ-BISET et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015;
TOMCHINSKY et al., 2017).

Cascas e folhas de Couroupita guianensis Aubl. tém indicacdes etnofarmacoldgicas
como anti-hipertensiva, antimalarica, antitumoral, analgésica, anti-inflamatéria e anti-
helmintica. A polpa do fruto é usada para tratamento de sarnas e as flores para combater o
resfriado, gases intestinais e dor estomacal (REVILLA, 2002). A casca de Cariniana rubra
Miers, é usada como anti-inflamatorio em infuséo e decocg¢do (SANTOS, 2000). Os extratos
do caule e cascas de Gustavia augusta possuem atividade anti-inflamatoria, antimalarica e
anti-leishmaniose (GRENAND et al., 1987). A polpa do fruto de Lecythis pisonis é atribuida
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a propriedade de reduzir os niveis de agticar no sangue (NASCIMENTO; CONCEICAO,
2011).

A madeira da Gustavia augusta L. pode ser usada na construgéo civil e marcenaria; as
raizes e folhas reputadas como medicinais tém respectivamente acdo laxante e
descongestionante. As cascas sdo usadas no curtimento de couros e a polpa dos frutos, em
algumas regides, sdo comidas assadas ou cozidas com arroz (REYES, 2007). Nos ultimos
anos, alguns trabalhos relacionados a composi¢do quimica de espécies do género Gustavia
vem sendo desenvolvidos, devido ao seu frequente uso popular, no combate a malaria e
leishmaniose (extratos da casca, do caule e das folhas), atividade anti-inflamatoria (extratos
do caule, cascas e sementes) e um novo inibidor tumoral a gustastatina (ALMEIDA et al.,
2011; JARDIM; MEDEIROS, 2006). G. augusta, também é citada como tendo propriedades
resolutiva, descongestionante, laxante, emética e anti-inflamatoria (extratos do caule e
cascas) (SOUZA et al., 2001). Entretanto, a principal atividade atribuida pelos indios da
Guiana Francesa é no tratamento da leishmaniose (GRENAND, 1987).

Outro representante importante da familia Lecythidaceae é Lecythis pisonis Cambess.
(sapucaia) os frutos sdo utilizados como adorno, recipiente (LORENZI, 1992) e como
campanulas de agogd (instrumento musical de origem africana). As sementes sdo
comestiveis, saborosas e conforme referem Braga et al. (2007) medicinais, agindo de forma
especifica sobre o bacilo da lepra. Lorenzi (2002) informa que a madeira de L. pisonis é
moderadamente pesada, dura e resistente, sendo utilizada para fabricacdo de produtos como
assoalhos, caibros e ripas, esteios, vigas, pontes, mastros e dormentes, moveis, artigos
domesticos decorativos, brinquedos e instrumentos musicais, construgdo civil e naval
(BRAGA et al, 2007; SOUZA et al., 1997). A sapucaia tem aproveitamento
etnofarmacoldgico variado, sendo as cascas usadas no tratamento de diarreias, as folhas em
ché ou infusdo como tonicardiacas, diuréticas, em banho contra coceira e a tintura para tratar
micoses. A polpa além de comestivel e nutritiva é usada no tratamento do diabetes e 0 6leo
extraido das sementes é indicado para mialgia (BRAGA et al., 2007; NASCIMENTO;
CONCEICAO, 2011).
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2.4.2. Fitoquimica da familia Lecythidaceae

Os provaveis constituintes quimicos relacionados as propriedades medicinais em
Lecythidaceae tém incentivado a pesquisa de constituintes e da atividade farmacoldgica das
mesmas. Os metabolitos encontrados e identificados com maior frequéncia em espécies de
esta familia, sdo os triterpenos, saponinas, esteroides, tocoferois, acidos fenolicos,
flavonoides e derivados, sequiterpenos, norisoprenoides, derivados de &cido graxos,
cumarinas, xantonas e depsideos (MAHATO & DUTTA, 1972; BILLET & HEITZ, 1974;
BARUA et al., 1976; PETTIT et al., 2004; ALMEIDA et al., 2011).

Em espécies de Gustavia foram identificados triterpenos pentaciclicos, saponinas,
acido elégico e alcaldides do tipo indolo [2,1-quinazolinicos, depsideo gustastatina e o acido
betulinico (ALMEIDA et al., 2011; BERGMLAN, 1995; COSTA; CARVALHO, 2003; EL-
SEEDI et al., 1999; PETTIR et al., 2004; OLIVEIRA, 2010).

Na casca de C. guianensis Aubl. foram isolados a-amirina, B-amirina, [3-sitosterol,
taninos (ROW; SANTRY; SURYNAYANA et al., 1966) e cetoesterdide (ANJANEYULU,
1998). Oleos volateis, oriundos das flores apresentaram eugenol, linalool e (E,E)-farnesol
(WONG; TIE, 1995; ANDRADE et al., 2000), Em folhas, se caracterizou ésteres
triterpenoidicos de acidos graxos como o palmitato de p-amirina (EKNAT,;
SHIVCHANDRAJI, 2002), e em frutos se caracterizou constituintes indolicos (SEN et al.,
1974; BERGMAN et al., 1995). Em sementes, se demonstrou a presenca de acidos graxos,
tocoferois, esterdides, acucares e acidos aminados (ANDRADE et al., 2000).

G. augusta figura como uma das espécies mais importantes da familia, por sua
composic¢do quimica, rica em triterpenos pentaciclicos, esterdides, saponinas, cromandis,
acido elagico e alcalbide do tipo indolo [2,1-B] quinozonilicos (CARVALHO et al., 1998;
PANT; RASTOGI, 1979). De acordo com Souza et al., (2001), o extrato etanélico da casca
do caule de G. augusta apresenta uma esterona, dois esterais e oito triterpenos pentaciclicos.
Esteronas sdo raras em plantas, nunca foram isoladas antes de Lecythidaceae e a ocorréncia
em G. augusta pode justificar a acdo anti-inflamatéria dos extratos da planta. Outras
substancias de ocorréncia rara em plantas como a taraxerona, espinasterol, taraxerol e acido

betulinico foram identificadas pela primeira vez em Lecythidaceae, na espécie G. augusta.
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A analise de sementes de sapucaia provenientes de diferentes regides brasileiras
apresenta elevado teor de dleo com &cidos graxos poli-insaturados; proteinas, fibras e
minerais, com baixo teor de sodio, o que favorece o sistema cardiovascular (DENADALI,
2007; SOUZA et al., 2008). Do extrato etandlico das folhas de L. pisonis, foram isolados sete
triterpenos: o-e Bamirina, uvaol, eritrodiol, os acidos ursolico e oleanolico e 3B-friedelinol
(friedelan-3p-ol), uma mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol e um diterpeno (E)-
fitol.

Na familia Lecythidaceae, varias espécies tém sido investigadas com relacdo a
composicao quimica das sementes, destacando-se: L. pisonis, B. excelsa, C. guianensis Aubl.
as quais apresentam um perfil oleaginoso (63,03%; 65,94%; 33,7%, respectivamente) e uma
quantidade elevada de acidos graxos insaturados (superiores a 70%), sendo o &cido linoleico
0 majoritario em todas as espécies da familia estudadas até o0 momento (NETO et al., 2009;
VALLILO etal., 1998).

2.5. Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.)

A castanha-do-Brasil (B. excelsa, H.B.K.), é a Unica espécie do género Bertholletia e
é também conhecida como castanheira, castanha-verdadeira, castanha-do-para e castanha-
do-maranh&o. E uma espécie arborea, que pode atingir mais de 50 m de alturapor 1a 1,8 m
de didmetro (BONELLLI et al., 2001; SOUZA et al., 2004), possuem tronco reto, cilindrico
e desprovido de ramos. Folhas simples, coriaceas, alternadas em formato oval e alongadas
de 25 — 36 cm de cumprimento. A frutificagdo ocorre entre 8 e 12 anos (MULLER et
al.,1995; LORENZI, 2002; LOCATELLI et al., 2005). Os castanhais ocorrem em regides
de clima quente e Umido, em areas de terra firme, florestas ndo inundadas da regido
amazénica na Bolivia, Brasil, Coldmbia, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname,
Venezuela, bem como, Trindade e Tobago (MORI et al., 2010a). No Brasil ocorrem nos
Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Para, Rondbnia e Roraima. Suas
améndoas apresentam alto valor econémico, tornando-se uma das principais atividades

econdmicas de exploracdo extrativista na regido amazénica (SMITH et al., 2015).
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2.5.1. Usos tradicionais de B. excelsa

A castanha-do-Brasil é largamente usada na culinéria, consumida in natura e como

ingrediente em diversos pratos (peixada, mingau, farofa, bolos, doces e sorvetes) (SOUZA,

2006). Locatelli et al., (2011) relatam o uso da torta resultante da extracdo do Oleo das

améndoas na composicdo de farinhas e ragdes. De acordo com Sousa (2006), os frutos

lenhosos podem ser aproveitados no artesanato (luminérias, cinzeiros, colares), enquanto a

castanha é usada em cosméticos (hidratantes, 0leo e batom) e farmacos (repelentes e

cicatrizantes). Esta planta tem ampla utilizacdo na medicina popular pelas comunidades

amazonicas, conforme apresentado na tabela 1. Sendo importante para este estudo o uso no

tratamento da malaria.

Tabela 1. Usos tradicionais da B. excelsa

Procedéncia

Parte usada

Indicacbes

Fonte

Para (Comunidade
Maruda)

Barcelos, AM.

Manacapuru, AM

Santa Isabel do Rio
Negro (mais de 20

grupos indigenas)

Para (comunidades

quilombolas)

Entrecasca;

frutos

Semente,
frutos, casca e

entrecasca.

Casca do caule

e fruto

Casca do caule;

semente

Casca interna

da fruta

Gripe com tosse, congestéo, anemia,
malaria, febre, hemorragia, pés-parto,
hepatite, problemas das mulheres,

engravidar, flatuléncia

Malaria, hepatite, figado e infeccao.

Inflamagéo, menopausa, diarreia,

diabetes antibiotico, golpe

Malaria, febre, limpeza do sangue,

inchaco do figado

Malaria, ictericia

Coelho-Ferreira,
(2009)

Tomchinsky,
(2014)

Vasquez et al.
(2014)

Frausin et al.
(2015)

Oliveira et al.
(2015)
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2.5.2. Atividade biologica de B. excelsa

Diversos estudos tém sido desenvolvidos a partir de relatos do uso da castanheira na
medicina popular a fim de comprovar suas atividades bioldgicas, em especial, atividades
antiparasitarias. Em um estudo realizado por Campos et al. (2005) sobre a atividade
tripanocida da casca de B. excelsa, encontraram inibicdo significativa sobre as formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Sousa (2013) relatou atividade antiplasmddica in
vitro da casca e ourico de B. excelsa frente a cepa 3d7 de Plasmodium falciparum (Tabela
2). Em outro estudo, sobre o efeito protetor de B. excelsa sobre camundongos infectados por
P. berghei, Martins (2013) acompanhou dois grupos de animais infectados, detectando uma
reducdo de 37,5% da parasitemia no grupo que recebeu solu¢do aquosa contendo a améndoa
triturada e liofilizada em relagdo ao grupo sem pré-tratamento. Oliveira et al. (2015)
relataram atividade antiplasmédica in vitro frente a cepa W2 de P. falciparum, com

resultados significativos de extratos de castanha-do-Brasil.

Tabela 2. Atividade antiplasmodica de B. excelsa. 500 mg/kg

Clso invitro % Inibicéo P.

Partes Extratos e contra P. berghei
N . ) o Resultado Fonte
utilizadas fracoes falciparum in vivo
(ug/mL) 500 mg/kg/dia
Améndoa . .
Améndoa o Parcialmente Martins
] liofilizada e 37,5 )
in natura ) ativo (2013)
suspensa em agua
Ex. EtOH 6,0 £ 0,05 99,3 Ativo
Casca seca Fr. AcOEt 0,1 +0,05 88,0 Ativo Souza
Fr. acetona 15+ 0,05 - Ativo (2013)
Ourico Fr. acetona 10 + 0,05 - Ativo
Casca do ] Oliveira et al.
] EtOH 4,7+0,7 - Ativo
ourigo (2015)
Casca EtOH 20+00 - Ativo
Entrecasca Seiva 7535 - Ativo
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Em estudos por John & Shahidi (2010) foram identificadas e quantificadas substancias

fendlicas, como o acido galico (22), acido elégico (23), &cido vanilico (24), catequina (26) e

quercetina (30) na “pele marrom” da améndoa (Tabela 3). Concluiram que a améndoa com

pele marrom, apresentou uma atividade antioxidante mais elevada que a améndoa sem pele.

2.5.3. Composicao quimica da B. excelsa

Estudos anteriores desta espécie demonstram isolamento e/ou identificacdo de

metabolitos secundarios relatados em estudos anteriores, e sdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Micromoléculas encontradas em B. excelsa.

Classe

Substancia

Referéncia

Triterpenos

Esteroides

Tocoferois

Acidos fendlicos,
flavonoides e

derivados

acido betulinico (13)

esqualeno (14)

B-sitosterol (15)
estigmasterol (16)
campesterol (17)

sitostanol (18)

a, B e y-tocoferois (19, 20, 21)
acido gélico (22)
acido elagico (23)

acido vanilico (24)
acido protocatéquico (25)

catequina (26)
galocatequina (27)

taxifolina (28)

miricetina (29)

guercetina (30)

Campos et al., (2005)
Yang (2009)

Ryan et al., (2006)
Chunhieng et al., (2008)
Kornsteiner et al., (2005)

Ryan et al., (2006)

Chunhieng et al., (2008)

Silva et al., (2018)

John & Shahidi (2010)
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Figura 6. Estruturas de alguns triterpenos encontrados em B. excelsa

(13) acido betulinico (14) esqualeno

Figura 7. Estruturas de alguns esteroides encontrados em B. excelsa

(17) campesterol (18) sitostanol
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Figura 8. Estruturas de alguns tocoferdis encontrados em B. excelsa

(19) a-tocoferol

(20) B-tocoferol

(21) y-tocoferol
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Figura 9. Estruturas de alguns &cidos fendlicos, flavonoides e derivados encontradas em
B. excelsa
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(29) mircetina (30) quercetina
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2.6. Substancias fendlicas

Entre as diferentes classes de substancias bioativas, destacam-se as substancias
fenolicas. Sdo produzidas a partir do metabolismo de plantas, o qual é dividido em primario
e secundario. A presenca do grupo fenol € a caracteristica comum a todas. Entretanto,
apresentam estruturas e funcdes diversas e dessa forma, podem ser divididos em trés classes
principais: flavonoides, acidos fendlicos e taninos. Flavonoides sdo substancias presentes na
alimentacdo oferecendo muitos beneficios para a salde humana gracas a sua atividade
antioxidante, antidiabética, anti-inflamatoria, anti-Alzheimer, antimicrobiana entre outros
(CAOetal., 2014; Ll etal., 2014; XIAO; CHEN; CAO, 2014). Os flavonoides séo divididos
em oito subclasses, as quais compreendem flavona, chalcona, flavonol, flavanona, flavan-3-
ol, flavanonol, antocianidinas e isoflavonas (COOK & SAMMAN, 1996).

Os é&cidos fenolicos podem ser divididos basicamente em derivados de
acidos benzdicos e de &cidos cindmicos. Sdo encontrados em frutas, vegetais, graos, sementes
e sdo clivados por hidrdlise &cida ou alcalina e, também por agdo de enzimas (TSAO, 2010).
A pesar que podem ser produzidos em fungos, sdo amplamente mais distribuidos no reino
vegetal e sdo importantes nas interacBes entre plantas e microorganismos, agindo como
moléculas de sinalizag&o e de defesa (MANDAL et al., 2010).

Polifendis constituem um dos grupos mais numerosos de metabdlitos secundarios de
plantas, com mais de 8.000 estruturas conhecidas. Esses caracterizam-se por apresentarem
um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou
metoxila na molécula (FERGUSON; HARRIS, 1999; DEWICK, 2009; BARBOSA, 2010;
MARVALIN; AZERAD, 2011).

Algumas substancias fendlicas ndo se apresentam na forma livre em tecidos vegetais,
mas na forma de polimeros, como os taninos. Estes sdo classificados em dois grupos: taninos
condensados, responsaveis pelas caracteristicas normalmente atribuidas a estas substancias,
como adstringéncia e precipitacao de proteinas; e os taninos hidrolisaveis, que sao esteres do
acido galico (22) e seus dimeros acido digalico (31) e acido elagico (23) com
monossacarideos, principalmente a glicose (BOLWELL, 1990; HELDT, 1997;
GRUNDHOFER et al., 2001).
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Figura 10. Estrutura do acido digalico.

O+_OH

HO

OH
HO

OH

(31) acido digalico

O é&cido galico (22) ou acido 3,4,5-trihidroxibenzdico é um composto organico, com
um grupo benzénico, com trés hidroxilas e uma subunidade carboxilada obtidos atraves de
taninos hidrolisaveis, da via do acido chiquimico, um intermediario do metabolismo
secundario das plantas e pode ser formado por reacdo de ramificacdo do é&cido 3-

desidroxiquimico que envolvem desidrogenacao e enolizacao (Figura 11).
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Figura 11. Biossintese do &cido galico.
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009.
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2.6.1. Acido elagico (AE)

Os galotaninos sdo ésteres de &cido galico com um polialcool, tipicamente glicose,,
pentagaloilglucose, enquanto os elagitaninos contém uma ou mais funcdes de acido
hexahidroxidifénico, telimagrandina Il (Figura 12). Os ésteres do acido hexahidroxidifénico
sdo formados por acoplamento oxidativo fendlico de func¢des galoila catalisadas por uma
enzima fenol oxidase do tipo lacase (Figura 12). A hidrélise quimica de um elagitanino leva
a formacéo do acido elagico dilactona.

O AE (23) é um polifenol natural, encontrado em muitas frutas, nozes e extratos de plantas
nas formas de taninos hidrolisaveis chamados elagitaninos, tais como framboesas, morangos,
uvas, romd, groselhas negras, camu-camu, manga, goiaba, nozes, améndoas, sementes longan e
cha verde (DANIEL et al., 1989; VEKIARI et al., 2008; TOMAS-BARBERAN et al., 2014).
AE esta presente em plantas na forma de elagitaninos hidrolisdveis como componentes de parede
e membrana de célula de plantas. Elagitaninos séo ésteres de glicose com duas unidades do acido
galico que ao hidrolisar forma AE (Figura 12) (BATE-SMITH, 1972; SANTOS-BUELGA &
SCALBERT, 2000).

A estrutura molecular de AE (23) ou 2,3,7,8-tetrahidroxi-cromeno[5,4,3-cde]cromeno-
5,10-diona tem sido determinada anteriormente na sua forma anidra, por analise difracao de raios-
X. A molécula de AE (23) compreende quatro grupos hidroxila, que apresentam uma boa
funcionalidade para ligacdo de hidrogénio como doadores de protons. Os dois grupos de lactona,
presentes na molécula de AE (23), podem estar envolvidos na ligagdo de hidrogénio como
aceptores de protons (TURK et al., 2010; ZESEAWSKA; SKORSKA-STANIA, 2013).
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Figura 12. Biossintese do &cido elagico.
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2.6.2. Atividade bioldgica do &cido elagico (AE)

O interesse no AE (23) é devido principalmente as suas propriedades bioldgicas,
sendo relatado como um potente antioxidante, com acdo anticarcinogénico, agente
antiproliferativo, utilizado para tratar doencgas cardiovasculares, distdrbios neurolégicos,
diabetes e doencas inflamatorias.

Lin e colaboradores (2020) avaliaram o efeito protetor in vitro e in vivo do AE na
osteoartrite. Os testes revelaram que o AE pode inibir as condi¢6es inflamatdrias induzidas
pela estimulacdo com interleucina-1b (IL-1p), incluindo uma redugio na expressao de matriz
metaloproteinase-13 (MMP-13), motivos de trombospondina 5 (ADAMTSS), ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) em condrdcitos de osteoartrite
humana. Além disso, relataram que o AE inibiu a inflamac&o por IL-1B-induzida ao suprimir
0 caminho do fator kappa B (NF-xB), podendo ser uma via terapéutica valida para atenuar a
progressdo da osteoartrite. Eles afirmam também que o AE pode desempenhar um papel
protetor na cultura celular, além de um modelo de camundongo com osteoartrite. Tomados
em conjunto, esses achados indicam o potencial do AE na prevencdo e tratamento da
osteoartrite.

Os estudos de Abdelkader e colaboradores (2020), investigaram o efeito
hepatoprotetor do AE contra a hepatotoxicidade induzida pelo &cido valproico (AV) em ratos,
tratados diariamente com AE (60 mg/kg/dia) por uma semana, seguido por via oral
concomitante de AV (250 mg/kg/dia) por mais 14 dias consecutivos para induzir dano
hepatocelular em ratos adultos Sprague-Dawley. O tratamento com AE atenuou
significativamente a lesdo hepatica induzida por AV em ratos, podendo este efeito, ser
atribuido a potentes atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias e hepatoprotetora.

Park e colaboradores (2014) avaliaram a atividade antiviral do AE frente aos rinovirus
humanos (HRV) que sdo responsaveis por mais da metade de todos os casos de resfriado. A
taxa de inibi¢&o de pré-incubagdo com 50 pg/mL de AE foi de 17%, enquanto que a presenga
continua de AE durante a infeccdo conduziu a um aumento significativo na inibigéo até 70%.

Estes resultados sugerem que o AE ndo interage com as particulas HRV e podem interagir
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diretamente com as células humanas na fase precoce de infec¢Ges por HRV para proteger as
celulas.

A atividade antioxidante do AE e seus derivados foi estudado por Nuncio-Jauregui e
colaboradores (2015) em romas espanholas, descrevendo uma forte atividade antioxidante,
corroborando com os dados de outros autores (HENNING et al., 2010; CALIN-SANCHEZ
etal., 2012; TOMAS-BARBERAN et al., 2014).

Vicinanza e colaboradores (2013), compararam o efeito do AE e da urolitina A (UA)
nas linhas celulares DU-145 e PC-3 (linhas celulares de cancer de prostata) e observou que
0 AE (15-45 uM) impediu a proliferacao celular durante a fase S, em que os niveis de ciclina
Bl e D1 foram reduzidos. A apoptose também foi induzida por AE em ambas as linhas
celulares. Por outro lado, a UA (30-90 uM) deteve células cancerigenas durante a fase G2/M
e induziu um efeito levemente apoptético na linha celular DU-145, inibindo o complexo
ciclina B1/cdc2 quinase. Curiosamente, os autores observaram que a proliferacéo celular foi
sinergicamente reduzida em 50% a 60% quando avaliaram o efeito combinatério de AE (7,5
mM) e UA (15-180 mM) em células PC-3.

Os estudos de Kyriakis e colaboradoes (2015), investigaram a atividade antidiabética
do AG e AE, sendo que este ultimo é mais potente e se liga ao sitio inibidor de glicogénio-
fosforilase que adiciona um potencial forte anti-hiperglicemiante. Esse resultado pode servir
como o ponto de partida para a exploracdo de produtos alimentares que contém AE para
utilizacdo antidiabética e o desenvolvimento de novos alimentos e suplementos alimentares
biofuncional.

Ferreres e colaboradores (2013) extraiu 0 AE e seus derivados da casca de
Cochlospermum angolensis Welw. que é uma planta medicinal consumida para o tratamento
de doencas hepaticas e para a profilaxia da malaria. Os testes revelaram que o AE tem a
capacidade de eliminacdo de radicais livres mais forte do que a do acido ascérbico. A sua
atividade antidepressiva foi tambem muito forte.

Derivados do AE foram avaliados por Sturm e colaboradores (2009), onde sintetizaram
acido flavellagico (41) e o acido coruleo-elagico (42) a partir do AE (Figura 13) a fim de
aumentar a atividade do AE. O acido flavellagico mostrou Clso entre 94 e 186 nM, ja o acido

coruleo-elagico apresentou Clsg entre 42 e 116 nM frente as cepas 3D7, HB3, Dd2 e K1 de
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P. falciparum, que, em comparacdo com a atividade do AE (Clsp entre 351 e 1325 nM),

mostraram atividade antiplasmodial melhorada.

Figura 13. Estrutura dos derivados de &cido elagico (AE)

(41) acido flavellagico (42) acido coruleo-elagico

Soh e colaboradores (2008) mostraram atividade do AE comercial obtido da Acros
Organics (Bélgica), com uma inibicdo significativa in vitro contra cinco cepas de P.
falciparum (F32, Dd2, FcB1, W2 e FcM29) com Clsg variando de 105 a 330 nM, além do
seu efeito sinergético com cloroquina, atovaquona, mefloquina e artesunato, potencializando
a atividade in vitro destes antimalaricos. Nos estudos in vivo relataram inibicdo de 100% da
parasitemia em camundongos infectados por Plasmodium vinckei petteri tratados com doses
de 50 e 100 mg/kg/dia de AE via intraperitoneal. Por outro lado, camundongos tratados por
via oral mostraram muito pouca inibicdo do crescimento do parasita. Além de avaliarem os
efeitos profilaticos deste composto, mostrando sua acdo protetora no 6° dia apds o inicio do
tratamento. A parasitemia dos camundongos sobreviventes tratados por via oral e
intraperitoneal foi monitorizada dos dias 5 a 60. N&o foi observada recrudescéncia de malaria
em camundongos tratados intraperitonealmente com 50 e 100 mg/kg/dia de AE.

Em condicdes fisioldgicas in vivo o AE é metabolizado de forma gradual, na microbiota
intestinal para produzir diferentes tipos de derivados como urolitina (BIALONSKA et al., 2009;
ZHANG et al., 2011). Portanto, no intestino AE parece ser transformado por clivagem do anel
lactona, por reaces de descarboxilagdo e desidroxilagdo (ESPIN et al., 2013; TOMAS-
BARBERAN et al., 2014). Urolitina A (43), urolitina B (44), urolitina C (45) e D (46), Figura
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14, sdo produzido e absorvido no intestino, como a sua lipofilicidade aumentada (CERDA;
TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2005).

Figura 14. Derivados do AE metabolizado pela microbiota intestinal, as urolitinas.
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O O
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Cerda e colaboradores (2003), avaliaram a biodisponibilidade e metabolismo de
punicalagina e AE (23) em ratos apds a ingestdo diaria foram identificados derivados no

plasma, fezes e urina.
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2.7. Quimiometria

A quimiometria é uma &rea especificamente destinada & analise de dados quimicos de
natureza multivariada. A quimiometria emprega métodos matematicos e estatisticos para
planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada, além de fornecer dados
quantitativos de uma propriedade de interesse e assim fornecer o maximo de informacéo
quimica com a andlise dos dados obtidos (BORGES, 2011; FERREIRA, 2015). Ela é
aplicada em algumas é&reas principais, como: processamento de sinais analiticos,
planejamento e otimizacdo de experimentos, reconhecimentos de padrdes e classificacdo de
dados, calibragdo multivariada, monitoramento e modelagem de processos multivariados e
métodos de inteligéncia artificial (OLIVEIRA, 2016). A partir da década de setenta, com o
avanco da instrumentacdo e automacdo dentro dos laboratérios foi possivel obter grande
guantidade de informacdes de forma rapida e com boa qualidade, sendo fundamental a
utilizacdo de ferramentas estatisticas para a melhor compreensdo destas informacdes
(MOITA NETO & MOITA, 1998; BARROS NETO et al., 2006).

Os métodos quimiométricos utilizados para identificar as semelhancas e as diferencas
em variados tipos de amostras para classifica-las estdo divididos em dois grupos: os métodos
“supervisionados”, € os métodos “ndo supervisionados” de reconhecimento de padrdes. A
analise de componentes principais (ACP) e analise de agrupamentos hierarquicos (AAH),
sdo métodos ndo supervisionados de reconhecimento de padrdes, porque nao fazem uso de
informacdo preestabelecida da amostra analisada e, por tanto ndo requerem nenhum
conhecimento prévio a respeito da classificacdo das amostras. Elas sdo agrupadas
naturalmente com base na informacdo contida nos dados experimentais em questdo
(BARROS NETO et al., 2006).

A ACP consiste essencialmente em transformar as coordenadas das amostras em outro
sistema de eixos mais conveniente para analise de dados. E uma forma de identificar padrdes
nos dados e expressa-los de um modo que se possa enxergar as suas diferencas e
similaridades, reduzindo a dimensionalidade sem perder informacdo. Considerado um
método de grande importancia na Quimiometria e na analise multivariada em diferentes

areas, a APC, além da reducdo nas dimensdes do grupo de dados analisados, é também
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utilizada no reconhecimento de tendéncias nos dados que corroboram para o agrupamento de
amostras semelhantes, permitindo também a identificacdo de amostras atipicas ou andbmalas.

A compressdo de dados é realizada efetuando-se combinagdes lineares entre as
varidveis dos dados originais, realizando aglomeracdo daqueles que possuem informagdes
correlacionadas, reorganizando os dados em um novo sistema de eixos, chamado de
componentes principais (PC, do inglés Principal Component). Esse novo sistema de
coordenadas torna mais facil a interpretacdo dos dados e evidencia agrupamentos de amostras
com caracteristicas semelhantes, sendo também possivel detectar amostras com
comportamentos distintos. As PC’s devem ser ortogonais, garantindo que a informacéo
contida em uma delas ndo esteja presente na PC subsequente. A primeira PC, ou PC1, esta
direcionada ao longo do sentido de maior variancia dos dados. Da mesma forma, a PC2 esta
direcionada ao longo do segundo sentido de maior variancia e é ortogonal a PC1 e essa regra
segue para se obter as demais PC’s (PANERO et al., 2009).

AAH descreve a estrutura dos dados interligando as amostras por suas associacoes,
revelando os agrupamentos naturais existentes no conjunto de dados. O processo de
agrupamento hierarquico de dados multidimensionais pode ser representado graficamente em
um esquema bidimensional (MASSART et al., 1988, FERREIRA, 2015). O objetivo da HCA
é exibir os dados em um espaco bidimensional de maneira a enfatizar os seus agrupamentos
e padrdes naturais. A distancia entre os pontos (amostras ou variaveis) reflete a similaridade
de suas propriedades, sendo util para determinar a semelhanca entre amostras. O método
relaciona as amostras de forma que as mais semelhantes sdo agrupadas entre si. Os resultados
sdo apresentados na forma de um dendrograma que agrupa amostras ou variaveis em funcdo
da similaridade (PANERO et al., 2009). Ambos, sdo métodos matematicos de analise
exploratdria que tem concepcdes totalmente distintas e que podem ser aplicados aos dados
multivariados, tornando possivel a visualizacdo desejada (FERREIRA, 2015).

O uso de técnicas analiticas instrumentais como a espectroscopia de massas,
espectroscopia Raman, fluorescéncia molecular, ressondncia magnética nuclear,
cromatografia, dentre outras, ttm em comum a geracdo de dados multivariados para uma
mesma amostra. Com analise desses dados aliados a quimiometria pode-se obter informacdes

que muitas vezes resolvem limitagOes e ajudam a nortear escolhas nos estudos bioguiados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Descobrir novas substancias antimaléricas de residuos da produgéo de Bertholletia

excelsa Bonpl. (castanha-do-Brasil).

3.2. Objetivos especificos

Identificar componentes quimicos em extratos de entrecascas, cascas do caule, raizes
e cascas de raizes de B. excelsa a partir de investigacdes por IES-EM e técnicas
quimiométricas (anélises multivariadas de AAH e ACP) dos conjuntos de dados
obtidos;

Identificar extratos de B. excelsa com elevada atividade inibitdria contra a cepa K1
de P. falciparum in vitro;

Isolar e confirmar as estruturas dos componentes quimicos a partir dos extratos ativos
de B. excelsa, através de métodos espectrométricos (RMN 1D/2D e EM);

Identificar as substéncias isoladas de B. excelsa com elevada atividade inibitoria
contra a cepa K1 de P. falciparum in vitro;

Identificar as substancias isoladas de B. excelsa com elevada atividade antioxidante

mediante a reacdo com DPPH.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

Este trabalho foi realizado mediante parceria entre o Laboratdrio de Principios Ativos
da Amazénia (LAPAAM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), o
Laboratério Tematico de Quimica de Produtos Naturais (CALTQPN) do INPA, o
Laboratorio de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM) da Central Analitica
Multidisciplinar (CAM) da UFAM, bem como o Laboratério de Cultivo de Plasmodium
falciparum (Laboratorio de Malaria e Dengue), COSAS/INPA e o Laboratorio de Atividades
Bioldgicas - BIOPHAR da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM.

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Equipamentos comuns de laboratdrio

- Balanca analitica: Marca Ohaus, modelo AY220.

- Balanc¢a semi-analitica: Marca Ohaus, modelo ARC120.

- Balanca de precisdo: Marca Ohaus, modelo SJX1502BR/E

- Estufa de secagem e esterilizacdo: Marca Famem, modelo 320-SE.
- Microscopio éptico: Marca Global optics, modelo NO218T

- Moinho de 4 facas: Marca Marconi, modelo MA 340.

- Evaporador rotatorio: Marca Fisatom, modelo 804.

- Banho de ultrassom: Marca Unigue, modelo USC-1800 A.

- Manta aquecedora: Marca Fisatom, modelo 752 A.

4.1.2. Solventes e reveladores

Os solventes utilizados foram de grau técnico, submetidos a destilacdo prévia. Todos
os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos e em experimentos de EM foram

de grau CLAE da marca Tedia. Solventes deuterados da marca Merck foram utilizados para
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obtencéo dos espectros de RMN. Agua ultrapura foi obtida a partir de um sistema milli-Q,

modelo Simplicity ® 185 marca Millipore.

4.2. METODOS
4.2.1. Analises cromatograficas
4.2.1.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As anélises de CLAE desenvolvidas no Laboratorio de Cromatografia e Espectrometria
de Massas (LABCEM), foram realizadas em coluna analitica, seguida de uma semi-
preparativa. As analises em CLAE analitico utilizaram um cromatografo modelo Surveyor
Plus® (Thermo Scientific) equipado com bomba Surveyor LC Pump Plus, autoamostrador
Surveyor Autosampler Plus, vélvula de injecdo Rheodyne (25 pL), operando
simultaneamente com detector de arranjo de diodos (DAD) Surveyor PDA Plus Detector e
de espectrometria de massas (MS) (TSQ Quantum Acess). As analises em CLAE semi-
preparativo foram realizadas em cromatografo modelo UFLC® (Shimadzu) equipado com
duas bombas LC-6AD, degaseificador DGU-20AS5, detector de ultravioleta (UV) SPD-
20AV, modulo de comunicagdo CBM-20A e valvula de inje¢ao Rheodyne (200 ou 500 pL).

4.2.2. Métodos espectroscopicos/espectrométricos
4.2.2.1. Ressonancia magnetica nuclear (RMN)

As analises de RMN foram realizados no Laboratério Tematico de Quimica de
Produtos Naturais (CALTQPN). Os espectros de RMN unidimensionais (!H, *C e
DEPT135) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) foram obtidos em espectrémetro de
RMN de marca Bruker modelo Avance I1IHD, 300 MHz. Foi utilizado o programa TopSpin
3.6 para a manipulacdo dos espectros de RMN. As amostras foram dissolvidas em DMSO
deuterado (CD3).S0).
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4.2.2.2. Espectrometria de massas (EM)

Os 56 extratos obtidos, foram analisadas em EM e realizadas no Laboratorio de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM), no equipamento marca Thermo
Scientific, modelo LCQ Fleet® com analisador ion-trap, fonte de ionizacdo electrospray
(ESI) a voltagem e a temperatura do capilar em IES: 20,0 V e 200 °C, respectivamente. A
voltagem do spray: 5,0 kV, sendo este operado em modo positivo e DIC (dissociacdo
induzida por colisdo) de 25 - 28%. Gas nebulizador e gas de secagem: N2. No analisador de
DIC utilizou-se He como géas de fragmentacéo.

As substancias obtidas neste trabalho, foram analisadas em espectrdmetro de massas
de alta resolucdo (EMAR) realizadas no Laboratério Tematico de Quimica de Produtos
Naturais (CALTQPN) no equipamento Marca Bruker Daltonics, modelo MicroTOF-QIl com
analizador time-of-flight de alta resolugéo 17500 (FWHM) e fonte ESI.

4.2.3. Coleta e identificacdo do material botanico

A coleta de residuos de entrecascas, cascas do caule, raizes e cascas de raizes da B.
excelsa, foi realizada na Fazenda Aruand, localizada no quilometro 215 da rodovia AM 010,
municipio de Itacoatiara — AM (58°49'48.0"W 03°00'17.0"S) em 15 de novembro de 2016.
Exsicata do material coletado foi depositada para identificacdo taxonémica no Herbario da
Coordenacdo de Biodiversidade (COBIO/ INPA) e registradas com o nimero 277498. O
acesso ao patrimonio genético foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com o cédigo A11C513.

Foram utilizados padrdes de acido elagico e derivados (acido valoneico dilactona e
eschweilenol C) cedidos pelo Dr. Felipe Moura Araujo da Silva do Laboratério de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (LABCEM), a partir de amostras vegetais de B.
excelsa coletadas também na Fazenda Aruand com acesso ao patrimoénio genético registrado
no SisGen sob o codigo A442001.
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4.2.4. Secagem e moagem do material vegetal

As entrecascas, cascas do caule, raizes e cascas de raizes da B. excelsa, foram levadas
ao Laboratdrio de Principios Ativos da Amazénia (LAPAAM/INPA). Apés a separacao,
foram colocadas na estufa a 40 °C para secagem até peso constante. O material vegetal foi
seco em estufa separadamente por partes. Uma vez secas, foram trituradas em moinho de
facas e a parte lenhosa (cascas do caule e raizes) foram moidas em moinho industrial no
Laboratorio de Bioprospeccéo e Biotecnologia/INPA. Apds a moagem as amostras foram

pesadas, embaladas e armazenadas na geladeira até a extracao.

4.2.5. Planejamento experimental de misturas

Os extratos foram preparados com base em um planejamento experimental do tipo
simplex-centroide (BRUNS et al., 2006) com trés componentes (solventes). Foram divididos
em dois grupos experimentais, utilizando solventes com diferentes graus de polaridade.
Grupo 1 (hexano (Hx); diclorometano (CH2Cl.); acetato de etila (AcOEt)) e Grupo 2
(acetona; etanol (EtOH); 4gua (H20)), figura 15.

Figura 15. Planejamento experimental do tipo simplex-centréide com trés
componentes/solventes.

CH:Clz = 100% EtOH = 100%

Hx/CH:Clz = 50:50% CH:CIl2/AcOEt = 50:50%

Hx/CH:Cl/AcOEt =33,3:33,3:33,3%

®

Hx = 100% Hx/ACOEt = 50:50% AcOEt = 100% Acetona= 100% Acetona/H;0 = 50:50% H:0 = 100%
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Os vértices dos triangulos (1, 2 e 3) correspondem aos solventes puros, os centros das
arestas (4, 5 e 6) correspondem as misturas binarias com os dois componentes em propor¢oes
iguais, e 0 ponto no centro do tridngulo (7), corresponde ao ponto central, isto é, a mistura
contendo os trés solventes em proporcdes iguais. Os solventes puros foram selecionados com
base no triangulo de seletividade de solventes de Snyder para cromatografia (SNYDER,
1974). Esse planejamento deu origem a 7 sistemas de solventes de extracdo para cada grupo
(1 e 2) para um total de 14 sistemas de extracdo. Porc¢oes de cada uma das 4 partes da planta
(entrecasca, cascas do caule, raiz e casca de raiz), foram extraidas individualmente levando

a um total de 56 extratos, conforme detalhado a seguir.

4.2.6. Preparacdo de extratos para estudos quimiométrico e bioldgico

4.2.6.1. Preparo dos extratos em escala analitica

Foram preparados um total de 56 extratos de B. excelsa (residuos de raiz, casca de
raiz, casca do caule e entrecasca) pesando-se 1 g de cada material vegetal seco e triturado e
adicionando-se 100 mL do solvente extrator de acordo com as composic¢des do planejamento
simplex-centroide. Foram feitas duas extracdes em duplicata, utilizando-se uma nova porcao
de material vegetal em cada extracdo. As misturas foram mantidas sob agitacdo constante
(shaker) por 24 h a temperatura ambiente. Em seguida os extratos foram filtrados e
concentrados por evaporacdo rotatéria. Os frascos contendo cada extrato foram colocados
em banho de areia a 40 °C até a evaporagdo completa dos solventes. As amostras secas foram
pesadas, foi calculado o percentual de rendimento de extrato e depois foram armazenadas em

freezer a -20 °C para posterior analise.

4.2.6.2. Analise dos extratos por EM e tratamento quimiométrico dos dados

Amostras de todos os extratos obtidos foram pesados, dissolvidos a uma concentracdo
de 3 mg/mL (solucéo estoque) em metanol e filtrados com filtro millipore 0,20 um. Aliquotas

(30 pL) das solucdes estoques foram posteriormente diluidas com metanol (970 pL) e
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analisadas por infusdo direta no espectrémetro de massas da UFAM. Foram injetados por
grupos de solventes (Grupo 1 e 2). Apos a aquisi¢do dos espectros de massas, 0s dados (m/z
dos ions e suas respectivas intensidades relativas) foram procesados utilizando o Programa
Xcalibur 2,0.

Para a realizacdo dos calculos quimiométricos, uma matriz de dados, foi construida
colocando-se o sistema de extracdo da amostra nas cabecas de coluna e as respectivas m/z
dos ions obtidas a partir dos espectros de massas das amostras foram colocadas nas colunas.
A construcdo da matriz de dados é mostrada esquematicamente no Anexo 1. Os dados foram
avaliados por parte da planta separadamente, comparando método de extracdo, m/z e
porcentagem em relacdo ao pico base (maior que 5%), os ions de intensidade abaixo de 5%
relativo ao ion base foram negligenciados (SCHIOZER et al., 2012) indicado por “0” na
planilha (Anexo 1). Para auxiliar na interpretacdo dos resultados, foi utilizado o programa
computacional livre Chemoface versdo 1.5, analise de componentes principais (ACP) e
andlise de agrupamentos hierarquicos (AAH), calculados através da variacdo dos ions

registrados (variaveis), e distancia euclidiana respectivamente.

4.2.6.3. Preparo de extrato em maior escala e fracionamento em fase sélida

Com base nos resultados de percentual de rendimento, dados quimiométricos e
atividade antiplasmadica escolheu-se o extrato na mistura de solventes acetona/EtOH/H20
(1:1:1) para ser preparado em maior escala. A partir de 10 g de entrecasca, conforme
procedimento descrito na secdo 4.2.6.1. obteve-se um total de 4,1 g de extrato seco (E57).
Foi realizada uma extracdo em fase solida (EFS), 1 g do extrato E57 e passado através de um
cartucho contendo 10 g de fase KP-C18-HS (Biotage, VA, USA) previamente ativada em
metanol grau CLAE (70 mL) e condicionada com agua (70 mL). A coluna foi eluida com
agua (70 mL) e eluida adicionalmente com metanol grau CLAE (70 mL). A fracdo metandlica
foi seca em banho de areia a 40 °C e obtiveram-se 704 mg (E57B), enquanto a fragcdo aquosa
(E57A) foi liofilizada e obtiveram-se 210 mg.

57



4.2.6.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As absorcoes foram registradas de 254 a 300 nm. O método utilizado foi otimizado em
coluna analitica (Figura 15) de forma a permitir a separacéo escalonada para isolamento. A
fracdo metandlica (E57B) do extrato E57, foi dissolvido em DMSO (40 mg/100 pL) e
injetada em uma coluna semi-preparativa C18 com fluxo de 3 mL/min.

As separagdes foram realizadas em um sistema Accela HPLC (Thermo Scientific). A
fase mével consistia em metanol (A) e uma solugdo aquosa, acidificada com acido férmico
a 1% (B) com gradiente de eluicdo de 20 a 80% B ao longo de 20 min (1 mL/min), seguido
de 80% B por mais 10 min (Silva et al., 2018), totalizando 30 min de corrida, o que resultou
na coleta de 7 subfragdes (E57B-1, E57B-2, E57B-3, E57B-4, E57B-5, E57B-6 e E57B-7).
Cada inje¢do continha 40 mg da fragdo DE56B solubilizados em 100 uLL de DMSO.

4.2.7. ENSAIOS BIOLOGICOS

4.2.7.1. Cultivo in vitro de Plasmodium falciparum

A cultura in vitro de P. falciparum e os testes de atividade antimalarica in vitro foram
realizados no Laboratério de Cultivo de Plasmodium falciparum (Laboratério de Maléria e
Dengue), COSAS/INPA. O método utilizado ¢ 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. Foi utilizada a
cepa K1 de P. falciparum (MRA-159, MR4, ATCC, Manassas Virginia), resistente a
cloroguina e pirimetamina, cultivada em eritrécitos humanos 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 COz2, 5% de O e N2 balanceado).
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4.2.7.2. Microteste de suscetibilidade in vitro

O ensaio antiplasmaodico foi realizado de acordo com o método descrito por Rieckmann
etal. (1978), com adaptacOes descritas por Andrade-Neto et al. (2007). Para avaliacdo inicial
da atividade, as amostras foram submetidas a uma peneiragem em duas concentracdes: 50 e
5 ug/mL. As amostras que apresentaram um percentual de inibigdo da parasitemia acima de
80% (frente aos controles negativos) na maior concentracdo foram consideradas ativas e
avaliadas em sete concentragOes, na faixa de 100 a 1,56 ug/mL, para determinagdo da
concentracdo capaz de reduzir o crescimento do parasita em 50% (Clso). Os antimalaricos
padrdes cloroquina e quinina foram avaliados em sete concentracdes, de 2,5 a 3,4x1073
pug/mL, como controles positivos. Cada amostra diluida foi testada em triplicata na etapa da
peineragem, e em duplicata para céalculo de Clso, em microplacas de 96 pocos. A

concentragéo inibitdria (Clso) foi calculada com o auxilio do software GraphPad Prism.

4.2.7.3. Determinacéo do fator antioxidante mediante a reacdo com DPPH

A determinacdo do fator antioxidante foi realizada no Laboratério de Atividades
Biologicas - BIOPHAR da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM., executada pelo
aluno de doutorado Leonard Domingo Rosales Acho, sob a orientacdo do Prof. Dr. Emerson
Silva Lima.

Este teste avalia a habilidade que uma substincia tem de sequestrar o radical livre
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), e esta baseado no descoramento (geralmente cor
amarela) de uma solu¢do composta pelo radical estavel, de cor violeta, quando da adi¢ao de
substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
Para este procedimento, utilizou-se a metodologia utilizada por Chiang (2013), com

modificagoes.
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Foi preparada uma solucao de 0,05 pg/mL de DPPH em etanol. 30 uL das substancias
solubilizadas em DMSO (1 mg/mL) e 30 pL de padrao &cido gélico (100 pg/mL) foram
adicionados a cada um dos pogos da microplaca e colocadas em contato com a solug¢do de
DPPH (170uL em cada pocgo). Para o controle, foram utilizados 170 uL de DPPH e 30 uL de
DMSO e como branco de cada amostra foi adicionado também 170 pL do solvente e 30 uL
da substancia sem adi¢do do DPPH. A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura
ambiente, no escuro e foi feita a leitura em 492 nm. Em seguida, foi feito o calculo de inibigao
baseado na absorbancia do controle utilizando o programa Excel.

As analises foram realizadas em triplicata e os calculos de porcentual de inibigcdo
(inibicdo %) foram realizados baseando-se na absorbéancia do controle e utilizando o
programa Excel. Quando o porcentual de inibigdo foi maior a 50%, foram realizadas até 8
diluicbes consecutivas para obtencdo dos valores de Clso, calculados pelo programa

GraphPad Prism, versdo 6.0. A percentagem de inibicdo foi obtida a través da equacéo 1:

Equacéo 1:
% inibicdo = 100-[Absa /AbsC] x 100.

Absa=Absorbancia da amostra
Absc=Absorbancia do controle
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho teve como objetivo o isolamento de substancias com atividade
antimalarica, portanto foi realizada como primeira etapa, a analise do perfil quimico
dos extratos por EM e tratamento quimiométrico dos dados, e em conjunto com os
dados de percentual de rendimento e atividade antimalarica in vitro, foi definida a
escolha da melhor metodologia de extragdo para o isolamento bioguiado. No total
foram obtidos 56 extratos em duplicata, a primeira para teste de percentual de
rendimento e a segunda para verificacdo de reprodutibilidade, sendo esta utilizada na
fase exploratdria. Os resultados de percentual de rendimentos dos 56 extratos sdo a
presentados nas tabelas 4 ¢ 5.

De forma geral, os extratos obtidos apresentaram coloracdo marrom escuro,
com percentuais de rendimentos globais variando entre 2,1% ¢ 41,2%. Dos extratos
obtidos a partir das raizes, E35 apresentou o melhor percentual de rendimento com
18,4% e E1 com 2,1% foi considerado o extrato com percentual de rendimento mais
baixo de todos. A casca de raiz E42 apresentou o melhor percentual de rendimento
com 24,4% e o rendimento mais baixo foi obtido no extrato E8 com 3,8%. A casca de
caule, o extrato E49 apresentou o melhor percentual de rendimento com 39,3% e o
rendimento mais baixo foi obtido no extrato E15 com 2,3%. Os extratos da entrecasca,
E55 e E56 apresentaram os melhores percentuais de rendimento de todos os extratos
obtidos com 41,2 e 40,5% respectivamente, por outro lado, o extrato E54 apresentou
um percentual de rendimento mais baixo com 8%. Pode-se observar também que
houve uma boa reprodutibilidade de percentual de rendimento na segunda repetigao.
A entrecasca foi quem apresentou maiores valores de percentual de rendimento em
comparag¢ao com as outras partes vegetais de B. excelsa.

Foi possivel observar que as misturas binarias e ternarias dos solventes
extratores, apresentaram maiores valores de percentual de rendimento em comparagao
com os solventes puros.

Os maiores rendimentos de extrato bruto foram obtidos com os solventes

acetona, etanol e dgua, todos eles solventes polares. Geralmente, os compostos de alta
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polaridade sdo soluveis em solventes também polares, o que esta de acordo com a
regra empirica de grande utilidade: “polar dissolve polar, apolar dissolve apolar” ou
“o semelhante dissolve o semelhante”. A solubilidade depende, portanto, das forcas

de atracdo intermoleculares que foram documentadas pela primeira vez por Van der

Waals (1910).
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Tabela 4. Composigdes das misturas extratoras e rendimento das extragdes por parte

da planta (Grupo 1)

NO

Solvente (% v/v)

Rendimento %

x Raiz Cascade raiz Casca de caule Entrecasca
Extracdo Hexano CH:Cl, AcOEt 10 90 10 9 1o 50 1o 5o
El 100 0 0 21 27 - - - - - -
E2 0 100 0 94 70 - - - - - -
E3 0 0 100 93 82 - - - - - -
E4 50 50 0 76 80 - - - - - -
ES 50 0 50 16,8 151 - - - - - -
E6 0 50 50 8,0 10,0 - - - - - -
E7 33,3 33,3 33,3 |157 16,3 - - - - - -
ES8 100 0 0 - - 42 38 - : : B
E9 0 100 0 - - 105 123 - - - -
E10 0 0 100 - - 119 111 - - - -
Ell 50 50 0 - - 65 7,2 - - - -
E12 50 0 50 - - 206 190 - - - -
E13 0 50 50 - - 90 10,3 - - - -
El4 33,3 33,3 33,3 - - 204 215 - - - -
E15 100 0 0 - - - - 31 2.3 ; _
E16 0 100 0 - - - - 11,8 12,4 - -
E17 0 0 100 | - - - - 127 110 - ]
E18 50 50 0 - - - - 13,5 11,2 - -
E19 50 0 50 - - - - 15,2 16,2 - -
E20 0 50 50 - - - - 10,1 9,8 - -
E21 33,3 33,3 33,3 - - - - 11,6 12,6 - -
E22 100 0 0 - - - - - - 3,6 2,7
E23 0 100 0 - - - - - - 111 13,2
E24 0 0 100 - - - - - - 9,0 91
E25 50 50 0 - - - - - - 95 104
E26 50 0 50 - - - - - - 9,7 118
E27 0 50 50 - - - - - - 56 45
E28 33 333 33 |- - - - ; ; 46 58
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Tabela 5. Composigdes das misturas extratoras e rendimento das extragdes por parte
da planta (Grupo 2).

N° Solvente (% v/v) Rendimento %
x Raiz Casca de raiz Casca de caule Entrecasca
Extracao Acetona EtOH H.O 1o 9o 10 s 10 50 o 9o
E29 100 0 0 73 90 - - - - - -
E30 0 100 0 9,7 121 - - - - - -
E31 0 0 100 | 15,9 15,6 - - - - - -
E32 50 50 0 15,8 148 - - - - - -
E33 50 0 50 | 140 135 - - - - - -
E34 0 50 50 111 141 - - - - - -
E35 333 333 333 (159 184 - - - - - -
E36 100 0 0 - - 9,6 10,7 - - - -
E37 0 100 0 - - 188 17,1 - - - -
E38 0 0 100 - - 193 201 - - - -
E39 50 50 0 - - 171 204 - - - -
E40 50 0 50 - - 210 236 - - - -
E41 0 50 50 - - 216 22,7 - - - -
E42 333 333 33,3 - - 240 244 - - - -
E43 100 0 0 - - - - 195 19,5 - -
E44 0 100 0 - - - - 329 34,2 - -
E45 0 0 100 - - - - 229 24,7 - -
E46 50 50 0 - - - - 334 360 ; ]
E47 50 0 50 - - - - 297 33,9 - -
E48 0 50 50 - - - - 170 18,1 - -
E49 333 333 33,3 - - - - 393 38,4 - -
E50 100 0 0 - - - - - - 18,9 19,0
E51 0 100 0 - - - - - - 29,8 299
E52 0 0 100 - - - - - - 28,7 30,0
ES53 50 50 0 - - - - - - 29,8 32,0
E54 50 0 50 - - - - - - 8,0 10,8
E55 0 50 50 - - - - - - 339 41,2
E56 333 333 333 - - - - - - 38,5 405
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Os resultados de percentual de rendimento obtidos mostraram de forma geral a
importancia do planejamento de misturas do tipo centroide-simplex com trés
componentes aplicado a obten¢do dos extratos brutos de B. excelsa em termos da
informag¢ao obtida por cada um dos diferentes extratores, pois em todos os casos
destacaram-se as misturas bindrias e terndrias superiores em comparacdo com a
extracdo com solventes puros. Este fato ¢ importante porque permitiu a possibilidade
de selecionar misturas de solventes capazes de extrair maiores quantidades de
metabodlitos presentes, e junto com os resultados dos testes antimalaricos que serdo
mostrados a continuagdo, direcionam a escolha do melhor extrato bruto com atividade

bioldgica elevada.

5.1. Resultado do teste antiplasmadico in vitro dos extratos

Um total de 15 extratos de 56 foram desconsiderados para determinagdo de Clso, por
apresentarem uma inibicdo da parasitemia menor que 80% no screening. Os percentuais de
inibicdo dos extratos e os valores das Clso estdo apresentados na Tabela 6. Os critérios
utilizados para classificagdo da atividade dos extratos brutos estdo de acordo com os usados
pelo LAPAAM e outros grupos de pesquisas (KRETTLI et al., 2009). Concentragédo
inibitdria 50% (Clso): maior que 25 pg/mL = inativo (I); entre 25 pg/mL e 10 pg/mL =
parcialmente ativo (PA); entre 10 ug/mL e 1,0 pg/mL = ativo (A); menor que 1,0 pg/mL =
muito ativo (MA).

Das amostras testadas (Tabela 6), quarenta e um extratos foram avaliados para
determinar as suas Clso por apresentarem uma inibi¢do > de 80 %. Os extratos obtidos em
solventes mais polares e com maior rendimento apresentaram maior atividade, ocorrendo um
aumento da inibig&o da parasitemia conforme o rendimento dos extratos. Vinte e um extratos
obtidos a partir da entrecasca, casca de caule e casca de raiz (E36 - E56) e extraidos com
solventes puros e misturas de acetona, etanol e agua foram classificados como ativos por
apresentarem valores de Clso desde 1,7 até 7,8 pg/mL. Sendo os extratos mais ativos E38
(Clso=2,0 pg/mL), E47 (Clso= 1,7 ug/mL) e E56 (Clso = 21,7 pg/mL), correspondentes aos
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extratos obtidos de casca de raiz, casca de caule e entrecasca. Um estudo realizado por Souza
(2013) mostrou a atividade do extrato etandlico da casca da B. excelsa contra a cepa 3D7 de
P. falciparum (cloroquina sensivel), com Clso igual a 6,0 pg/mL. Oliveira et al. (2015) em
seu estudo com plantas utilizadas por comunidades quilombolas contra a malaria,
demonstraram a atividade do extrato etandlico da casca com Clsg igual a 2,0 ug/mL frente a
estirpe W2 de P. falciparum (cloroquina resistente), resultados semelhantes aos aqui obtidos.
O extrato aquoso, obtido da seiva no trabalho de Oliveira et al. (2015) que realizou a extracéo
de amostras frescas desta parte da planta e relatou Clso de 7,5 pg/mL frente a estirpe W2 de
P. falciparum, neste estudo apresentou Clso igual a 2,0 pg/mL.

Os sete extratos obtidos a partir das raizes e extraidos em solventes hexano,
diclorometano e acetona apresentaram valores de Clso desde 6,3 até 12,3 pg/mL, sendo
classificados como ativos e parcialmente ativos. Dos sete extratos da raiz obtidos em
solventes mais polares (acetona, etanol e agua) e testados para atividade antiplasmaodica,

cinco foram classificados como ativos.
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Tabela 6. Atividade antiplasmodica in vitro dos extratos de B. excelsa em duas

concentracdes, Clso e classificacdo de atividade.

Concentracoes (pg/mL)

Parte Solvente Extrato Classificacao
50 5 Clso

Hx El 82 1 11,4 PA
CHCI> E2 92 2 8,2 A
AcOEt E3 94 4 10,3 PA
Hx/CH.Cl; E4 95 1 11,0 PA
Hx/AcOEt E5 96 54 6,3 A
CH:Cl2/AcOEt E6 96 52 12,3 PA
) Hx/CHCl/AcOET E7 96 45 6,8 A
Raiz - S cetona E29 92 47 5,9 A
EtOH E30 78 34 NT |
H20 E31 80 0 2,0 A
Acetona/EtOH E32 90 0 NT NC
Acetona/H,0 E33 94 30 4,2 A
EtOH/H,0 E34 83 43 3,2 A
Acetona/EtOH/H,O  E35 93 86 4,6 A
Hx ES8 87 0 NT NC
CH2Cl; E9 80 30 5,4 A
AcOEt E10 89 2 7,6 A
Hx/CH.Cl; E1ll 66 27 NT |
Hx/AcOEt E12 87 0 NT NC
CHCl2/AcOEt E13 92 16 6,2 A
Cascade HX/CH:CL/ACOET  El14 91 0 NT NC
raiz  Acetona E36 80 30 3,3 A
EtOH E37 93 60 3,2 A
H20 E38 92 85 2,0 A
Acetona/EtOH E39 95 25 4,7 A
Acetona/H,0 E40 95 20 53 A
EtOH/H.0 E41 92 66 4,0 A
Acetona/EtOH/H,O  E42 85 33 4,0 A
Hx E15 19 0 NT |
CHCl> E16 88 14 6,8 A
Ci;‘l’ﬁede ACOEt E17 83 0 NT NC
Hx/CH2Cl; E18 93 0 NT NC
Hx/AcOEt E19 74 3 NT |
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CH2Cl2/AcOEt E20 76 0 NT I
Hx/CH.CI2/AcCOET  E21 91 34 55 A
Acetona E43 91 84 3,9 A
EtOH E44 95 44 3,8 A
H20 E45 88 60 4,0 A
Acetona/EtOH E46 83 68 2,2 A
Acetona/H;0 E47 84 75 1,7 A
EtOH/H20 E48 82 5 7,8 A
Acetona/EtOH/H.O  E49 81 62 1,9 A
Hx E22 40 0 NT I
CH:Cl: E23 84 1 6,7 A
AcOEt E24 80 14 5,9 A
Hx/CH2Cl; E25 81 0 NT NC
Hx/AcOEt E26 87 16 6,5 A
CH2Cl2/AcOEt E27 79 0 NT I
Hx/CH:Cl,/AcOET  EZ28 76 0 NT I
Entrecasca Acetona E50 82 74 4,8 A
EtOH E51 80 33 2,3 A
H20 E52 81 81 2,0 A
Acetona/EtOH E53 82 54 3,1 A
Acetona/H,0 E54 84 65 5,8 A
EtOH/H>0 ES55 80 68 4,9 A
Acetona/EtOH/H.O  E56 84 30 1,7 A
Nt = ndo testados; | = inativo; NC = amostras ndo classificadas/néo priorizadas

5.2. Perfil quimico dos extratos por EM e tratamento quimiométrico dos dados

Na anélise dos extratos por espectroscopia de massas observa-se um variado nimero
de ions (m/z) para cada amostra. Percebe-se também que alguns dos ions principais se
repetem na maioria dos extratos da mesma parte da planta avaliada neste estudo. A anélise
inicial foi realizada por parte da planta, a fim de se avaliar a composicao relativa dos extratos
e identificar extratos com componentes com m/z associados a atividade antiplasmodial.

O grafico de AAH da entrecasca (Figura 16) permitiu a observacdo de dois grupos.
Este agrupamento deve-se provavelmente a similaridade dos componentes quimicos obtidos

a partir das misturas de solventes e que sdo evidenciadas pela auséncia e presenca dos ions
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em cada grupo. Este mesmo perfil observa-se também nos dados quimiométricos mostrados
em casca da raiz e casca do caule. O Grupo | é composto pelos extratos E22 a E28 e 0 grupo
I1 composto pelos extratos E50 a E56. Este agrupamento, confirma-se no gréafico de ACP da
entrecasca (Figura 17).

Quando correlacionamos os extratos avaliados para Clso, observa-se que a maioria dos
extratos dos Grupos | e Il, possuem valores menores a 10 pg/mL, classificando-se como
extratos ativos. De acordo com Figura 17, os ions que estdo correlacionando os extratos do
Grupo |1, sdo m/z 301, 447 e 469, sendo E51, E52, E53 e E56 0s extratos mais ativos com
elevada atividade inibitdria contra a cepa K1 de P. falciparum in vitro. Por outro lado, os
extratos do grupo | apresentam valores de Clso maiores em comparacao aos valores de Clsg
dos extratos do Grupo Il. Os ions que correlacionam os trés extratos ativos do Grupo I, sdo
m/z 339, 279 e 353, sendo que 4 dos 7 extratos pertencentes a este grupo foram
desconsiderados para avaliagdo de Clso por apresentarem uma inibi¢do da parasitemia menor

que 80% no screening (triagem).

Figura 16. Dendrograma de AAH da entrecasca de B. excelsa
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Figura 17. Gréfico de score de ACP (A) e biplot (B) para os dados da entrecasca de B.
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No grafico de AAH da casca de raiz (Figura 18) observam-se dois grupos. O grupo | é
composto pelos extratos E8 a E14 e o Grupo Il é composto pelos extratos E36 a E42. Este
agrupamento confirma-se no gréfico de ACP da casca de raiz (Figura 19). A maioria dos
extratos do Grupo Il possuem valores de Clso menores a 10 pug/mL, classificando-se como
extratos ativos. Por outro lado, apenas 3 dos 7 extratos que compdem o Grupo | apresentaram
Clso menores a 10 ug/mL. De acordo com a figura 19 os ions que est&o correlacionando esses
extratos sdao os de m/z 301, 447 e 469, sendo que 0s ions m/z 301 e 469 estdo correlacionados

aos extratos E37 e E38, os mais ativos do grupo 1.
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Figura 18. Dendrograma de AAH da casca da raiz de B. excelsa

E39
E40
E42 :l
E37
B35
EM ili
E36
E13
E14
EN
E&
E12

E10
Ea

GRUPO I

GRUPO |

1 1 1 1 1 1 1 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0E 0.7 0.e
Euclidean distance

Figura 19. Gréfico de score de ACP (A) e biplot (B) para os dados da casca da raiz de
B. excelsa
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No dendrograma de AAH e no gréafico de score de ACP da casca do caule (figura 20 e
21) observam-se dois grupos definidos. O Grupo Il é composto pelos extratos E43 a E49 e 0
grupo | composto pelos extratos E15 a E21. A maioria dos extratos do Grupo Il possuem

valores de ICso menores a 10 pg/mL, classificando-se como extratos ativos. Por outro lado,
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somente 2 dos 7 extratos que conformam o Grupo I, apresentaram Clso menor a 10 pg/mL.
De acordo com os graficos de score de ACP e biplot (Figura 21) o Unico ion que estd
correlacionando aos extratos do Grupo Il é m/z 301, sendo que os extratos E46, E47 e E49
foram os mais ativos deste grupo, com elevada atividade inibitoria contra a cepa K1 de P.

falciparum in vitro.

Figura 20. Dendrograma de AAH da casca do caule de B. excelsa
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Figura 21. Grafico de score de ACP (A) e biplot (B) para os dados da casca do caule de
B. excelsa
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Nos extratos obtidos a partir das raizes de B. excelsa foram observados dois grupos
principais no dendrograma de AAH (Figura 22), sendo Grupo A e Grupo B claramente
diferenciadas. Este agrupamento confirma-se no grafico de ACP (Figura 23) onde observam-
se dois grupos principais que possuem amostras que correlacionam entre si, onde o Grupo A
€ composto apenas por extratos E1, E3, E4 e E6 (Grupo |, Tabela 4) e o Grupo B é composto
por extratos E2, E5, E7 (Grupo |, Tabela 4), E29, E30, E31, E32, E33, E34 e E35 (Grupo I,
Tabela 4).

Quando correlacionamos estas amostras com 0s resultados do teste de atividade in
vitro, observamos que os valores de Clso obtidos no grupo A, sdo maiores a 10 pg/mL,
classificando-se como extratos parcialmente ativos. Por outro lado, 8 dos 10 extratos que
compdem o Grupo B apresentaram Clso menor a 10 pg/mL. De acordo com a figura 23 os
picos que estdo correlacionando os extratos do Grupo B sdo m/z 469 e 301, sendo E31 e E34

0s extratos mais ativos de este grupo contra a cepa K1 de P. falciparum in vitro.

Figura 22. Dendrograma de AAH da raiz de B. excelsa
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Figura 23. Gréfico de score de ACP (A) e biplot (B) para os dados da raiz de B. excelsa
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A quimiometria aplicada aos dados coletados por EM dos extratos permitiu a
diferenciacdo das amostras em relacdo a informacdo quimica extraida por cada mistura de
solvente extrator. Por meio dos grupos formados, foi possivel perceber as caracteristicas das
misturas extratoras e reconhecer o poder de interacdo entre os solventes.

A anélise de componentes principais aplicada aos dados cromatograficos do extrato
bruto permitiu a discriminacéo das amostras com relacdo a informacdo quimica extraida por
cada mistura de solvente extrator. Através dos grupos formados foi possivel perceber as
caracteristicas das misturas extratoras e reconhecer o poder de interacdo entre os solventes.
De forma geral, cada grupo se destaca por ser mais especifico na identificacdo de alguns
picos, enquanto outros permitem a identificacdo de todos os picos importantes com atividade
bioldgica. No grupo de solventes apolares, identificaram-se 0s extratos com ions maioritarios
em m/z 399, 279, 353, 255, 283, 654, 365, 375, evidenciando assim a facilidade de extracéo
destes componentes em solventes de baixa e mediana polaridade. Por outro lado, com
acetona, etanol e agua (solventes polares), todos solventes polares, identificaram-se 0s
extratos com ions em m/z 301, 447, 469 classificados como “grupo ativo” no processamento
quimiometrico e que foram de fato as substancias maioritarias obtidas em este estudo.
Efetivamente os sistemas de solventes utilizados, foram capazes de triar os extratos obtidos
na parte da quimiometria. E importante ressaltar que estas informagdes somente podem ser

obtidas com o pré-processamento correto dos dados.
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5.3. Anélises quimicas e fracionamento do extrato

Na tabela 7, observa-se que dos dez extratos mais ativos nos testes in vitro contra P.
falciparum associados aos dados quimiomeétricos, e com base no percentual de rendimento,
definiu-se que o melhor método de extracdo, foi o extrato obtido na mistura
Acetona/EtOH/H,0 da entrecasca da B. excelsa (E56). Pois no grupo obtido de AAH e ACP,
estd considerada como a amostra mais ativa (possui menor Clso) e de forma geral, apresenta
0 segundo maior rendimento entre as 56 extracGes. Sendo entdo o extrato E56, o escolhido

para separacéo por CLAE.

Tabela 7. Extratos de B. excelsa mais ativos in vitro contra P. falciparum e seus ions (m/z)

associados e teores extrativos

Extrato Clso(ng/mL) Teor % m/z
E31 2,0 15,6 301, 469
E34 3,2 14,1 301, 469
E38 2,0 20,1 301, 469, 447
E46 2,2 36 301
E47 1,7 339 301
E49 1,9 38,4 301
E51 2,3 29,9 301, 469, 447
E52 2,0 30 301, 469, 447
E53 3,1 32 301, 469, 447
E56 1,7 40,5 301, 469, 447

5.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para a analise de CLAE, foram realizadas 5 corridas utilizando 200 mg no total da
fracdo metandlica E57B. O cromatograma observado na figura 24 mostra 0s picos
correspondentes a seis substancias que nomeamos de E57B-1, E57B-2, E57B-3, E57B-4,
E57B-5 e E57B-6. As substancias correspondentes a esses picos foram recolhidas em frascos

identificados e posteriormente foram liofilizadas e pesadas.
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Figura 24. Cromatograma de CLAE semi-preparativo com 0s picos correspondentes

as substancias obtidas da fracdo metandlica (E57B)
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E57B-1 e E57B-4 foram injetadas novamente no CLAE nas mesmas condi¢fes, com a
finalidade de aumentar a sua pureza. Na tabela 8, sdo apresentados os rendimentos das
subfracdes obtidas da CLAE semi-preparativa. Em seguida foram conduzidos experimentos

para caracterizar cada substancia por RMN e EM.

Tabela 8. Massa das subfragdes obtidas por CLAE semi-preparativo.

) Cddigo Tempo de
N° pico L ) Massa (mg)
substancia  retencao (min)

1 E57B-1 91 9,6
2 E57B-2 10,4 2,0
3 E57B-3 10,7 31
4 E57B-4 111 10,3
5 E57B-5 11,5 8,6
6 E57B-6 12,5 35
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5.5. Identificacdo das substancias obtidas

A identificacdo/caracterizacdo das fracGes obtidas foi realizada por meio das analises
dos espectros de RMN de *H e de 3C (mono e bidimensionais) e EMAR, conforme as
caracteristicas estruturais. Os espectros estdo incluidos nos anexos. Os ions associados a
atividade antimalarica foram fragmentados utilizando DIC e estdo de acordo com as
estruturas reportadas em trabalho recente publicado por Silva et al., (2019). A partir de dados
espectrais foi observado também que os sinais caracteristicos correspondem a derivados do
acido elagico (AE). No entanto, somente as subfracbes E57B-1, E57B-2, E57B-3, E57B-4,
E57B-5 e E57B-6 foram identificadas por comparagdo com a literatura.

5.5.1. Identificacdo da substancia E57B-1

A substancia E57B-1 apresentou-se como s6lido amorfo, de cor amarela palida com
solubilidade baixa em metanol e 4gua; e solubilidade boa em DMSO. No espectro de massa
por electrospray de alta resolucdo (EMAR) modo negativo (Anexo 6) o ion da molécula
precursora foi identificado em m/z 469,0053 [M-H]~, o software (Bruker compass data
analysis 4.2) prop6s a formula C21HyO13 (calculado m/z 469,0049), com um erro de 4= 0,85
ppm, estando assim dentro da margem de erro para substancias conhecidas (até 20 ppm) e
nova (até 10 ppm). Com estes dados obtidos e junto com os dados dos espectros de RMN H
e 13C, HSQC, HMBC e EM2 encontrados na tabela 9 (espectros nos anexos 2, 3, 4,5, 6, 7 e
8), levaram a propor a estrutura do &cido valoneico dilactona (47), (Figura 25) com valores
semelhantes aos descritos em outros trabalhos na literatura (BARAKAT et al., 1997; SILVA
etal., 2007 e SILVA et al., 2019).
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Figura 25. Estrutura proposta para E57B-1

(47) acido valoneico dilactona

O espectro de RMN de *H em DMSO-ds de E57B-1 (Anexo 2) apresentou trés singletos
em oH 7,48 (H-5); 61 6,87 (H-5) e dn 6,97 (H-6"’) na regido de aromaticos, consistente com
a presenca de trés unidades de acido galico. Por comparacdo com dados da literatura, o sinal
a oc 166,3 (C-7’") foi atribuido a carbonila do agrupamento galoiloxi, 0 que pode ser
confirmado pela sua correlagdo no espectro HMBC a 6+ 6,98, atribuido a H-6".

Os deslocamentos quimicos dos sinais observados no espectro de RMN *C, ao serem
comparados com a literatura, apresentaram-se consistentes com os relatados por Silva et al.,
(2007), (Tabela 9), o que permitiu a identificagdo de E57B-1 como o acido valoneico
dilactona (47). No EMAR é observado também um ion em m/z 425 [M—H-44]", consistente
com uma perda de CO2 e um ion em m/z 299 [M-H-170]", pela perda do agrupamento
galoiloxi (Anexo 8) (CHISTE E MERCADANTE 2012; SILVA et al., 2007; BARAKAT et
al., 1997; WYREPKOWSK 2014), consistente com um derivado do &cido eldgico (AE)
(SEERAM et al., 2006).
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Tabela 9. Dados de RMN de 'H e 3C, HSQC e HMBC da substancia E57B-1,

comparacdo com a literatura para acido valoneico dilactona.

ES7B-1

SILVA et al., 2007

DMSO-ds; 300 MHz

DMSO-ds; 500 MHz

N°C BC I IH-BC-HSQC ~ HMBC 13C 1
C-1 1123 111,9
C-2 1366 136,6
C-3 1395 1395
C-4 1498 1494
C-5 1108 7.48(s1H,CH)  H-5 (1) ﬁ%%ﬁ%% 1105 7,49
C-6 1084 108,1
C-7 1596 159,1
C-1 1143 113,8
C-2 1365 136,2
C-3' 1410 140,6
C-4 1489 1485
114,3; 141,0;
C-5 1085 691(s1H,CH) H-5(J) 1489:1505 | 1084 6,91
137,0
C-6 1072 106,8
C-7' 1595 159,0
C-1" 1149 1147
C-2 1370 139,1
C-3" 1399 139,4
C-4" 1355 135,2
C-5' 1434 142,9
135,5; 139,9;
C-6" 1087 698(s1H,CH) H-6"(\J)  1663;1149; | 1084 699
143.4: 137,0
C-7" 1663 165,7
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Figura 26. Algumas correlacdes de HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substancia

E57B-1 (&cido valoneico dilactona, 47).
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Este derivado de elagitanino ndo € de ocorréncia comum, tendo sido relatado também
nas cascas do caule de Cenostigma macrophyllum (Leguminosae) (SILVA et al., 2007), no
extrato de ervas de Epilobium hirsutum (Onagraceae) (BARAKAT et al., 1997), Shorea
laeviforia (Dipterocapaceae) (HIRANO et al., 2003), Mallotus japonicus (Euphorbiaceae)
(HATANO et al., 1988), espécies de Quercus (Fagaceae) e Lagerstroemia speciosa (L.) Pers.

(Lythraceae) (KAKUDA et al., 2004).
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5.5.2. Identificacdo da substancia E57B-2

Esta substancia apresentou-se como sélido amorfo, de cor amarela palida com
solubilidade baixa em metanol e 4gua; e solubilidade boa em DMSO. A substancia E57B-2,
ndo foi isolada em quantidade suficiente para estudar as suas estruturas atraves dos espectros
uni e bidimensionais. Porém, foi suficiente para analises de EMAR. No espectro de massa
por electrospray de alta resolucdo (EMAR) em modo negativo (Anexo 9), o ion da molécula
precursora foi identificado em m/z 463,0540 [M - H]™ onde se sugere a formula C2H15013
(calculado m/z 463,0518), com um erro de 4= 0,47 ppm. A molécula do ion precursor a m/z
463 [M-H] -, seguido de um ion em m/z 301 (acido elagico) [M-H-162], referente a perda
de uma unidade de hexose, permitindo propor um acido elagico hexosideo (48), figura 27
(Anexo 10) (SANTOS et al., 2013; TEXEIRA et al., et al 2015, ANDRADE NEVES et al.,
2018; GIL, TOMAS-BARBERAN, HESS-PIERCE, HOLCROFT, KADER, 2000;
FRACASSETTI, COSTA, MOULAY, TOMAS-BARBERAN, 2013; SANTOS, VILELA,
FREIRE, NETO, SILVESTRE, 2013). Esta proposta € reforcada principalmente com base
aos dados de HPLC-DAD-MS/MS semelhantes registrados por Silva et al., 2019, que relatam
a presenca desta substancia em extratos aquosos da entrecasca de B. excelsa.

Figura 27. Estrutura proposta para E57B-2

(48) Acido elagico hexosideo
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5.5.3. Identificacdo da substancia E57B-3

A substancia E57B-3 eluiu em CLAE em colunas de fase reversa com um tempo de
retencdo ligeiramente mais curto que o do acido elagico, mostrando que este composto € mais
polar. Apresentou-se como uma substancia amorfa, de cor amarela palida, pouco soltvel até
nos solventes mais polares, com baixa solubilidade em metanol e agua; e boa solubilidade
em DMSO. No espectro de massa por electrospray de alta resolu¢do (EMAR) modo negativo
(Anexo 14) o ion da molécula precursora foi identificado em m/z 433,0415 [M-H], o
software (Bruker compass data analysis 4.2) prop6s a formula CigH13012 (calculado m/z
433,0412), com um erro de 4= 0,69 ppm. Estes dados e junto com os dados obtidos dos
espectros de RMN de H, HSQC, HMBC e EM2 encontram-se na Tabela 10 (espectros nos
anexos 11, 12, 13, 14 e 15) levam a propor a estrutura do acido elagico pentosideo (49)
(Figura 28) com valores semelhantes aos descritos em outros trabalhos na literatura (SILVA
etal., 2019; DEL BUBBA et al., 2012; MATTHEW et al., 2007; MULLEN et al., 2013).

Figura 28. Estrutura proposta para E57B-3

(49) Acido elagico pentosideo

A analise de RMN de *H mostrou a presenca de singletos em &y 7,60 e 8n 7,46
correspondendo aos dois hidrogénios aroméaticos do nticleo do acido elagico (H5 e HS’), e
um singleto largo em 8n 5,58. A andlise de RMN de 'H do &cido elagico nas mesmas
condi¢des mostrou um singleto em o1 7,45 com uma integral para dois hidrogénios
correspondendo a H5 e H5’ do nucleo do acido eldgico. No caso do acido elagico (AE),

apenas um singleto € observado, por se tratar de uma molécula simétrica. Estes resultados
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confirmam a natureza assimétrica da substancia E57B-3, visto que a pentosila esta ligada a
uma das hidroxilas fenolicas do nucleo do &cido elagico. Esta ligagdo seria responsavel pela
mudanga de campo da resposta de H5 (de 6w 7,45 para on 7,60) e sugeriria que o residuo de
pentosila deveria ser ligado a hidroxila na posicao 4 do acido elagico.

Através do HMBC podemos evidenciar a presenga dos demais 6c 144,0 (C-2); 140,6
(C-3); 151,9 (C-4); 116,7 (C-6) e 160,8 (C-7) correlacionado com um hidrogénio em 6H 7,60
(1H, s; H-5); oc 141,8 (C-2%); 143,4 (C-3); 152,7 (C-4’); 110,1 (C-6’) e 160,4 (C-7°)
correlacionado com um hidrogénio em dn 7,46 (1H, s; H-5). Estes dados ao serem
comparados com a literatura, apresentaram-se consistentes com os relatados por Zafrilla et
al., (2001), (Tabela 10), o que permitiu a identificacdo de E57B-3 como 0 &cido elagico
pentosideo (49). No EMAR ¢ observado também um ion em m/z 433 [M-H], seguido de um
ion em m/z 301 (acido elagico) [M—H-132], referente a perda de uma unidade de pentose
(Anexo 14). (DEL BUBBA et al., 2012; SANTOS et al., 2013; FERRERES et al., et al 2013;
ANDRADE NEVES et al., 2018). Esta substancia foi encontrada também em suco de rom&
(FISCHER et al., 2011) e uva (SANDHU; GU, 2010), e ja foi isolada também em frutos de

Rubus idaeus (framboesa) por Zafrilla, Ferreres, & Tomas-Barberan em 2001.
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Tabela 10. Dados de RMN de 'H e 3C, HSQC e HMBC da substancia E57B-3,
comparacdo com a literatura para acido eldgico pentosideo.

ES7B-3

ZAFRILLA etal.,

2001

DMSO-ds; 300 MHz

DMSO-ds; 300 MHz

N° C 3C H 1H-BC-HSQC HMBC 13C H
C-1 112,8
Cc-2 1440 142,4
C-3 140,6 141,3
C-4 151,9 151,9
144,0; 140,6;
C-5 113,0 7,60 (s,1H) H-5%) 151,9; 116,7, 113,0 7,69
160,8
C-6 116,7 1147
C-7 160,8 159,3
c-1 113,9
C-2 141,8 141,8
Cc-3 143,4 143,1
c-4 152,7 152,9
141,8; 143,4;
C-5 112,9 7,46 (s,1H) H-5(J) 152,7; 110,1; 112,9 7,45
160,4
C-6 110,1 1117
c-7 160,4 159,2
c-1" 108,0 5,58 (s,1H)
c-2" 18,5
c-3"
C-4" 73,6
C-5%" 66,2

*Atribuido com base dos espectros HSQC/HMBC
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Figura 29: Algumas correlacdes no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substancia

E57B-3 (&cido elagico pentosideo, 49).
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5.5.4. Identificacdo da substancia E57B-4

A substancia E57B-4 apresentou-se como solido amorfo, de cor amarela palida com
baixa solubilidade em metanol e agua; e boa solubilidade em DMSO. No espectro de massa
por electrospray de alta resolucdo (EMAR) modo negativo (Anexo 21) o ion da molécula
precursora foi identificado em m/z 447,0566 [M-H]", o software (Bruker compass data
analysis 4.2) propos a formula C2H15012 (calculado m/z 447,0569), com um erro de 4= 0,67
ppm.

Estes dados obtidos e junto com os dados a seguir dos espectros de RMN H e 13C,
HSQC, HMBC, COSY e EM2 encontram-se na Tabela 11 (Anexos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22
e 23) levam a propor a estrutura do eschweilenol C (50), (Figura 30) com valores semelhantes
aos descritos em outros trabalhos na literatura (LI et al., 1999; DJOUKENG et al., 2007,
YANG et al., 1998).

Figura 30. Estrutura proposta para E57B-4

(50) eschweilenol C
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No espectro de RMN de *H (Anexo 16) da amostra E57B-4, foram observados apenas dois
singletos (6H 7,74 e dn 7,47) na regido aromatica e cinco hidrogénios ligados a carbonos,
juntamente com um dupleto de um grupo metila (61 1,14) consistente com um 6-
desoxissacarido.

A analise do mapa de correlacdo de HSQC permitiu observar um sinal de hidrogénio
em oH 7,74 (1H, s; H-5), correlacionado com um carbono em dc 111,6, e outro sinal em SH
7,47 (1H, s; H-5"), correlacionado com um carbono em &¢ 110,4. Através do HMBC podemos
evidenciar a presenga dos demais 6¢c (Figura 31, Tabela 11).

O espectro de massas de E57B-4, revelou também o ion a m/z 447 [M -H] -, seguido
de um pico a m/z 301 [M-H-146] -, pertencente ao fragmento do acido elagico (AE),
caracterizando a perda de uma molécula de hexose (CHISTE & MERCADANTE, 2012;
SANTOS et al., 2013). Estes dados ao serem comparados com a literatura, apoiam a proposta
estrutural para esta amostra. Esta substancia foi primeiramente isolada na planta Eschweilera
coriaceae (Lecythidaceae) em 1998 (YANG et al., 1998).
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H e 3C, HSQC e HMBC da substancia E57B-4,
comparacdo com a literatura para eschweilenol C.

YANG et al.,
E57B-4 1998
_ DMSO-ds; 400
DMSO-ds; 300 MHz Ayt
1H_13c_
o 13 1 13 1
N° C C H HSOG HMBC C H
C-1 1081 108,4
C-2 1364 136,8
C-3 1412 141,0
C-4 146,4 146,4
L 1412:146,4; 159,2;

C-5 1116 7,74(s1H) H-5(Y) T
C-6 1146 114,6
C-7 1592 159,3
c-1 1075 107,8
C-2 1368 136,5
Cc-3 1398 139,5
C-4 1487 148,6
C-5 1104 747(s1H) H-5 () P90 11‘379 13981 1105 746
Cc-6 111,9 112,0
C-7 1590 159,1
C-1" 1002 546(d 1H) H-1"() 146,4; 69,9 1003 544
C-2" 700 3,99 (dd 1H) H-2"(4) 69,9 3,98
C-3" 699 383(dd 1H) H-3"() 701 382
C-4" 718 332(m1H) H-4"(J) 701:699:700 | 718 3,27
C-5" 70,1 353(dg 1H) H-5"(4) 701 3,50
C-6" 179  1,14(d,3H) H-6"() 71,8 180 1,12
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Figura 31: Algumas correlacdes no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substéncia
E57B-4 (Eschweilenol C, 50).
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Figura 31: Algumas correlacdes no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substancia
E57B-4 (Eschweilenol C, 50). Continuacgéo.
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5.5.5. Identificacédo da substancia E57B-5

A substancia E57B-5 apresentou aspecto de um pé amarelado palido amorfo, com
solubilidade baixa em metanol e agua; e solubilidade boa em DMSO. No espectro de massa
por electrospray de alta resolucdo (EMAR) modo negativo (Anexo 27) o ion da molécula
precursora, foi identificado a m/z 300,9999 [M-H]", o software (Bruker compass data analysis
4.2) propds a formula C14HsOg (calculado m/z 300,9990), com um erro de 4= 0,29 ppm. Com
estes dados obtidos e junto com os dados dos espectros de RMN de 'H, HSQC, HMBC e
EM2 encontrados na tabela 12 (Anexos 24, 25, 26, 27 e 28), levaram a propor a estrutura do
acido elagico (AE, 23) (Figura 32) em comparacdo com valores semelhantes aos descritos
em outros trabalhos na literatura (LI et al., 1999; NAWWAR et al., 1994, SILVA et al.,
2007).

Figura 32. Estrutura proposta para E57B-5

(23) Acido elagico

O espectro de RMN de *H mostrou um sinal em &y 7,45 (H-5 e H-5"), correlacionando
com oc 111,7. O Anexo 24 mostra dois sinais referentes a agua e ao DMSO residual, que
aparecem em OH 3,15 e on 2,49, respectivamente (FULMER et al., 2010), pelo espectro de
HSQC, e através do HMBC podemos evidenciar a presenga dos demais 6c 126,1 (C-1 e C-
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1°); 143,0 (C-2 e C-2°); 138,6 (C-3 € C-3°); 147,4 (C-4 e C-4’); 111,7 (C-5 e C-5); 107,1 (C-

6 e C-6"); 158,4 (C-7 e C-7°). Estes dados ao serem comparados com a literatura, apoiam a

proposta para esta amostra (Tabela 12).

Tabela 12. Dados de RMN de 'H e 3C da substancia E57B-5, comparagdo com a

literatura para acido elégico.

_ Lletal, 1999  SILVAetal., 2007 E57B-5
POSIgaO 1H 13C 1H 13C 1H 13C
1 112,4 112,4 126,1
2 136,3 136,4 143,0
3 OH 139,4 139,7 138,6
4 OH 148,0 148,5 147,4
5 747(s) 1102 691(s) 1102  745(s) 1117
6 107,6 107,5 107,1
7 159,0 159,2 158,4
1" 112,4 112,4 126,1
2! 136,3 136,4 143,0
3' OH 139,4 139,7 138,6
4' OH 148,0 148,5 147,4
5" 747(s) 1102 691(s) 1102  745(s) 1117
6' 107,6 107,5 107,1
7' 159,0 159,2 158,4
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Figura 33: Algumas correlacdes no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substancia

E57B-5 (acido elagico, 23).

— 100

0

&
@]
s
an
PN

Cc-3 c-3

c-2 c-2
C-4 150
c-7

P ] (R ) R ] P e e I e S R B e = s e
7 6 5 4 3 ppm

93



O espectro de massas EM2 de E57B-5 revelou fragmentos a m/z 229 [M-H-72] e m/z
185 [M—H-44] provenientes das perdas de duas unidades de CO, e uma unidade de CO
(CHISTE E MERCADANTE, 2012; BOULEKBACHE-MAKHLOUF et al., 2012; MENA
etal., 2012).

O AE ja foi isolado anteriormente do juca (Libidibia ferrea), uma planta de origem
amazonica, a partir do extrato etandlico dos frutos (UEDA et al., 2001), do extrato etandlico
da casca (WYREPKOWSKI et al., 2014) e nos extratos hidroalcodlicos dos frutos e folhas
(VASCONCELOS et al., 2011).

5.5.6. Identificacdo da substancia E57B-6

A substancia E57B-6 apresentou-se como solido amorfo, de cor amarela escura com
solubilidade baixa em metanol e agua; e solubilidade boa em DMSQO. No espectro de massa
por electrospray de alta resolugdo (EMAR) modo negativo (Anexo 33) o ion da molécula
precursora foi identificado em m/z 461,0723 [M-H]", o software (Bruker compass data
analysis 4.2) prop6s a formula C21H17012™ (calculado m/z 461,0725), com um erro de 4= 0,43
ppm. Com estes dados obtidos e junto com os dados dos espectros de RMN de *H, HSQC,
HMBC, COSY e EM2 encontrados na tabela 13 (Anexos 29, 30, 31, 32, 33 e 34), levaram a
propor a estrutura do acido metil-eldgico ramnopiranésideo (51) (Figura 34) com valores
semelhantes aos descritos em outros trabalhos na literatura (DJOUKENG et. al., 2007; EL-
TOUMY & RAUWALD, 2003).
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Figura 34. Estrutura proposta para E57B-6

OCH,

(51) acido metil elagico ramnopiranésideo

No espectro de RMN de *H foram observados um total de nove sinais de hidrogénios
(Tabela 13). Dois singletos na regido de hidrogénios aromaticos (6H 7,50 e o1 7,62) foram
atribuidos a porc¢édo de AE.

Um sinal de metoxila singleto (61 4,01) e cinco hidrogénios de metina oxigenada foram
observados, juntamente com um dubleto de metila (61 1,12), indicando a presenga de um

acucar.
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Tabela 13. Dados de RMN de 'H e C, HSQC e HMBC da substancia E57B-6,
comparacdo com a literatura para acido metil-eldgico ramnopiranosideo.

E57B-6 DJOUKENG et al.,2007

DMSO-ds; 300 MHz DMSO-d6; 300 MHz
N°C  BC  'H 'H-®C-HSQC 'H-BC-HMBC| =C I
C-1 1140 H-5 () 1139
C-2 1427
C-3 1408 H -5 () 1409
C.4 1535
C-5 112 750 H-5() 1122 7,53 (s, 1H)
C-6 1077
C-7 1597 H-7 () H -5 () 1597
c-1 1152
c-2 1371
c-3 1427
C-4 1474 1475
C-5 7,62 1127 7,69 (s, 1H)
C-6 112,0
c-7 159,6
C-1" 10043 548 H-1"(4) H - 5" (J) 1008 547 (d, 1,4, 1H)
C-2 705 400 H-2"(4) 707 400 (del)’S; 3.2,
C-3" 700 397 H-3"() 700 384 (des),e; e
C-4" 733 336 H-4"(Y) H-6" () 72,7 3,32 (m, 1H)
C-5" 707 357 H-5"(Y) H-6" (J) 707 3,55(dg, 1H)
C-6" 185 112 H-6"(4) 187 1,13(d, 6,2, 3H)
O 6138 401 H-3'(Y) 61,8 4,03 (s, 3H)
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Figura 35: Algumas correlagcdes no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substéancia
E57B-6 (&cido metil elagico ramnopiranosideo, 51).
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Figura 35: Algumas correlagcdes no HSQC (azul) e HMBC (vermelho) da substéancia
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O espectro de massa EM2 de E57B-5 (Anexo 34) revelou fragmentos a m/z 461 [M -
H]", seguido de um pico a m/z 315 [M — H — 146]", devido a perda de um residuo de agucar
(ramnose) (CHISTE e MERCADANTE, 2012).

As substancias identificadas até esta fase, correspondem aos m/z maioritarios
observados no tratamento quimiométrico dos extratos, onde a correlacdo entre 0s m/z e a

atividade antimalarica in vitro, é evidenciada.

5.6. Resultado do teste antioxidante e antiplasmadico in vitro das substancias

As substancias foram avaliadas frente & cepa K1 (cloroquina resistente) de P.
falciparum e os valores de Clsp estdo apresentados na tabela 14. As classificagdes de atividade
de Clso para substancias estdo de acordo com Rocha e Silva (2014), onde valores de Clso >
20 uM sao consideradas como inativos. 20 uM > Clso> 5 pM sdo classificadas com atividade
moderada. Valores de 5 uM > Clso> 0,1 uM sdo consideradas como ativos e valores de Clsp
< 0,1 uM consideradas como muito ativo. Sao apresentados também os resultados do teste
antioxidante das substancias mediante a reacao com DPPH e foram expressos em valores de
Clso, por meio da construcédo de curvas lineares entre a capacidade antioxidante da substancia
e sua concentracao, obtendo-se regressao linear e a equacdo da reta para calculo do Clso. Os
resultados dos testes sdo apresentados na tabela 14.

99



Tabela 14. Atividade antioxidante e antimalarica contra Plasmodium falciparum de

substéncias isoladas de B. excelsa.

N DPPH P. falciparum K1
. Substancia
pico (E:\jlo) Atividade ' Zl'l\%%% Atividade
9,47
1  &cido valoneico dilactona 20,28 A (3,47 -9,93) AM
2 acido elagico hexosideo NT NT NT NT
3,57
3 acido elagico pentosideo 28,96 AM (1,83 - 4,54)
2,62
4 eschweilenol C 35,47 AM (0,71 - 3,85)
2,08
5 é&cido elagico 15,58 A (1,11 -3, 03)
3,07
6 acido metil el4gico ramnopiranosideo 32,10 AM (2,82 -4,17)
acido galico 17,05 A -
0,41
cloroquina difosfato - - (0,40-1,01)

Nota: A (ativo), AM (atividade moderada), IC (intervalo de confianga), NT (ndo testado).

Relatos anteriores sobre 0 AE mostraram suas propriedades antioxidantes eficazes e
efeitos  bioldgicos, incluindo  atividades  antimicrobianas, anti-inflamatodrias,
quimioprotetoras antimutagénicas, tumorais e antiplasmodial. (SEERAM et al., 2005;
REDDY et al., 2007; FOTIE, 2010; RAMACHANDRAYYA, 2013).

Para atividade antimalarica, o &cido valoneico dilactona (47) apresentou Clso de 9,47
KM, sendo considerada como atividade moderada contra P. falciparum. As substancias acido
elagico pentosideo (49), eschweilenol C (50) e acido metil elagico ramnopiranosideo (51),
apresentaram Clsg iguais a 3,57; 2,62 e 3,07 uM, respectivamente, sendo consideradas ativas,
por registrarem valores menores a 5 pM. O &cido elégico (23) apresentou Clso 2,8 UM, sendo

a substancia com maior atividade antiplasmddica entre as substancias testadas.

100



De acordo com alguns autores como SOH et al. 2008, o AE apresenta alta atividade
in vitro contra cepas de P. falciparum, independentemente de seus niveis de resisténcia a
cloroquina e a mefloquina (concentrac@es inibitdrias de 50%, variando de 0,11 a 0,33 uM).
O primeiro relato de inibicdo do crescimento de P. falciparum pelo AE foi realizada por
Verotta e colaboradores em 2001, a partir de Tristaniopsis calobuxus da Nova Caledénia.
Eles obtiveram um Clso de AE independentemente da resisténcia a cloroquina das cepas
utilizadas, entre 103 e 145 ng/mL (0,33 e 0,48 pM). Resultados semelhantes foram
encontrados por Banzouzi e colaboradores (2002) com AE de Alchornea cordifolia (planta
da Africa Ocidental), com Clso entre 0,20 e 0,50 uM sobre cepas K1. Esses valores estdo
préximos com o nosso resultado de Clso de AE de 2,08 M.

O teste utilizando o radical estavel DPPH mede a capacidade das substancias testadas
em doar hidrogénio radicalar a este radical, assim, quanto maior o nimero de hidroxilas
presentes na amostra, maior sua atividade antioxidante. A estabilidade do radical formado, é
outro fator que influencia no potencial antioxidante, sendo maior nas substancias que
possuem maior capacidade de deslocalizar o radical pela estrutura (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006). Em um estudo realizado por Ferreres e colaboradores (2012), descreveram ao AE
como um potente limpador de radicais livres. Em este estudo, o acido elagico (23) apresentou
maior atividade antioxidante com Clso de 15,58 puM, isto pode ser devido a que o AE é a
Unica substancia com dois agrupamentos diidroxila na sua estrutura, enquanto os demais
derivados apresentaram apenas um agrupamento diidroxila, e talvez por isso sua atividade
foi reduzida. Seguida do AE, o acido valoneico dilactona (47) com Clso de 20,28 uM,
apresentou uma boa atividade antioxidante em comparagdo com as outras substancias, isto
pode ser devido ao nimero de hidroxilas presentes na sua estrutura, sendo superior aos outros
derivados do AE obtidos neste trabalho.

Estes resultados sdo similares aos encontrados por Zafrilla et al. (2001), onde relatam
que o AE apresentou a maior atividade antioxidante entre os derivados do &acido elégico
isolados da framboesa vermelha, por possuir dois grupos dihidroxila, enquanto os demais
derivados (glicosideos) possuiam apenas uma. Esses autores concluiram que a atividade
antioxidante era proporcional ao nimero de grupos hidroxila por molécula. Além disso,

concluiram também que o grau de metilagdo influencia na atividade antioxidante dos
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derivados. O AE apresentou a maior atividade antimalarica e antioxidante entre todos 0s
derivados de AE isolados.

Este estudo revelou que a B. excelsa utilizada na medicina tradicional contra a malaria
contém pelo menos uma substancia conhecida (acido elagico) com atividade antiplasmodial
e antioxidante anteriormente relatados. Por outro lado, ndo foram encontrados dados de
Plasmodium e atividade antioxidante com as demais substéncias (derivados do &cido el&gico)
nos principais sites de busca (como Scifinder, Chemspider e Google académico), com isso
sugere-se que esta seja o primeiro relato de estas substancias com estas atividades presentes
em B. excelsa.

Apesar da atividade in vitro das substd ncias avaliadas neste trabalho, estudos de
citotoxicidade e principalmente estudos in vivo, priorizando as substancias maioritarias
(&cido valoneico dilactona, eschweilenol C e acido elagico) assim como o material de partida,
0 extrato metanolico enriquecido (E57B) obtidos da B. excelsa, devem ser realizados por
nosso grupo de pesquisa, para avaliar as substancias em modelos experimentais, tendo em
conta que o ensaio in vitro avalia apenas a ac¢ao direta das drogas sobre 0s parasitas sem
considerar sua metabolizacdo pelo organismo. Em ensaios in vivo é possivel avaliar a
absorcédo dessas substancias, que apos serem metabolizadas podem apresentar mudancas na
atividade. Desde o ponto de vista farmacolégico, os estudos in vivo sdo importantes na
avaliacdo da acdo das plantas de uso tradicional.

Com isso, este trabalho demonstra o potencial bioldgico desta espécie vegetal que,
além da atividade antimalarica aqui descrita, apresenta substancias com elevada atividade

antioxidante, podendo apresentar outras atividades bioldgicas a serem descobertas.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho contribui para o conhecimento da composicdo quimica, atividades
antiplasmodica e antioxidante da B. excelsa, que ¢ a Unica espécie do género ainda
sem muitos estudos anteriores. A partir de uma abordagem diferenciada, utilizando
dados de EM e métodos quimiometricos, screening ¢ atividade antiplasmodica, foi
possivel analisar diretamente os extratos brutos de residuos de diferentes partes
vegetais de B. excelsa, evidenciando-se como uma estratégia util para relatar extratos
ativos in vitro frente a P. falciparum assim como a identificacdo dos marcadores
quimicos presentes.

O resultado deste estudo permitiu o isolamento e identificacdo do acido elagico
e seus derivados, a partir de residuos vegetais de B. excelsa, sendo considerada como
uma fonte promissora de substancias promotores da saude, evidenciada em sua forte
atividade antiplasmodica e antioxidante demonstrada em este estudo. Portanto, o
residuo da entrecasca tem um potencial importante como matéria-prima para as

industrias alimenticia, farmacéutica e quimica.
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Anexo 2. Espectro de RMN de 'H da substancia E57B-1 em DMSO-ds (300 MHz).
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Anexo 3. Espectro de RMN de *C da substancia E57B-1 em DMSO-ds (75 MHz).

134
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Anexo 4. Mapa de correlagéo *H -*C (HSQC) da substancia E57B-1 em DMSO-ds (75 MHz).
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E57B-1 (HMBC; DM50-dé; 9 mg) 26/02/2019
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Anexo 5. Mapa de correlacio *H - 13C (HMBC) da substancia E57B-1 em DMSO-ds (75 MHz).
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Anexo 6. Espectro ESI/EMAR da substancia E57B-1 em modo negativo.
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Anexo 7. Espectro ESI/EMAR da substancia E57B-1 em modo positivo.
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Anexo 8. Espectro de EM2 da substancia E57B-1 (m/z 469) em modo negativo.
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Anexo 9. Espectro ESI/EMAR da substancia E57B-2 em modo negativo.
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Anexo 10. Espectro de EM2 da substancia E57B-2 (m/z 463) em modo negativo.
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Anexo 11. Espectro de RMN de H da substancia E57B-3 em DMSO-ds (300 MHz).
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Anexo 12. Mapa de correlacio *H - 1*C (HSQC) da substancia E57B-3 em DMSO-ds (75 MHz).
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Anexo 13. Mapa de correlagdo *H - *C (HMBC) da substancia E57B-3 em DMSO-ds (75 MHz).
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Anexo 14. Espectro ESI/EMAR da substancia E57B-3 em modo negativo.
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Anexo 15. Espectro de EM2 da substancia E57B-3 (m/z 433) em modo negativo.
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Anexo 16. Espectro de RMN de 'H da substancia E57B-4 em DMSO-ds (300 MHz).

——
4.0

E S

Z.00000000
0. 00D0ZO00
2000000. 00

32 MHz

T.BE usec
20.00000000 W
0. D0DO4ETD W

ing parameters

EEE3E
300.2000000 MHz
EM
0.30 Hz
- D0

144



Diana ES5TB-4
22/02/159. Op.:

“ =
4] =z
-4 fa
* m
wh el = =y
= -
ilfl} |I
| |

I

160 150

{13C ;

Zelina
k=R 0Ty
nske
A
== -
Seua
=1
e da kot
\[ Y

140 130

DMS0: & mg)

01

114, 54601
111. 85
111.583&

e 110, JEE

/
=
X

120 110

100, 1304

107.52&7
100, 19483

100 90

&80

70

60

50

40 30

17,5402

20

10 ppm

an
(<

KAME Cianald_DEAd_SéBs
EXPHD 2
FRICRD 1

F2 = Reauisiciss Parsssegss
Data_ .,
Tizs 1§.30
IRSTRUM
FRCBHD 5 mm DOL 13C-1
PULPRDZ =Ep';i|-l:'

EWH 28414.063 B
FICRLE 0.745058 ®
1} 0. €7TL028 =

b i

=EEE EEEE CHANMEL 1 == sessss

EFCl TE. 4328522 MHz
wogl 1k

Fl 8. 7% uses
FLN1 50.002%3835 w

CHauNEL #2

300. 2012

Fl - Frocassing paramstars

B3 32760

5 TE, GRS3G05 Mus
W EM
ESE ]

1» 1.00 mz
=1 0

FC 1.40

Anexo 17. Espectro de RMN de *C da substancia E57B-4 em DMSO-ds (75 MHz).
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Anexo 18. Mapa de correlagdo *H - *C (HSQC) da substancia E57B-4 em DMSO-ds (75 MHz).
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Ciana ES7B-4 (COsy: DMSO; 8 mag)
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Anexo 20. Mapa de correlacio *H - 'H (COSY) da substancia E57B-4 em DMSO-ds (300 MHz).
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Anexo 21. Espectro ESI/EMAR da substancia E57B-4 em modo negativo.
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Anexo 22. Espectro ESI/EMAR da substancia E57B-4 em modo positivo.
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Anexo 23. Espectro de EM2 da substancia E57B-4 (m/z 447) em modo negativo.
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Anexo 24. Espectro de RMN de 'H da substancia E57B-5 em DMSO-ds (300 MHz).
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ES7B-5 (HSQC; DMSO-dé; 8 mg)06/03/2019
Op.: Zelina
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Anexo 25. Mapa de correlagdo *H - *C (HSQC) da substancia E57B-5 em DMSO-ds (75 MHz).
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ES7B-S (HMBC; DMSO-d&; 82 mg)06/03/2019
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Anexo 26. Mapa de correlagdo *H - *C (HMBC) da substancia E57B-5 em DMSO-dg (75 MHz).
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Anexo 27. Espectro ESI/EMAR da substancia E57B-5 em modo negativo.
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Anexo 28. Espectro de EM2 da substancia E57B-5 (m/z 301) em modo negativo.
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Diana E57B-& (1H; DMSC; 3 mg) 15/03/2019
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Anexo 29. Espectro de RMN de 'H da substancia E57B-6 em DMSO-ds (300 MHz).
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Diana ES57B-6 (HSQC; DMSO; 3 mg)
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Anexo 30. Mapa de correlagdo *H - *C (HSQC) da substancia E57B-6 em DMSO-ds (75 MHz).
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Anexo 31. Mapa de correlacdo 'H - $3C (HMBC) da substincia E57B-6 em DMSO-ds (75 MHz).
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Anexo 32. Mapa de correlagdo 'H - 'H (COSY) da substancia E57B-6 em DMSO-ds (300 MHz).
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Anexo 33. Espectro ESI/EMAR da substancia E57B-6 em modo negativo.
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Anexo 34. Espectro de EM2 da substancia E57B-6 (m/z 461) em modo negativo.
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