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RESUMO

Devido a frequente aquisicéo de resisténcia dos parasitos da malaria aos farmacos atuais, € de
imprescindivel importancia a descoberta de novas substancias que possam dar origem a novos
tratamentos para esta doenca que acomete milhdes de pessoas por ano. O estudo de plantas
medicinais € uma alternativa promissora como fonte de substancias antimalaricas e a Amazonia
é uma fonte inestimavel para tal. Este trabalho investigou a composi¢do quimica e o potencial
antimalarico (antiparasitario) da planta Amazonica Croton sacaquinha Croizat. Oleos essenciais
(OEs) das folhas, caules e cascas de C. sacaquinha foram preparados por hidrodestilagéo e sua
composicao quimica foi caracterizada qualitativamente por cromatografia gasosa com deteccéo
de ionizacgdo de chama (CG-DIC) e espectrometria de massas (CG-EM). Foram identificadas 50,
55 e 56 substancias, respectivamente, nos OEs das cascas (11-15% da area total dos picos:
espatulenol, 6xido de cariofileno; 5%: ledol, linalol), dos caules (8-12%: cipereno, espatulenol,
oxido de cariofileno) e das folhas (8-11%: B-elemeno, germacreno D, linalol, selin-11-en-4-a.-
ol). Os extratos dessa espécie foram preparados utilizando diversos solventes e os extratos foram
avaliados para atividade inibitoria in vitro frente a cepa K1 (resistente a cloroquina e a
pirimetamina) de Plasmodium falciparum Welch (espécie causadora da forma mais letal da
maléria). Inicialmente a triagem do potencial antiplasmédico de 13 extratos da folha e da casca
de C. sacaquinha foi realizada em duas concentracGes (5,0 e 50 pg/mL). Nessa triagem 0s
extratos hexanico, de acetato de etila (AcOEt), etanolico e hidroetandlico da casca e 0s extratos
hexanico e etanolico da folha mostraram potencial antiplasmodico (inibigdo >80%). Devido ao
seu potencial antiplasmaédico e perfil de cromatografia em camada delgada (CCD), o extrato de
AcOEt da casca foi preparado em maior escala e fracionado por cromatografia em coluna,
levando ao isolamento do acido 3-acetil aleuritélico, identificado com base nos resultados da
ressonancia magnética nuclear (RMN). As determinac@es das Clso foram realizadas utilizando 7
concentracdes de extrato (de 100 a 1,56 pg/mL). O extrato etandlico da casca foi ativo (Clso =
4,92 pg/mL), o de AcOEt da casca parcialmente ativo (Clso = 16,3 pg/mL) e o de AcOEt da
folha inativo (23,4 pg/mL). Séo resultados inéditos deste estudo: 1) a propria existéncia de OEs
na casca e no caule e a sua composicao quimica; 2) a presenca do triterpeno, o acido 3-acetil
aleuritélico, nas cascas e 3) a atividade antiplasmddica das cascas de C. sacaquinha, utilizadas

na medicina tradicional.

Palavras chaves: acido 3-acetil aleuritolico; cipereno; espatulenol; linalol; malaria; 6xido de

cariofileno; Plasmodium falciparum; selin-11-en-4-a-ol.



ABSTRACT

Due to the frequent acquisition of resistance by parasites to current drugs, it is important to
discover new substances that can give rise to new treatments for this disease that affects millions
of people every year. The study of medicinal plants is a promising alternative as a source of
antimalarial substances and the Amazon is an invaluable source for this. This work investigated
the chemical composition and antimalarial (antiparasitic) potential of the Amazonian plant
Croton sacaquinha Croizat. Essential oils (EOs) from the leaves, stems and bark of C.
sacaquinha were prepared by hydrodistillation and their chemical composition was qualitatively
characterized by gas chromatography using flame ionization detection (GC-FID) and mass
spectrometry (GC-MS). Fifty, fifty-five and fifty-six substances were respectively identified in
the EOs of the bark (11-15% of the total peak area: caryophyllene, spathulenol; 5%: ledol,
linalool), stems (8-12%: caryophyllene oxide, cyperene, spathulenol) and leaves (8-11%: B-
elemene, germacrene D, linalool, selin-11-en-4-a-ol). Extracts of this species were prepared
using various solvents and the extracts were evaluated for in vitro inhibitory activity against the
K1 strain (chloroquine and pyrimethamine resistant) of Plasmodium falciparum Welch (the
species that causes the most lethal form of malaria). Initially, 13 extracts from the leaf and bark
of C. sacaquinha were screened for antiplasmodial potential in two concentrations (5.0 and 50
pug/mL). Hexane, ethyl acetate (EtOAc), ethyl alcohol and ethyl alcohol-water extracts of the
bark and hexane extract of the leaves exhibited antiplasmodial potential (inhibition >80%). Due
to the antiplasmodial potential and thin layer chromatography (TLC) profile, the bark EtOAc
extract was prepared on a larger scale and fractionated by column chromatography, resulting in
the isolation of 3-acetyl aleuritolic acid, identified on the basis of its nuclear magnetic resonance
(NMR) data. For ICso determinations, 7 concentrations of extract (from 100 to 1.56 pg/mL) were
used. The bark ethanol and EtOAc extracts were respectively active (ICso = 4.92 pg/mL) and
partially active (ICsp = 16.3 pg/mL) while the leaf EtOAc extract was inactive (ICso = 23.4
png/mL). The following are unprecedented results of this study: 1) the very existence of OEs in
the bark and stem and their chemical composition; 2) the presence of the triterpene, 3-acetyl
aleuritolic acid, in the bark and 3) the antiplasmodial activity of the bark of C. sacaquinha, used

in traditional medicine.

Keywords: 3-acetyl aleuritolic acid; caryophyllene oxide; cyperene; linalool; malaria;
Plasmodium falciparum; selin-11-en-4-a-ol; spatulenol.
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1. INTRODUCAO

A maléria € uma doencga causada por parasitas do género Plasmodium que causou no
ano de 2020 aproximadamente 241 milhdes de casos, levando a 6bito 627.000 vitimas. Essa
doenca apresenta um grave problema de satde publica que acomete principalmente paises de
regides tropicais e subtropicais do globo. No Brasil, a regido Amazdnica concentra 99,9% de
todos os casos (OMS, 2021; MS, 2021a).

A recorrente obtencgdo de resisténcia dos plasmodios aos antimaléricos disponiveis no
mercado atual tem sido fonte de grande preocupacgéo. O parasito vem adquirindo resisténcia a
esses medicamentos desde as suas implantagcbes, mostrando ter uma grande capacidade
adaptativa. A partir de varios estudos ja foi confirmada a resisténcia aos tratamentos
combinados a base de artemisinina (TCAS), terapia indicada atualmente para o tratamento em

primeira e segunda linha da doenga (OMS, 2021).

Atualmente a busca por farmacos que tenham efeito antimalarico ainda encontra nas
plantas uma grande fonte para novos principios ativos. Estima-se que mais de 90% das classes
terapéuticas derivam de prot6tipos naturais (BARREIRO et al., 2015). A floresta Amazonica
apresenta, nesse ambito, uma variedade inestimavel de plantas com propriedades medicinais
ndo estudadas. Através de estudos catalograficos de plantas que ja sdo usadas no tratamento de
sintomas da malaria por comunidades tradicionais da regido (OLIVEIRA et al., 2015) foi

possivel afunilar a nossa busca na selecdo da espécie a ser investigada.

A Croton sacaquinha Croizat é uma planta nativa da Amazobnia, utilizada por
comunidades tradicionais remanescentes de quilombos no municipio de Oriximina no estado
do Pard para tratar os sintomas comuns da malaria. O objetivo foi avaliar o potencial da
atividade antimalarica in vitro de extratos preparados a partir dessa planta e purificar moléculas
antimaléricas a partir desses extratos. Também foi feita a caracterizacdo da composicao

quimica dos 6leos essenciais da folha, casca e caule.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Maléaria

A maléria é uma doenca causada por protozoarios do género Plasmodium Marchiafava
& Celli e acomete milhdes de pessoas por ano. Em 2020 foram estimados 241 milhdes de casos
e um gasto de 2,7 bilhdes de dolares do fundo de recursos para o tratamento dessa doenca. As
mortes por maléria durante o periodo de 2000-2020 foram de 896.000 em 2000 para 558.000
em 2019, com um aumento no ano de 2020 em 12%. Na regido das Américas, 0s casos de
malaria foram reduzidos em 56% e a taxa de mortalidade em 66% durante esse mesmo periodo
de tempo (OMS, 2021).

As espécies associadas a malaria humana séo: P. falciparum Welch, P. malariae Grassi
& Feletti, P. ovale Stephens, P. simium Fonseca, P. knowlesi Sinton e Mulligan e P. vivax
Grassi & Feletti. No Brasil ja houve registro da ocorréncia da malaria causada por todas essas
espécies, porém para P. ovale foram casos importados de paises do continente africano, nao

havendo registro de transmissao autoctone deste (MS, 2021b).

Nas Américas, cerca de 138 milhdes de pessoas em 19 paises e territdrios estdo em
regides onde ha risco para malaria. Quase 80% das infec¢fes de malaria nessa parte do mundo
sdo causadas por P. vivax. Trés paises — Brasil, Coldmbia e Venezuela (Republica Bolivariana)
— respondem por 86% de todos os casos estimados. A Venezuela teve um grande aumento no
namero de casos desde 2000, passando de 35.500 casos para mais de 467.000 em 2019. A
maioria das mortes nesta regido foi em adultos (77%) (OMS, 2021).

No Brasil ocorreram 145.188 casos de malaria em 2020, sendo que 89,3% foram
infecgdes causados pelo P. vivax e 10,7% pelo P. falciparum (10% do total de casos envolvem
infeccbes mistas, por ambas as espécies a0 mesmo tempo). Os casos de malaria por P.
falciparum e maléria mista estdo frequentemente associados aos quadros mais graves de
malaria. A regido Amazénica, onde se concentra a malaria no Brasil (99,9% dos casos), é
formada pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranh&o, Mato Grosso, Paré, Rondonia,
Roraima e Tocantins (MS, 2021a).
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A incidéncia parasitaria anual (IPA) é utilizada como o indicador de risco para infecgdo
por malaria no Brasil. A estratificacdo de IPA de malaria contempla quatro categorias:
municipios em muito baixo risco (IPA < 1 caso/1.000 habitantes), baixo risco (IPA entre 1 e
10 caso0s/1.000 habitantes), médio risco (IPA entre 10 e 50 casos/1.000 habitantes) e alto risco
(IPA > 50 casos/1.000 habitantes). Na figura 1 esta representado o mapa do IPA para todo o
pais. O estado do Amazonas concentra a maior parte dos registros de casos e contribuiu com
41,1% do total de casos de da regido Amazonica no ano de 2020 (MS, 2021a).

Figura 1: Mapa do Brasil que destaca as areas de risco para maldria, de acordo com os diferentes
niveis de incidéncia parasitaria anual — IPA 2019.
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Fonte: Sivep — Malaria (2020).

2.1.1 Vetores da malaria de relevancia nacional

A malaria humana é transmitida pela picada da fémea do mosquito Anopheles Meigen
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infectada por Plasmodium. Existem mais de 400 espécies de Anopheles, mas somente cerca de
40 dessas sao capazes de transmitir aos humanos o parasito da malaria (BHATT et al., 2015).
No Brasil 0 Anopheles darlingi Root é o principal vetor da doenca. Vive em regides tropicais
e subtropicais, na América Central e na América do Sul, em areas de baixas altitudes,
preferindo grandes corpos d’agua onde tenha pouca ou nenhuma correnteza (Figura 2). Embora
0 A. darlingi esteja presente em 80% do pais, a incidéncia de maléria no Brasil é quase que

exclusivamente na regido amazonica (Oliveira-Ferreira et al., 2010).

Figura 2: Mapa da distribuicdo do Anopheles darlingi no Brasil.
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Fonte: Sivep - MS (2014).

2.1.2 Sintomas e diagndstico

Os primeiros sintomas da maléaria sdo comuns a muitas outras infec¢Bes virais e
parasitarias. As manifestacfes clinicas variam de acordo com a espécie do parasito, da
quantidade de parasitos circulantes (parasitemia), do tempo de doenca e do nivel de imunidade
adquirida pelo paciente. Os sintomas iniciais dessa doenca sdo dor de cabeca, dores musculares,

nauseas e tonturas, acompanhados de calafrios, tremores, febre alta e suor (MS, 2021b).
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Se o0 paciente ndo receber terapéutica especifica, adequada e oportuna, 0s sintomas
poderdo evoluir para formas graves e complicadas. Sao sinais de malaria grave e complicada:
anemia grave, acidose metabolica, hiperlactatemia, hiperparasitemia (> 250.000/mm? para P.
falciparum), hipoglicemia e insuficiéncia renal. As formas graves podem causar alteracdo de
consciéncia, delirio e coma e estdo relacionadas a parasitemia elevada, acima de 2% das

hemécias parasitadas, podendo atingir até 30% dos eritrocitos (MS, 2021b).

O diagnostico é por meio da técnica de gota espessa de sangue, colhida por puncéo
digital e corada pelo método de Walker, seguida de analise microscopica visando encontrar 0s
parasitos no sangue. Esse exame é considerado padrdo ouro na deteccdo e identificacdo dos
parasitos permitindo até diferenciar as espécies e identificar o estagio de evolucao do parasito
circulante (MS, 2021b). Outro diagnostico bastante utilizado sdo os testes de diagnosticos
rapidos (TDRs), que detectam antigenos dos parasitos no sangue por meio de métodos

imunocromatograficos.

A maléria grave é frequentemente causada pelo P. falciparum, porém ha casos de
malaria grave causadas por P. vivax, espécie mais frequente no Brasil, e P. knowlesi, espécie
responsavel por malaria em humanos no Sudeste Asiatico (Oliveira-Ferreira, 2010). Mulheres
gravidas, criancas e portadores de comorbidades, como doencas hepéticas cronicas, doencgas
cardiovasculares, comprometimento imune e deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) sdo mais propensos a complica¢es. Um diagnostico rapido e correto € imprescindivel

para o tratamento adequado da doenca (MS, 2021).

2.1.3 Ciclo biolégico do parasito

O ciclo biolégico do Plasmodium ocorre nos humanos, entre outros hospedeiros
vertebrados, e nos mosquitos, hospedeiro invertebrado. A infeccdo inicia-se quando a fémea
do mosquito anofelino inocula a forma infectante do protozoario, o esporozoito, que cai na
corrente sanguinea do seu novo hospedeiro e em aproximadamente 1 hora, 70% dos
esporozoitos alcangcam os vasos sanguineos e 30% os vasos linfaticos. Ao invadirem as células
hepéticas (hepatocitos) inicia-se a formagdo de um vacuolo parasitéforo onde 0s esporozoitos
irdo se reproduzir assexuadamente por meio da esquizogonia, ficando repleto de esquizontes
teciduais que mais tarde se transformardo em milhares de merozoitos que serdo liberados

diretamente na corrente sanguinea pelos merossomos. Essa primeira fase do ciclo é
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denominada exoeritrocitica ou pré-eritrocitica pois precede o ciclo sanguineo do parasito
(ERIKA e NEVES, 2016).

Os merozoitos invadem o0s eritrocitos e multiplicam-se assexuadamente por
esquizogonia, levando a formacéo (esquizontes) de novos merozoitos que, apds romper e lisar
a célula onde se localizavam, irdo cair na corrente sanguinea e invadir novos eritrocitos
saudaveis e assim continuar o ciclo eritrocitico. O ciclo sanguineo se repete sucessivas vezes,
a cada 48 horas, nas infeccGes por P. falciparum, P. vivax e P. ovale, e a cada 72 horas, nas
infeccdes pelo P. malariae. Além da diferenca do tempo das infec¢fes os protozoarios também
se diferenciam no momento da infec¢do dos eritrocitos. Por exemplo P. falciparum invade
hemécias em qualquer estagio de maturacdo, P. malariae tem preferéncia por hemécias ja
maduras e P. vivax invade apenas reticuldcitos, que sdo hemacias imaturas (jovens) (ERIKA e
NEVES, 2016).

Apos alguns ciclos eritrociticos ocorre a diferenciacdo dos merozoitos na forma
sexuada, os gametocitos, que ndo se dividem e que seguirdo o seu desenvolvimento no
mosquito vetor. E importante ressaltar que infecgcdes por P. vivax apresentam gametdcitos
circulantes desde o primeiro dia da infecgdo clinica, enquanto a infecgdo por P. falciparum
apresenta gametdcitos na circulagdo periférica apenas tardiamente, apds 7 dias de infecgdo
(MS, 2021).

A infecgdo do mosquito ocorre quando a fémea do Anopheles se alimenta em um
hospedeiro durante o periodo de viremia, ingerindo dessa forma o sangue contaminado (Figura
3). Apenas 0s gametocitos serdo capazes de dar continuidade do ciclo no mosquito. Esses
gametocitos, ja no trato digestivo do mosquito se diferenciam em macrogametas (gametécitos
femininos) e microgametas (gametdcitos masculinos). Em 20-30 minutos, um microgameta
fecundard um macrogameta, formando o ovo ou zigoto (diploide). Dentro de 24 horas ap0s a
fecundacédo, o zigoto passa a movimentar-se por contragcdes do corpo, sendo denominado
oocineto. Esse oocineto, apos atingir a parede do intestino médio do mosquito, se transforma
em um cisto, o oocisto, que se divide em esporozoitos e dentro de 9 a 14 dias rompe e libera
0s esporozoitos (haploides) que migram pelo corpo do mosquito até as glandulas salivares onde
se alojam a espera do préximo repasto sanguineo da fémea para infectar um novo hospedeiro
vertebrado (ERIKA e NEVES, 2016).
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Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium.
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Fonte: Adaptado de Mueller et al. (2009).

2.2 Plantas medicinais e a malaria

Apesar dos medicamentos disponiveis para o tratamento da malaria, por razdes
econdmicas, geograficas e até culturais, remédios a base de plantas sdo amplamente utilizados.
A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que em torno de 80% da popula¢do mundial
nos paises em desenvolvimento utilizam medicamentos vegetais tradicionais para cuidados de
salde, dos quais uma grande proporcdo corresponde aos extratos de plantas ou aos seus
principios ativos (MS, 2016).

Em um estudo recente feito por Pimentel e colaboradores (2015), chegou-se a concluséao
que pelo menos 27% de novas entidades quimicas registradas no mundo nos Gltimos trinta anos
(1981-2010) tém clara relacdo com a biodiversidade e incluem produtos naturais, fitoterapicos

(extratos ndo isolados) ou fitoquimicos, e substancias purificadas extraidas diretamente do
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metabolismo de seres vivos encontrados na natureza e 24% de sintéticos oriundos de produtos

naturais.

Oliveira et al. (2015) realizou um estudo na comunidade quilombola de Oriximina no
Pard, para catalogar as plantas utilizadas pela comunidade para tratar os sintomas da maléria.
Da entrevista com 35 membros da comunidade foram listadas 40 plantas de 37 géneros como
antimaléricas. Das 40 plantas listadas consta a espécie Croton sacaquinha Croizat. A parte
utilizada pela comunidade séo as cascas e foi indicada para tratamento do figado, da maléaria e
para enxaqueca. Das 11 plantas selecionas por Oliveira et al. para serem testadas contra o
Plasmodium em seu estudo, C. sacaquinha n&o foi escolhida, sendo selecionada no presente

trabalho, para maiores investigaces sobre suas propriedades quimicas e atividade bioldgica.

2.2.1 Quinina de Cinchona L. e analogos sintéticos

No século XVII no Peru foi registrado o uso da infusdo das cascas de varias arvores
pertencentes a espécies de Cinchona L. (Rubiaceae) para fazer extratos que eram usados para
tratar a febre alta e outros sintomas conhecidos da malaria. Este tipo de tratamento ficou famoso
pela sua eficacia e foi levado a outros paises, se difundindo no mundo. Muitos anos depois, em
1820 os pesquisadores franceses Pelletier e Caventou isolaram e identificaram da casca dessas
plantas, a quinina (figura 4.A) que foi a primeira substancia (farmaco) usada para o tratamento
da malaria, doenca que matava milhares na época (BOULOS et al., 1997). Esta droga apresenta
acdo esquizontocida exercendo pouco efeito sobre esporozoitos ou as formas pré-eritrociticas
dos parasitas da maléria (BUTLER et al., 2010).

A quinina serviu de modelo para sintese de novas drogas para o tratamento da malaria.
Ela faz parte da familia das quinolinas que incluem também a cloroquina (B), que é uma 4-
aminoquinolina, ativas contra formas eritrociticas, e um importante farmaco, previamente
caracterizada pela sua eficacia, baixa toxicidade, baixo custo e uma sintese relativamente
simples (OGUNGBAMIGBE et al., 2008). Foi desenvolvida em 1940 e utilizada amplamente
como monoterapia. Seu uso indiscriminado levou ao surgimento de cepas de P. falciparum
resistentes a essa droga, e apesar da prevaléncia da resisténcia a cloroquina, esta droga continua
sendo extensamente utilizada, devido a seu custo reduzido e disponibilidade nos paises
afetados (GUERIN et al., 2002).
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Outros analogos sintéticos da quinina sdo a mefloguina (C), um 4-quinolinometano e,
a lumefantrina (F), um alcool arilaminico. Esses ultimos possuem atividade esquizonticida
potente, porém, de curta duracdo. A primaquina (D) e a tafenoquina (E) séo do grupo das 8-
aminoquinolinas e sdo as Unicas da classe capazes de eliminar os hipnozoitos dormentes no
figado causados pelas infec¢bes por P. vivax, P. ovale e P. malariae. As 8-aminoquinolinas
sdo utilizadas em combinagdo com algum esquizonticida potente (cloroquina, mefloquina ou
lumefantrina), onde o esquizonticida age contra as formas eritrocitarias assexuadas e
gametociticas, controlando os sintomas clinicos e a parasitemia, e a primaquina e tafenoquina

atuam como hipnozoiticidas (MS, 2021b).

Figura 4: Antimaléricos quinolinicos: quinina (A), cloroquina (B), mefloquina (C), primaquina
(D), tafenoquina (E), bem como a lumefantrina (F).
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2.2.2 Artemisinina de Artemisia annua L. e seus derivados

A artemisinina (figura 5) foi isolada em 1971 a partir da Artemisia annua L., uma planta
cujas infusdes sdo utilizadas na China por mais de um século e meio para febres severas como
a da malaria. Posteriormente foi comprovada a eficiéncia dessa planta diante as cepas de P.
falciparum resistentes a cloroquina (TU, 2011). A partir da artemisinina foram sintetizados
cinco derivados, sendo eles, a diidroartemisinina, o artemeter, o arteeter, o artesunato de sddio

e a 10-deoxoartemisinina (Figura 5), que atuam mais rapidamente que outros antimalaricos,
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tanto na morte dos parasitas quanto na inibicdo de processos metabolicos importantes
(KRISHNA et al., 2004).

A OMS recomenda um tratamento combinado a base de artemisinina (TCA) como
tratamento de primeira e segunda linha para malaria por P. falciparum ndo complicada, bem
como para maléria por P. vivax resistente a cloroquina. Os TCAs combinam um derivado da
artemisinina com um medicamento parceiro como a lumefantrina, a mefloquina, aamodiaquina

ou a sulfadoxina-pirimitamina (ADAM et al., 2010).

Figura 5: Estrutura da artemisinina e seus derivados.
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2.2.3 Resisténcia a antimalaricos

A ocorréncia de mutagfes génicas espontaneas e a pressao seletiva desenvolvida pelos
medicamentos sobre as populacdes de parasitos fez surgir cepas resistentes a medicamentos
antimalaricos (MACKINNON, 2005). O primeiro caso de resisténcia a cloroquina registrado
ocorreu na Tailandia em 1957, para cepas de P. falciparum, e se espalhou por outros lugares
do mundo, como mostra a figura 6. Logo em seguida na década 60 ja foi possivel observar
cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina na regido amazonica e nordeste do Brasil
(REYES, 1981).

Atualmente, trés das seis espécies de parasitos causadores de maléaria humana
apresentam resisténcia as drogas antimalaricas: P. falciparum, P. vivax e P. malarie. O

primeiro relato de resisténcia de P. vivax a cloroquina e mefloguina no Brasil surgiu no final
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dos anos 1990 em Manaus (ALECRIM et al., 1999). A resisténcia tem emergido para todas as

classes de medicamentos antimalaricos mais utilizadas atualmente, como mostra a tabela 1.

Figura 6: Evolucdo da resisténcia de P. falciparum a cloroquina ao redor do mundo até 2006.
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Tabela 1. Ano de introducdo e primeiros registros da resisténcia do P. falciparum aos
antimaléricos mais utilizados.

Farmaco Introduzido em  Primeiro registro de resisténcia
Quinina 1632 7(1822)* 1910
Cloroquina 1945 1957
Sulfadoxina-Pirimetamina 1967 1967
Mefloquina 1977 1982
Artemisinina 1971 1998

fem infusos de Cinchona spp. * quinina em forma pura de Cinchona sp.
Fonte: adaptado de OMS (2010).

Quando introduzidos, os TCAs foram altamente eficazes e contribuiram para a
diminuicdo acentuada da maléria nas Gltimas décadas. No entanto, parasitas com menor
suscetibilidade aos artemisininos surgiram na Sub-regido do Grande Mekong (GMS), seguido
pela falha dos TCAs, devido tanto a diminuicdo da suscetibilidade a artemisinina quanto a

resisténcia aos medicamentos parceiros (NSANZABANA, 2019).

O parasito tem demonstrado grande capacidade de adaptacdo e a resisténcia dos

parasitas aos antimalaricos representa um grande obstaculo para a eliminacdo e contencédo da
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malaria. E de grande importancia que as pesquisas por novas substancias antimalaricas
continuem em desenvolvimento em busca de tratamentos alternativos que possam vir a auxiliar

no combate a doenca.

2.3 Familia Euphorbiaceae Juss. e género Croton L.

As Euphorbiaceae constituem uma familia que se caracteriza por apresentar uma grande
variedade morfoldgica, ocorrendo nas formas arbdreas, arbustivas, subarbustos, ervas, lianas
(trepadeiras) e as vezes suculentas ou com aspectos de cactos. Sao encontradas em ambientes
variados, mas preponderantemente em regides tropicais. E composta por aproximadamente 334
géneros, 8.000 espécies (CARUZO et al., 2022).

O género Croton (Euphorbiaceae) encontra-se amplamente distribuido em todo o
mundo, com concentracdo significativa na Africa, Brasil e México. Possui cerca de 1.300
espécies de arvores, arbustos e ervas. S&o muito conhecidas por seus usos na medicina popular
como tratamento para 0s mais diversos problemas de saide como o céncer, constipacao
intestinal, diarreia, diabetes, dor, febre, feridas externas, hipercolesterolemia, hipertensao,
inflamacdo, maldria, Ulceras e vermes intestinais (SALATINO et al., 2007). Em relacdo as
plantas desse género, estudos comprovam a eficacia de uma espécie da Africa no tratamento
contra a malaria, a C. pseudopulchellus Pax com concentracéo inibitoria de 50% (Clso) igual
3,45 pug/mL (PROZESKY et al., 2001) e a C. lobatus, comum nas Américas, da Florida (EUA)
a Argentina, com um Clso igual a 2,80 pg/mL que sdo consideradas amostras ativas no intervalo
10 pg/mL > Clso > 1,0 pg/mL (WENIGER et al., 2004).

O género é rico em constituintes com atividades bioldgicas, principalmente os
terpendides como os diterpendides, triterpendides e esteroides. Croton também é rico em
alcaldides ativos, fato que aumenta consideravelmente a importancia do género do ponto de
vista medicinal. Substancias fendlicas, que atuam como antioxidantes combatendo os radicais
livres, tém sido frequentemente relatadas, dentre as quais predominam flavondides, linhoides
e proantocianidinas (XU et al., 2018). Algumas substancias ativas de diferentes classes do

género sao ilustradas na figura 7.
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Figura 7: Trans-desicrotonina (A), clerodano da casca de C. cajucara; acido 3-acetil
aleuritolico (B), triterpeno de C. cajucara e C. urucurana; vitexina (C), C-glicosideo
flavonoidico comum a diversas plantas do género; glaucina (D), alcaloide isolado de C.
lechleri.

A _aOH MeO P
YT, D@
O oy A _OH N
"OH" | MeO T’H
HO. A~ O~ Py
g9 I
E[)H (E Meo \T
C. MeO D.

Fontes: A-Sampson et al. (2000), B-Maciel et al. (2000) e Peres et al. (1998), C-Krebs e
Ramiarantsoa (1997) e D-Milanowski et al. (2002).

2.3.1 Croton sacaquinha Croizat

Croton sacaquinha € uma arvore de médio porte, endémica da Regido Amazonica,
encontrada no Amazonas, Pard e Mato Grosso. Popularmente conhecida como sacaquinha por
sua semelhanca com a sacaca (C. cajucara) tem como principal foco o estudo dos seus 6leos
essenciais (OE) que tem em sua composi¢do substancias de interesse comercial (Figura 8
(KALIL et al., 2000).

2.3.1.1 Atividade bioldgica dos OE e extratos de C. sacaquinha

Almeida et al. (2011) testaram o OE das folhas de C. sacaquinha para a inibicdo da atividade
proteasica de Rhizopus oryzae, fungo causador da mucormicose, apresentado como resultado
uma total inibigdo enzimatica deste. De Souza (2015) testou o OE das folhas frente a cepas de
bactérias redutoras de sulfato (BRS), causadoras de poluicdo nos oceanos, obtendo uma
inibicdo completa do crescimento dessas. De Souza Chagas (2016) testou a eficacia do OE das
folhas de C. sacaquinha contra larvas de carrapatos bovinos Rhipicephalus (Boophilus)

microplus, obtendo resultados insatisfatorios (inativo) para os parametros aplicados. Por fim,
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Chagas (2018) testou o OE contra a espécie de nematodeo Haemonchus contortus, parasito do
trato intestinal das ovelhas, obtendo um desempenho insatisfatorio (sem atividade) nestes
testes. O extrato hidroalcoolico de folhas e galhos de C. sacaquinha foi testado por Sousa
(2010) para uma avaliacao da atividade antinociceptiva e o efeito sobre a migracéao leucocitaria,
utilizando para este propdsito camundongos sui¢os machos, tendo resultados satisfatorios neste
trabalho, o que pode indicar mecanismos anti-inflamatorios da C. sacaquinha justificando seu

uso na medicina popular por suas propriedades analgésicas.

Figura 8:Croton sacaquinha em area de observacdo e cultivo na Embrapa - CPAA(Manaus-
AM).

2.3.1.2 Importancia de OEs e composicao quimica do OE da folha de C. sacaquinha

Oleos essenciais se originam do metabolismo secundario das plantas, sendo extraido de
flores, botdes, folhas, ramos, cascas, sementes, frutos, raizes e rizomas. Sd0 misturas
complexas de substancias volateis, com baixo peso molecular, geralmente odoriferas e
liquidas, constituidos por moléculas de natureza terpénica (DE MORALIS, 2009). Seus usos sdo
variados sendo de grande valor para as industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias.
Segundo o Global Market Insights Inc., até 2026 o mercado de OE devera ultrapassar USD
15,54 bilhdes.



31

Uma pesquisa feita por Araujo et al. (1971) em busca por fontes alternativas de linalol
(Figura 9), matéria prima de varias fragrancias, revelou boas quantidades deste na espécie C.
cajucara e a partir dai para a continuacdo dos estudos quimicos e agrondémicos, varias espécies
de Croton sdo mantidas em cultivo na Embrapa Amazonia Ocidental. Um estudo feito por
Lopes et al. (2003) catalogou pela primeira vez por cromatografia gasosa (CG) a composicao
quimica dos OEs das folhas da C. sacaquinha. Neste estudo foi possivel identificar 49
constituintes do OE, representando 78,4% do total dos componentes detectados. Os
constituintes majoritarios foram p-elemeno (12,0%), germacreno D (10, 1%), linalol (5,8%) e
pB-cariofileno (5,7%) (Figura 8).

2.4 Atividades biologicas de constituintes encontrados nos OE e C. sacaquinha

Nessa parte, sao resumidas algumas das atividades bioldgicas atribuidas a componentes
volateis presentes nos OEs de C. sacaquinha. E importante ressaltar que os estudos abaixo ndo
tratam de substancias isoladas dos OEs de C. sacaquinha, mas de outras espécies vegetais.
Relembrando da existéncia de estereoisdmeros (excesso enantiomérico, diastereomeros, etc.)
das estruturas discutidas (Figura 9) as informac@es sdo sugestivas de atividades bioldgicas que

precisam de confirmacdo no caso de C. sacaquinha.

O B-elemeno é um sesquiterpeno com propriedades anticancerigenas. Estudos recentes
in vitro e in vivo, combinados com métodos moleculares, mostraram que o B-elemeno pode
inibir a proliferacdo celular, interromper o ciclo celular e induzir a apoptose celular (ZHAI et
al., 2019). O germacreno D é considerado um precursor biogenético de muitos hidrocarbonetos
sesquiterpénicos. Ele atua como defesa das plantas contra herbivoros. Ja foi relatado que possui
atividade inseticida contra mosquitos (RAVI KIRAN & SITA DEVI, 2007), atividade
repelente contra pulgdes (BRUCE et al., 2005) e carrapatos (BIRKETT et al, 2008).

O linalol ¢ uma substancia muito procurada na inddstria de aromas e fragrancias. E um
alcool monoterpénico que ocorre naturalmente em muitas plantas aromaticas. E usado em
formulacBes cosméticas para a producdo dos mais variados produtos que possuem fragrancias,
como perfumes e produtos de limpeza. Exibe varias atividades bioldgicas, como propriedades

anticancerigenas, anti-inflamatdrias, antimicrobianas, antioxidantes e varios estudos in vivo
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confirmaram efeitos do linalol sobre o sistema nervoso central (KAMATOU e VILJOEN,
2008).

O B-cariofileno € um sesquiterpeno biciclico natural que exerce agéo anti-inflamatoria.
Muitos estudos, in vitro e in vivo, sugerem que o tratamento com [-cariofileno melhora o
tratamento de patologias inflamatorias, como doencas do sistema nervoso (doenca de
Parkinson, doenga de Alzheimer, esclerose lateral amiotrofica, esclerose maltipla e acidente
vascular cerebral), aterosclerose e tumores (cancer de colon, mama, péancreas, linfoma,
melanoma e glioma) (FRANCOMANO et al., 2019).

Figura 9: Principais moléculas do OE das folhas de C. sacaquinha. B-elemeno (A), germacreno
D (B), linalol (C), B-cariofileno (D).

OH
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a atividade antiplasmddica in vitro e composicdo quimica de Croton

sacaquinha.

3.2 Especificos

Preparar extratos ativos a partir das folhas e cascas de Croton sacaquinha

Avaliar a atividade antiplasmddica in vitro dos extratos e fragdo frente a cepa K1 de
Plasmodium falciparum.

Isolar substancias antiplasmodicas de extratos da C. sacaquinha através de meios

cromatograficos.

Caracterizar e elucidar a estrutura das substancias isoladas por ressonancia magnética
nuclear (RMN).

Caracterizar qualitativamente a composic¢do dos OEs das folhas, caules e casca de C.
sacaquinha.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Procedimentos experimentais gerais

Este estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia - INPA e da Embrapa Amazonia Ocidental/Centro de Pesquisa Agroflorestal da
Amazonia Ocidental - CPAA junto a Universidade Federal do Amazonas - UFAM pelo
Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia — PPGBIOTEC.

4.1.1 Registro no SISGEN-MMA

Croton sacaquinha Croizat faz parte de um grupo de etnoespécies utilizadas por
comunidades remanescentes de quilombos do municipio de Oriximind — PA (OLIVEIRA et
al., 2015), reconhecidas como detentoras de conhecimento tradicional associado (CTA)
identificavel sobre o uso desta espécie de planta medicinal no tratamento da malaria e ou 0s
sintomas dessa doenga. O estudo foi registrado junto ao Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado do Ministério de Meio
Ambiente (MMA), onde recebeu o0 nimero de cadastro A172C55.

4.1.2 Equipamentos e aparelhos analiticos

Os seguintes equipamentos foram utilizados durante a realizacdo das analises no
Laboratério de Principios Ativos da Amazénia (LAPAAM) na conducdo dos experimentos
desse trabalho: balanca analitica, marca Master, modelo AY220, com limite maximo de 220 g
e minimo de 0,0001 g; balanca semi-analitica, marca Master, modelo ARC120, com limite de
peso de 3.100 g e minimo de 0,01 g; banho de ultrassom, marca Unique, modelo USC-1800A;
lampada de UV, marca UVP, modelo CC-10 (ondas longas: 365 nm; e curtas: 254 nm); moinho

de facas, marca Marconi, modelo MA340 e rotaevaporador, marca Fisatom, modelo 804.
4.3.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)
Na cromatografia em camada delgada (CCD), utilizou-se cromatoplacas com suporte

de aluminio com camadas de silica gel e espessura de 0,25 mm com indicador de fluorescéncia

F2s4 da marca Merck. Como eluentes utilizaram-se solventes puros ou misturas de solventes de
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grau de pureza analitica, escolhidos em diferentes proporcées de acordo com a polaridade das
amostras. Para as revelagdes utilizaram-se lampadas UV, nos comprimentos de onda em 254 e

365 nm e como revelador quimico foi utilizado o p-anisaldeido, com posterior aquecimento.

4.3.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensionais (1D) de RMN *H,
RMN C, DEPT 135° e DEPT 90° e bidimensionais (2D) de COSY, HSQC e HMBC foram
registrados utilizando o espectrometro Bruker, operando a 300 e 75 MHz para as frequéncias
de H e 3C, respectivamente, na CA-LTQPN do INPA. O solvente deuterado para analises foi

o cloroférmio. Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm (9).

4.1.3 Coleta e processamento do material vegetal

A coleta de Croton sacaquinha foi realizada dia 22 de maio de 2019 na Embrapa
Amazonia Ocidental, localizado no municipio de Manaus — AM, compreendida entre as
coordenadas - 2,8931793; -59,9729705. Foram coletados por meio de corte os galhos de alguns
exemplares das espécies em cultivo (Figura 8) e separados as folhas e o caule. Do caule da
planta foram retirados manualmente as cascas, por meio de raspagem (Figura 10). Estes
materiais, folhas, caules e cascas, foram levadas a estufa a 40°C para secagem até atingirem
peso constante. Apds secas, as amostras foram trituradas em moinho de facas. As partes
lenhosas foram moidas em moinho industrial no Laboratério de Bioprospecgao e Biotecnologia
- INPA. Ap6s a moagem as amostras foram pesadas, embaladas e armazenadas na geladeira

até a extracao.

4.2 Preparacdo dos extratos

4.2.1 Extragdo em escala menor

Para extracdo de substancias ativas das folhas e cascas foi feita a maceracdo com
solventes de polaridades baixa, média e alta adaptado do trabalho de Oliveira et al. (2015).
Também foram realizadas extragbes a quente (decoccdo e infusdo), por serem métodos

comumente usados por populacdes tradicionais.
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Figura 10: Processamento pds-coleta do material vegetal proveniente da Croton sacaquinha;
A. Raspagem da casca; B. Casca seca.

Os extratos foram entdo preparados a partir dos seguintes solventes organicos: hexano,
cloroférmio, acetato de etila, acetona, etanol e etanol mais dgua (na proporcao 1:1), sendo as
extracdes realizadas em uma propor¢do de 1:5 (g de material vegetal seco e moido/mL de
solvente). Foi pesado aproximadamente 1 g com uma balanga analitica de cada amostra seca
da folha em cada um dos seis vidros de ambar e o mesmo foi feito para a casca seca. Em cada
frasco contendo folha seca foi adicionado 5 mL de um dos solventes citados e 0 mesmo foi
feito para a casca seca. Apds isso os frascos foram colocados em agitacdo em banho de
ultrassom (UNIQUE) por 1 h a 45°C e deixados descansando por 24 h na bancada e entdo foi
realizada a filtracdo por uma bolinha de algod&o em pipetas de Pasteur de vidro e os filtrados
de cada extragcdo foram colocados para evaporar em areia quente. Esse processo de extracéo-
filtragdo-evaporacéo foi repetido seis vezes para cada amostra de planta seca, visando obter o
méaximo de extrato ativo de cada amostra de material vegetal (Figura 11). Apds a evaporacéo
dos solventes, os extratos foram pesados e acondicionados em refrigerador para posteriores

analises.
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Figura 11: A. Primeiro extrato da casca; B. Ultimo extrato da casca; C. Primeiro extrato da
folha; D. Ultimo extrato da folha.

4.2.2 Preparacdo de extratos por decoccdo e infuséo

Para extracdo por decoccéo, foi pesado 1,0 g da folha seca e moida ou da casca seca e
moida para cada 25,0 mL de agua deionizada. Essa mistura foi levada ao fogo até atingir a
temperatura de ebulicdo (100°C). As misturas foram entdo mantidas por 10 min nessa
temperatura e depois disso foram filtradas e o filtrado foi colocado para evaporar na areia
quente (45°C).

Na infusdo, a agua (25,0 mL) foi fervida (100°C) e depois adicionada 1,0 g da amostra
seca da casca ou da folha e cada mistura foi deixada em descanso por 30 min. Apos esse tempo,

as misturas foram filtradas e os filtrados foram deixados para evaporar na areia quente.

4.2.3 Extragdo em escala maior

Na extracdo em escala maior por maceracao foram utilizados dois solventes diferentes,
0 acetato de etila (AcOEt) e o etanol. Em dois Erlenmeyers de 1 L, foi adicionado o material
vegetal da casca (181,6 g) em cada um e em seguida foi adicionado 500 mL de AcOEt no

primeiro Erlenmeyer e 500 mL de etanol no segundo. Em um terceiro Erlenmeyer de 1 L foi
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colocado a folha seca (55,7 g) com 500 mL de AcOEt. Os Erlenmeyer foram levados para
agitacdo em banho de ultrassom (UNIQUE) por 1 h a 45°C e deixados descansando por 24 h.
Apos esse tempo foi realizada a filtracdo das misturas e os filtrados de cada extracdo foram
colocados em frascos de amostra em areia quente para a evaporacao dos solventes. O extrato
de AcOEt da casca, de codigo JK10B, segundo a analise da cromatografia em camada delgada
CCD, foi o que teve 0 melhor nivel de separacédo dos componentes e esse extrato foi escolhido

para realizar o fracionamento.

4.3 Isolamento da substéncia de C. sacaquinha

4.3.1 Particdo liquido/liquido: extracdo com hexanos e cloroférmio

Para a extragdo liquido-liquido, o extrato de AcOEt da casca de C. sacaquinha JK10B
(10,4 g) foi dissolvido em uma mistura de agua e metanol (3:7) e agitado em banho de ultrassom
por 25 min. Apo6s dissolucdo completa, foram realizadas as extracdes em funil de separacéo
com os solventes hexanos e depois cloroférmio, conforme o fluxograma 1. Cada extracéo foi

repetida por trés vezes com cada solvente.

Fluxograma 1:Particdo realizada para o extrato de cascas C. sacaquinha (JK10B).

( Extrato JK10B ‘ + Solubilizado em metanol:adgua
10,42

Extracdo com hexano

F. Hex. F. Hidrometanolica I
1,7¢g
Extracdo com CHCI3
( F. CHCl3 1 Fracao Hidrometanolica IT W
2,1g 6,6g
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Apbs a particao liquido-liquido, as fracGes foram evaporadas em banho de areia para
posteriormente serem pesadas. As fracGes foram analisadas por CCD para visualizar os perfis

cromatograficos e dar prosseguimento ao fracionamento para o isolamento de substancias.

4.3.4 Fracionamento cromatografico.

O fracionamento foi realizado utilizando 2,1 g da fracdo F. CHCI3 (oriunda da particao
liquido-liquido do extrato JK10B) em coluna cromatogréfica aberta, com silica gel (0,063-
0,200 mm, Merck) empacotada com 100% de hexano A coluna foi eluida com 100 mL de
hexano, seguida de uma mistura binaria de hexano e acetona (95:5), aumentando a polaridade
em 5% (95:5 a 0:100). Foram obtidas 126 subfracdes, as quais foram reunidas em 10 fracdes,
conforme seus perfis cromatograficos visualizados em CCD (fluxograma 2). A fragdo J1 (7,9
mg) apresentou um bom nivel de pureza e foi levada a anélise de RMN (1D e 2D).

Fluxograma 2: Fracionamento cromatografica da fracdo CHCIs e isolamento da substancia
(sub-fracdo J1) de C. sacaquinha.
F. CHCI3
e

* Hexano:Acetona

‘ 126 subfracgdes ‘

+ CCD
J1 J2 I3 J4 I5 Jo I7 J8 J9 J10
7.9mg 12mg 24mg 30mg 17mg 24mg 23mg 12mg 15mg 28mg

4.4 Testes antimalaricos

4.4.1 Cultivo in vitro de Plasmodium falciparum

A cultura in vitro de P. falciparum e os bioensaios com este parasita foram realizados
no Laboratério de Cultivo de P. falciparum (COSAS/INPA). O metodo utilizado é uma
modificacdo da técnica de Trager e Jensen (1976), adaptado pela Geréncia de Malaria da FMT-
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HVD (DE ANDRADE - NETO et al., 2007), o qual baseia-se no desenvolvimento in vitro dos

estagios eritrocitarios de P. falciparum.

Neste estudo foi utilizada a cepa K1 de P. falciparum (MRA-159, MR4, ATCC,
Manassas Virginia), resistente a cloroquina e pirimetamina, cultivada em eritrécitos humanos
do tipo A+ a 37°C, em frascos de poliestireno de 50 mL hermeticamente fechados, sob uma
atmosfera de baixa tensdo de oxigénio (5% de CO2, 5% de O, e N2 balanceado). Nos frascos
foram adicionados cerca de 500 uL de eritrocitos parasitados e 4,5 mL de meio RPMI 1640
(Gibco®) suplementado com NaHCOs (32 mM), HEPES (25 mM), hipoxantina (37 mM),
glutamina (2 mM), glicose (10 mM), 0,4 mL de gentamicina e 10% de plasma humano
inativado tipo A+. A troca do meio de cultura e a adicdo de mistura carbogénica foram
realizadas diariamente, bem como a adicdo de eritrocitos, sempre que necessario. O
crescimento dos parasitas foi acompanhado durante a troca do meio de cultura, por meio de
esfregacos sanguineos corados em pandtico® e observados em microscopio Optico. A
parasitemia foi calculada e expressa em porcentagem a partir da contagem de 2000 eritrocitos.
Os ensaios foram realizados com culturas sincrénicas no estagio anel, trofozoitos jovens,
obtidas apds tratamentos com uma solucao de 5% de sorbitol, conforme descrito por Lambros
e Vanderberg (1979).

4.4.2 Microteste de suscetibilidade in vitro

O ensaio antimalarico foi realizado de acordo com o método descrito por Rieckmann et
al. (1978), com adaptacdes por De Andrade-Neto et al. (2007), para condi¢Ges semelhantes a
cultura do parasita. Para avaliacdo da atividade antiplasmddica, as amostras foram submetidas
a testes em duas concentracdes: 50 e 5,0 pg/mL. As amostras que apresentaram um percentual
de inibi¢ao da parasitemia de > 80% foram consideradas potencialmente ativas e selecionadas
para avaliacdo em sete concentragdes de 100 a 1,56 pg/mL, para determinag@o da concentragao

capaz de reduzir o crescimento do parasita em 50% (Clso).

As amostras (1,0 mg) foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSQO) em solucdes
estoque na concentracdo de 10 mg/mL, e posteriormente diluidas em série com meio de cultura
RPMI 1640 para obtencdo das concentragdes para o teste in vitro. As amostras foram testadas
em triplicata na triagem e duplicata para o calculo de Clso, em microplaca de 96 pogos. Um

experimento foi conduzido para a triagem e um experimento foi conduzido para determinacao
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de Clso. Como controle foram utilizadas as suspensdes de hemaécias parasitadas e DMSO 1% o

que corresponde a concentracdo maxima de DMSO utilizada nas amostras de extratos.

As amostras foram entdo adicionadas aos po¢os com a suspensdo de hemacias
parasitadas com parasitemia inicial de 1% e a predominancia de trofozoitos jovens (anéis) no
meio de cultura, tendo um volume final de 200 uL. em cada poco. A placa foi incubada em
camara acrilica na estufa a 37°C por 48 h.

Apbs o periodo de incubacéo foi preparado um esfregaco sanguineo para cada poco, e
os esfregacos foram corados com panético® e observados em microscépio para contagem dos
parasitas. A parasitemia das amostras investigadas foi expressa em percentagem a partir da

contagem de 2000 eritrécitos, conforme a equacao:

NO total de parasitas x 100
N° total de hemacias

Parasitemia % =

4.4.3 Andlise estatistica dos dados

A Clso dos extratos foi calculada com o auxilio do software GraphPad Prism 9.4.0, onde
o efeito antiparasitario das amostras foi medido em relacdo ao controle livre de drogas, em um
intervalo de confianca de 95% (IC 95).

4.5 Anélise dos 6leos essenciais (OEs) de C. sacaquinha

4.5.1 Extracédo dos OEs

As extracOes de OE foram realizadas por hidrodestilacdo durante 4 h em aparelho
graduado tipo Clevenger (WASICKY, 1963), utilizando-se 400 g da casca, 400 g da folha e
400 g da madeira para gerar o respectivo OE, na Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus/AM).
Apos cada extracdo, o OE foi coletado e armazenado no refrigerador. As amostras foram
enviadas para a Embrapa Agroindustria de Alimentos do Rio de Janeiro, onde foram

refrigerados até 0 momento das analises.
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4.5.2 Caracterizagdo dos OEs

As andlises dos OEs foram realizadas pelo Dr. Humberto Bizzo, inicialmente em um
cromatdgrafo gasoso Agilent 7890A equipado com um detector de ionizagdo de chama (CG-
DIC), usando uma coluna capilar fundida HP-5MS (5% fenil - 95% metil silicone) (30 m x
0,25 mm x 0,25 um). O hidrogénio foi usado como gas de arraste a uma vazéao de 1,5 mL/min.
Um microlitro de uma solucéo a 0,1% de cada 6leo em hexano foi injetado em modo split
(1:20). A temperatura do forno foi programada de 60 a 240°C a 3°C/min, e mantida a 240°C
por 10 min. A temperatura do injetor foi de 250°C e a temperatura do detector foi de 280°C.
Um padrdo interno (octanoato de metila) foi adicionado a todas as amostras. As areas brutas
dos picos de CG-DIC foram normalizadas usando a area do padrdo interno (BICCHI et al.,
2008) e corrigidas com o uso de fatores de resposta previstos (CACHET et al., 2016). Todos
os célculos foram realizados usando uma série de planilhas eletrbnicas de Excel preé-
programadas (BIZZO et al., 2020; Bizzo, comunicagdo particular). As injecdes foram

realizadas em triplicata.

As andlises dos OEs também foram realizadas com um cromatografo gasoso Agilent
7890A acoplado a um detector seletivo de massa Agilent 5975C (CG-EM), operando no modo
de ionizacao eletrénica (70 eV), com as mesmas condi¢Bes de coluna e temperatura descritas
acima, mas usando hélio como gas de arraste (1 mL/min). Os indices de retencéo linear foram
calculados de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963), ap6s a injecdo de uma série (C7-Cas)
de n-alcanos. Os componentes quimicos dos OEs foram identificados por comparacao de seus
indices de retencdo linear com os de Adams (2007) e os espectros de massa com os das bases
de dados espectrais da Wiley 62 edicdo e do NIST 2011 (BABUSHOK et al., 2011; BI1ZZO,

comunicagéo pessoal).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos de extratos

5.1.1 Rendimentos dos extratos preparados em menor escala

Os rendimentos dos extratos preparados em menor escala (secdo 4.2.1) tiveram bons
valores extrativos, sendo 0s maiores teores para as extragcdes com etanol da casca (Tabela 2) e
com agua e etanol da folha. Os rendimentos dos extratos foram maiores para a folha devido a
concentracdo de clorofila e outros pigmentos nestes. Os rendimentos mais baixos, tanto para
casca como para folha, foram obtidos a partir da extracdo com hexano. Todos os valores sao
demonstrados na tabela 3.

Tabela 2: Rendimentos dos extratos das cascas e das folhas.

ExtracOes das cascas ExtracOes das folhas
Solvente Teor extrativos (%)  Solvente Teor extrativos (%)
Hexanos 2,2 Hexanos 6,3
AcOEt 7,1 AcOEt 10,2
Acetona 8,0 Acetona 22,8
CHCIs 7,5 CHCls 11,3
EtOH 13,2 EtOH 24,2
EtOH: H20 9,3 EtOH: H.0 25,9
H20 (infus&o) 8,0 H20 (infuséo) 12,9
H20 (decocgdo) 11,3 H-0O (decoccao) 19,7

5.1.2 Rendimentos extratos em maior escala

Para os rendimentos da extragdo em maior escala obteve-se os seguintes valores

apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Rendimentos das extragdes em maior escala.

Codigo Extrato Material vegetal extraido (g) Rendimento
(parte + solvente) g 9 Massa (@) % (massa/massa)

JK10B Cascas + AcOEt 181,6 10,4 5,7
JK10E Cascas + EtOH 181.,6 20,4 11,2
JK11B  Folhas + AcOEt 55,7 4.6 8,2
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5.2 Identificacdo da substancia isolada (sub-fracdo J1) de C. sacaquinha

A pureza da substancia isolada (sub-fracdo J1; 7,9 mg) foi avaliada utilizando CCD e

apresentou-se como um sélido amorfo de coloragdo branca (figura 12), solivel em CHCla.

Figura 12: Sub-fracdo cromatogréafica J1 (substancia isolada) da fragdo CHCI3 do extrato de
AcOEt das cascas de C. sacaquinha.

5.2.1 Elucidacdo estrutural da substancia isolada por RMN

A estrutura molecular foi elucidada utilizando métodos espectrométricos de RMN de
1D (*H, BC e DEPT) e 2D (HSQC, HMBC e COSY). Como citado no levantamento
bibliogréafico, o género trabalhado pode apresentar vérias classes de metabolicos secundarios
onde uma dessas classes sdo 0s triterpenos pentaciclicos. Baseado nas analises dos dados de
RMN apresentadas mais abaixo e comparacdo desses dados de RMN com os da literatura
(Melo, 2013), a substancia isolada foi identificada como o acido 3-acetil aleuritélico (Figura
13).

5.2.1.1. Analise do espectro de RMN de *H da substancia isolada (Sub-fragdo J1)

O espectro de hidrogénio (*H) apresentou dois duplos dupletos, em 8y 5,52 (J = 7,7 e
3,2 Hz) atribuido a0 H-15 ¢ em on 4,47 (J = 9,6 e 6,8 Hz) correspondente ao H-3,
respectivamente. O espectro de *H também apresentou dois duplos dubletos em &1 2,38 (J =
14,7 € 7,7 Hz) ao H-16 e 2,29 (J = 13,8 e 3,3 Hz) referente ao hidrogénio H-18 Ao analisar as

integrais e o perfil do espectro foi possivel identificar oito sinais de metila, sendo sete singletos,
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na faixa de 61 0,85 a 0,96 referentes aos hidrogénios das metilas 23 a 30, além de uma metila
em Oy 2,05, sinal caracteristico de grupo acetila (OCCH?3) (Figura 14, Tabela 4).

Figura 13: Estrutura molecular do &cido 3-acetil aleuritélico.

Figura 14: Espectro de RMN de tH do &cido 3-acetil aleuritélico em CHCIs (300 MHz).
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5.2.1.2 Anélise dos espectros de RMN de *C e DEPT/HSQC

O espectro de carbono apresentou 32 linhas espectrais consistente com um derivado de
um triterpeno pentaciclico, podendo apresentar trés grupos funcionais pois 0 mesmo apresentou
duas linhas espectrais bem deslocado em 6¢ 184,2 e 6¢c 171,0 regides de acidos carboxilicos e
seus derivados, além de sinais em 6c 116,9 e 160,5, regido de olefinas. Nas analises de DEPT
e HSQC foi possivel observar que a substancia apresentava oito metilas (CHs), 10 carbonos

metilénicos (CH>), 5 carbonos metinicos (CH) e 9 carbonos quaternérios (C) (Anexos 3, 4 e 5).

5.2.1.3 Anélise do espectro de HMBC

Na analise do espectro de correlacdo bidimensional heteronuclear C-H (HMBC) a longa
distancia foi possivel observar que o hidrogénio com deslocamento quimico em én 4,47 (H-3),
apresentou correlagdo com C-2, C-4, C-23, C-24 e o carbono da carbonila do grupo acetato e
o0s hidrogénios da metila 24 (6~ 0,89) apresentaram correlacdo com os carbonos C-3, C-10 e C-
23. Os hidrogénios com deslocamento on 0,96% (H-25) correlacionam-se com C-5 e C-9. Os
hidrogénios da metila 26 54 0,96° apresentaram correlagdo com os carbonos C-9 e C-8 (Figura
15,16 e 17; Anexo 7).

Os hidrogénios da metila 27 dn 0,94 (jungdo dos anéis C e D), apresentaram correlagéo
com C-12, C-13 e C-19 no HMBC. Os H-16 (dn B1,93; 02,38) apresentaram correlacdo com
C-14, C-15, C-17, C-18 e C-28 referente a carbono do &cido carboxilico (Figura 18). O
hidrogénio vinilico (6w 5,5; H-15; anel D) apresentou correlacdo com C-13, C-16 e C-17

(Figura 15). O H-19 correlacionou-se com o0s carbonos nas posi¢des 17, 18 e 20 (Anexo 7).



Figura 15: Ampliacdo do espectro HMBC para 0 H-3 (6+ 4,47) e H-15 (61 5,5).
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Figura 17: Ampliacdo do espectro HMBC para o H-25 (61 0,96a) e H-26
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Figura 18: Atribuicdes das correlacGes heteronucleares no HMBC para H-27 (61 0,94) e H-16
(B1,93; 02,38).
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5.2.1.4 Andlise do espectro de COSY

No espectro de COSY, 0 H-3 (61 4,47) esta acoplando com o H-2 (61 1,64). O H-15
apresentou um forte acoplamento com os H-16 (61 $1,93; a2,38; figura 19; anexo 8).

Figura 19: Algumas atribuicdes das correlacbes observadas no COSY da substancia isolada.

H-3, Hp-2

——?415 Hp-16 »
'—ﬂ-ls, Ho-16

Aqui foram apresentadas as principais andlises dos espectros de RMN uni- e
bidimensionais e os deslocamentos quimicos e correlacBes estdo apresentadas na tabela 4. Os
dados de RMN obtidos nesse trabalho foram comparados com os da literatura como mostrado
natabela5 (MELO et al., 2013) de onde foi possivel concluir que a substancia isolada se tratava

do acido 3-acetil-aleuritolico (figura 13).
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Tabela 4: Dados de RMN 1D e 2D da substancia isolada (*H-300/*3C-75 MHz; ppm; CDCls).

RMN de ©C (5¢)

RMN de *H (31)

C Obs. DEPT HSQC HMBC COSY
1 37,3 CHx 1,60;1,05
2 234 CH2 1,64 4,47 (H-3) 4,47
3 80,9 CH 4,47 0,89; 1,60; 1,64
4 37,6 C - 4,47; 0,89
5 55,5 CH 0,89 0,96; 0,89
6 18,7 CH: 1,50; 1,60 0,892
7 40,7 CH: 1,29; 2,00
8 39,0 C - 0,97
9 49 CH 1,44 0,96; 0,97
10 37,9 C -
11 17,3 CH2 1,50;1,63 1,78
12 333 CHx 1,63;1,78 0,94
13 37,9 C - 0,94;5,5
14 1605 C - 1,93; 2,38
15 1171 CH 55 1,93; 2,38
16 31,3 CHx 1,93;2,38 55 55
17 51,5 C - 1,24;5,5;1,93; 2,38 -
18 41,3 CH 2,29 1,24;1,93; 2,38
19 351 CHx 1,10;1,24 0,94 2,29
20 29,3 C - 1,24
21 336 CHx 1,05;1,14
22 30,7 CHx 1,43;1,69
23 279 CHs 0,86; 4,47;0,89;
24 16,6 CHs 0,89; 4,47; 0,86
25 15,6 CHs 0,96
26 26,2 CHs 0,97
27 22,4 CHs 0,94
COOH 1845 C - 1,93;2,38; 1,43
29 31,8 CHs 0,95
30 28,6 CHs 0,93
COCHs 171 C - 4,47: 2,05
COCH; 21,3 CHs 2,05
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Tabela 5: Dados de RMN de 3C da substancia isolada e dados da literatura para o acido 3-

acetil aleuritélico.

RMN de 13C (5¢)

RMN de H (5r)

C  Obs. Lit  *H (1) /(HSQC Lit.

1 373 376 a 1,6 B 1,05 a 1,60 (t; 2H)

2 234 237 1,64 1,63 (t;2H)

3 809 811 4,47 (dd) o 4,47 (dd; 1H)

4 376 375 - )

5 555 558 @ 0,89 @ 0,86 (s;1H)

6 187 189 a 1,50; 1,60 @ 1,65PB 1,50

7 407 41 1,29; 2,00 o 1,96

8 39 392 0,96 -

9 49 493 a 1,41 a 1,41 (d, 1H)

10 37,9 37,64 - -

11 173 1755 o 1,50;B 1,63 @ 1,63; B 1,44

12 333 333 al63; pl,78 al,78; B 1,63

13 379 381 - -

14 1605 160,7 - -

15 117,1 1179 5,5 (dd) 5,53 (m, 1H)

16 31,3 315  o1,93;p2,38 02,38 B 1,92

17 515 517 - -

18 41,3 416 2,29 2,26 (d, 1H)

19 351 355 1,10;124 1,25 (t,1Ha); 1,14 (m;1Hb)

20 293 295 - -

21 336 339 1,05;1,14 1,18 (m; 1Ha); 1,44 (m; 1Hb)

22 307 309  al,43;B1,69 a 1,69 B 1,44

23 279 281 0,85 (s) 0,86 (s; 3H)

24 166 16,8 0,89 (s) 0,88 (s;3H)

25 156 158 0,96; 0,96 (s; 3H)

26 262 264 0,97 0,97 (s; 3H)

27 224 227 0,94 0,93 (s; 3H)
COOH 1845 1844 - -

29 31,8 321 0,95 0,95 (s; 3H)

30 28,6 28,88 0,93 0,92 (s; 3H)
COCHs 171 171,2 - -
COCHs 21,3 215(s) 2,05 2,04 (s; 3H)

Literatura (lit.): Melo et al., (2013)

5.3 Testes antiplasmodicos

5.3.1 Resultado da triagem inicial dos extratos

Foram avaliados 13 extratos de cascas e das folhas de C. sacaquinha frente a cepa K1 de

P. falciparum, em uma triagem inicial em duas concentracGes, para avaliacdo da atividade
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antiplasmadica in vitro. O resultado da triagem para a casca é mostrado na tabela 6 e a triagem

para a folha na tabela 7.

Tabela 6: Inibi¢do do crescimento in vitro de P. falciparum dos extratos da casca.

Reducéo do crescimento do parasita (%)

Extrato Casca* 50 (ug/mL)* 5,0 (ng/mL)
Hexano 91 0
AcOEt 96 43
Acetona 66 0

EtOH 97 0
EtOH : H20 99 50

*Extratos com potencial antiplasmoddico (inibicdo >80%) em negrito.

Tabela 7: Inibicdo do crescimento in vitro de P. falciparum dos extratos da folha.

Reducéo do crescimento do parasita (%)

Extrato Folha*

50 (ug/mL)* 5,0 (ng/mL)
Hexano 98 0
AcOEt 73 35
Acetona 0 0
CHCIs 65 0
EtOH 80 33
EtOH : H20 26 11
Infuséo 25 19
Decoccédo 0 0

*Extratos com potencial antiplasmddico (inibigdo >80%) em negrito.

Como critério da triagem dos resultados in vitro foi estabelecido que os extratos que
inibirem o crescimento dos parasitos (frente aos controles ou brancos de crescimento) de: 80 a

100% exibiam potencial antiplasmdédico; < 80% néo exibiam potencial antiplasmaodico.

Dentre as amostras avaliadas os extratos de AcOEt da casca, de EtOH da casca e de
AcOEt da folha foram escolhidos para dar prosseguimento aos testes. As amostras escolhidas
foram ent&o submetidas a avaliacdo das suas Clso frente a P. falciparum. O extrato de AcOEt
da casca foi preparado em escala maior (se¢do 4.2.3) para o trabalho de fracionamento e

isolamento da substancia detalhada acima.
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5.3.2 Clsp dos extratos

Os critérios utilizados para classificacdo da atividade dos extratos brutos estdo de acordo
com os utilizados por Oliveira et al. (2015) onde: Clso > 25 pg/mL = inativo (I); 25 pg/mL >
Clso > 10 pg/mL = parcialmente ativo (PA); 10 ug/mL > Clso > 1,0 pg/mL = ativo (A) e Clsg
< 1,0 pg/mL = muito ativo (MA)

A partir dos valores de Clso obtidos para o extrato etanolico da casca de C. sacaquinha
(Clso = 4,9 ug/mL), pode-se considerar o extrato ativo. O extrato de AcOEt da casca (Clso =
16,3 ng/mL) foi considerado parcialmente ativo e o extrato de AcOEt da folha (Clso = 23,4
ug/mL) considerado inativo pelo seu intervalo de confianga (tabela 8). Esses sdo resultados

inéditos ja que nunca haviam sido feitos testes antimalaricos para esta espécie.

Tabela 8: Inibig&o in vitro de P. falciparum por extratos de Croton sacaquinha.

Concentracdo que inibe 50% (Clso+ IC pg/mL)

Amostra Clso Intervalo de confianca (IC) Classificaao
Casca + AcOEt 16,3 12,4a21,3 Parcialmente ativo
Casca + EtOH 4,9 3,1a75 Ativo
Folha + AcOEt 23,4 13,3a38,8 Inativo

5.4 Oleos essenciais (OEs)

5.4.1 Rendimentos dos OEs

Na tabela 9 sdo apresentados os valores dos rendimentos obtidos da extracdo dos 6leos
essenciais da casca, do caule e da folha. Os OEs da folha e do caule foram gerados em maior e

menor rendimentos, respectivamente.

5.4.2 OE da casca

Foram identificadas 50 substancias do OE da casca, representando 77,5% do total do
6leo. Essa foi a primeira vez que foi feita a caracterizacdo dos OEs da casca e caule de C.
sacaquinha. Em principio, ndo se tinha o conhecimento de que essas ultimas partes produziam
OEs. Segue abaixo a tabela 10 com os percentuais da area total atribuidos a cada substancia
identificada no OE das cascas. Na tabela 11 estdo as substancias com um >5% do total da
amostra e na tabela 12 estdo identificadas as classes quimicas encontradas na amostra e sua

porcentagem total no OE.



Tabela 9: Rendimentos das extracdes dos OEs de C. sacaquinha.

Rendimento dos OEs

Parte Material vegetal (g) massa (g) % (massa/massa)

Casca 400 0,156 0,39
Caule 400 0,950 0,23
Folha 400 0,177 0,42

Tabela 10: Composicéo quimica do OE da casca de C. sacaquinha.

OE Croton sacaquinha casca

Pico IRL lit. Substancia Area (%)
1 924 a-tujeno 0,15
2 932 o-pineno 1,10
3 974 -pineno 0,19
4 988 mirceno 0,05
5 1002  a-felandreno 0,08
6 1008  &-3-careno 2,32
7 1014  o-terpineno 0,05
8 1020  p-cimeno 0,14
9 1022  o-cimeno 0,36
10 1025  silvestreno 0,55
11 1026  1,8-cineol 0,04
12 1054  y-terpineno 0,08
13 1067  cis-Oxido de linalol 0,10
14 1086 terpinoleno 0,28
15 1098 linalol 5,04
16 1174  terpinen-4-ol 0,38
17 1186  o-terpineol 0,09
18 1345  a-cubebeno 0,12
19 1374  o-copaeno 0,66
20 1387  B-cubebeno 0,09
21 1389  B-elemeno 0,69
22 1398  cipereno 3,41
23 1409  o-gurjuneno 0,12
24 1417  trans-cariofileno 3,64
25 1430  B-copaeno 0,37
26 1432  o-trans-bergamoteno 0,32
27 1442  6,9-guaiadieno 2,84
28 1448  cis-murola-3,5-dieno 0,17
29 1452  a-humuleno 1,36
30 1458 allo-aromadendreno 0,56
31 1475 trans- cadina-1(6),4-dieno 1,01

w
N

1478  y-muroleno 0,31



OE Croton sacaquinha casca

Pico IRL lit. Substancia Area (%)
33 1484  germacreno D 0,85
34 1493  trans-murola-4(14),5-dieno 0,60
35 1494  biciclogermacreno 1,86
36 1500  a-muuroleno 0,19
37 1515  cubebol 0,50
38 1522  5-cadineno 3,37
39 1533 trans-cadina-1,4-dieno 0,32
40 1538  furopelargona A 0,37
41 1548 elemol 0,13
42 1561 trans-nerolidol 1,41
43 1577  espatulenol 15,10
44 1582  oxido de cariofileno 11,17
45 1592  viridiflorol 0,21
46 1602  ledol 5,07
47 1608  epoxido de humuleno Il 2,75
48 1627  1-epi-cubenol 3,46
49 1645  cubenol 2,06
50 1644  oa-muurolol 1,45
Total 77,5

Tabela 11: Substancias com area de pico > 5% do total de area do OE da casca

Picos identificados com area (%) > 5,0%
Pico IRL lit Substancia Area (%)

56 1577 espatulenol 15,1
57 1582 Oxido de cariofileno 11,1
61 1602 ledol 51
15 1098 linalol 5,0

Tabela 12: Total dos componentes por classe quimica do OE da casca de C. sacaquinha.

Classes quimicas Total (%)
Monoterpenos 54
Monoterpenos oxigenados 0,5
Sesquiterpenos 22,7
Sesquiterpenos oxigenados 43,3

Outros 28,4
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5.4.3 OE do caule

Para o OE do caule foram identificadas 55 substancias, totalizando com 69,63% das
substancias para esse 6leo. Todas as substancias identificadas e as areas percentuais (%) dos
seus picos estéo representadas na tabela 13. Na tabela 14 séo indicadas as principais substancias
encontradas, com éareas de picos acima de 5% do total. As principais classes quimicas
identificadas para esse OE foram o0s sesquiterpenos oxigenados e 0S sesquiterpenos, como

demonstrado na tabela 15.

Tabela 13: Composicao quimica do OE do caule de C. sacaquinha.

OE C. sacaquinha caule

Pico IRL lit Substancia Area normalizada %
1 924  a-tujeno 0,32
2 932  o-pineno 1,37
3 974  B-pineno 0,25
4 1002  a-felandreno 0,05
6 1014  a-terpineno 0,06
7 1020 p-cimeno 0,12
8 1022  o-cimeno 0,47
9 1024  limoneno 0,50

10 1026 1,8-cineol 0,14
11 1054 y-terpineno 0,10
12 1086 terpinoleno 0,13
13 1099 linalol 3,90
14 1112 trans-tujona 0,05
15 1122 a-canfolenal 0,06
16 1174 terpinen-4-ol 0,26
17 1232 metil-éter-timol 0,10
18 1374 «-copaeno 0,38
19 1379 pB-patchouleno 0,33
20 1389 pB-elemeno 0,56
21 1398 cipereno 9,04
22 1402 funebreno 0,14
23 1417 trans-cariofileno 1,57
24 1430 B-copaeno 0,13
25 1431 B-gurjuneno 0,54
26 1432 a-trans-bergamoteno 0,10
27 1437 oa-guaieno 4,23
28 1439 aromadendreno 0,19
29 1452 o-humuleno 0,63

30 1458 allo-aromadendrene 0,42



OE C. sacaquinha caule

Pico IRL lit Substancia Area normalizada %
31 1464 trans-9-epi-cariofileno 0,06
32 1475 trans-cadina-1(6),4-dieno 1,24
33 1478 y-muroleno 0,26
34 1480 germacreno D 0,51
35 1489 B-selineno 0,11
36 1493 trans-murola-4(14),5-dieno 0,30
37 1493 epi-cubebol 0,45
38 1500 o-muroleno 0,15
39 1513 y-cadineno 0,45
40 1523 &-cadineno 2,25
41 1528 zonarene 0,44
42 1533 trans-cadina-1,4-dieno 0,20
43 1538 furopelargona 0,93
44 1548 elemol 0,07
45 1561 trans-nerolidol 1,11
46 1577 espatulenol 11,69
47 1582 O&xido de cariofileno 8,63
48 1590 globulol 1,38
49 1592 viridiflorol 3,05
50 1608 epdxido de humuleno Il 2,25
51 1627 1-epi-cubenol 3,22
52 1639 allo-epoxido de aromadendreno 0,27
53 1644 a-murolol 1,07
54 1658 neo-intermedeol 1,70
55 1675 cadaleno 1,34

Total: 69,63

Tabela 14: Substancias com valores acima de 5% do total do OE do caule.

Tabela 15: Total dos componentes por classe quimica do OE do caule de C. sacaquinha.

Picos identificados com area (%) > 5,0%

Pico IRL lit Substancia

Area normalizada %

46
21
47

1577  espatulenol 11,69

1398 cipereno 9,04
1582  Oxido de cariofileno 8,63

Classes quimicas Total (%)
Monoterpenos 5,2
Monoterpenos oxigenados 4.4
Sesquiterpenos 25,0
Sesquiterpenos oxigenados 34,6
Outros 2,0

57
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5.4.4 OE da folha

Foram identificadas 56 substancias do OE da folha de C. sacaquinha, representando
89,2% do total do 6leo, como demonstrado na tabela 16. Na pesquisa de Lopes (2003) foram
identificadas 49 substancias dando um total de 78,4% do 6leo. Na tabela 17 podemos ver 0s
valores obtidos neste estudo em comparacdo com os valores obtidos por Lopes (2003) para as
substancias com porcentagens maiores que 5% do valor total do OE. E por fim na tabela 18 séo
identificadas as principais classes quimicas das substancias encontradas para esse 0leo.

Tabela 16: Composi¢do quimica do OE da folha de C. sacaquinha.

OE C. sacaquinha folha

Pico IRL lit Substancia Area (%)
1 924 a-tujeno 0,12
2 932 o-pineno 0,43
3 969 sabineno 0,07
4 974 [-pineno 0,04
5 988 mirceno 0,13
6 1002 a-felandreno 0,31
7 1008 5-3-careno 3,44
8 1014 o-terpineno 0,06
9 1020 p-cimeno 0,14
10 1022 0-cimeno 0,29
11 1025 silvestreno 2,48
13 1032 [3-cis-ocimeno 0,06
14 1044 B-trans-ocimeno 0,16
15 1054 y-terpineno 0,08
16 1086 terpinoleno 1,06
17 1099 linalol 10,08
18 1174 terpinen-4-ol 0,29
19 1335 d-elemeno 0,30
20 1374 o-Ccopaeno 0,86
21 1387 [-bourboneno 0,81
22 1389 B-elemeno 11,31
23 1410 a-cedreno 0,96
24 1417 trans-cariofileno 5,07
26 1430 [3-copaeno 0,19
27 1432 trans-o-bergamoteno 0,18
28 1437 o-guaieno 0,41
29 1448 cis-murola-3,5-dieno 0,09
30 1452 a-humuleno 1,36
31 1458 allo-aromadendreno 0,75
32 1478 y-muroleno 0,10

33 1480 germacreno D 9,20



Tabela 17: Comparacdo com a literatura para substancias com valores >5% do total do 6leo.

OE C. sacaquinha folha

Pico IRL lit Substancia Area (%)
34 1493 tr_ans-murola-4 (14), 5- 0,65
diene
35 1494 biciclogermacreno 4,82
36 1500 a-muroleno 0,18
37 1508 germacreno A 1,89
38 1522 y-cadineno 0,00
39 1544 a-calacoreno 0,15
40 1548 elemol 0,62
41 1549 germacreno B 0,73
42 1561 trans-nerolidol 0,00
43 1577 espatulenol 4,45
44 1582 oxido de cariofileno 0,00
45 1600 guaiol 2,74
46 1602 ledol 2,59
47 1608 epoxido de humuleno 11 0,25
48 1627 1-epi-cubenol 2,04
49 1636 gossonorol 0,86
50 1545 cubenol 1,92
51 1658 selin-11-en-4-a.-ol 8,30
52 1670 bulnesol 0,93
53 1672 5-iso-cedranol 1,71
54 1685 a-bisabol 1,28
55 1692 acorenona 1,68
56 1699 B-sinensal 0,55
Total: 89,2

Comparacdo com valores da literatura para valores >5%

Posicdo Substancia observada  Area (%) Substancia na lit.*  Area (%)

1

O~ wiN

B-elemeno 11,3 [-elemeno 12

linalol 10,1 germacreno D 10,1
germacreno D 9,2 linalol 5,8
selin-11-en-4-a-ol 8,3 B-cariofileno 5,7
trans-cariofileno 51

*Literatura: Lopes (2003).

Tabela 18: Total dos componentes por classe quimica do OE da folha de C. sacaquinha.

Classes quimicas Total (%)
Monoterpenos 8,9
Monoterpenos oxigenados 10,4
Sesquiterpenos 45,5
Sesquiterpenos oxigenados 33,4

Outros 1,7
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5.4.5 Substancias de maior relevancia nos OEs de C. sacaquinha

A tabela 19 apresenta as substancias principais dos OE de C. sacaquinha e suas
estruturas moleculares estdo apresentadas na Figura 20.

Tabela 19: Principais componentes quimicos dos OEs de C. sacaquinha.

OE Substancia Total (%)
Casca gspatulenol o 15,1
oxido de cariofileno 11,1
Caule egpatulenol 11,69
cipereno 9,04
-elemeno 11,3
Folha ool 10,1
germacreno D 9,2

5.4.5.1 Atividade antiplasmddica e outras atividades dos componentes principais dos OEs

Estudos anteriores de OEs contendo espatulenol como substancia majoritaria relataram
algumas atividades bioldgicas, como antiproliferativa (BENDAOUD et al., 2010; WANG et
al., 2006), anti-inflamatoria (APEL et al., 2010; DIB et al., 2017) e antimicrobiana (TAN et
al., 2016), além de atividade repelente contra Aedes aegypti e Anopheles stephensi
(CANTRELL et al., 2005).

Os OEs de outras espécies que contém componentes encontrados nos OEs de C.
sacaquinha foram estudados para atividade antiplasmddica com resultados interessantes. Um
estudo feito por Boyom et al. (2003) testou OEs de 5 plantas que continham dentre seus maiores
componentes o espatulenol e o 6xido de cariofileno contra cepas de P. falciparum obtendo
resultados positivos com Clsp igual a 2 pug/mL, demonstrando potencial antiplasmddico. O
oxido de cariofileno, grande constituinte (18%) do OE da planta Alpinia zerumbet, foi testado
contra o P. falciparum obtendo resultados para o Clsp de 71,4 + 1,5 pg/mL, demonstrando
auséncia de acdo antiplasmodica (MENDIOLA et al., 2015). O cipereno isolado em outro
trabalho ndo demonstrou atividade antiplasmodica (WEENEN et al., 1990). O OE das folhas
de Cedrelopsis grevei contendo 6,96% de B-elemeno na sua composi¢édo foi considerado ativo
contra o P. falciparum com Clso = 17,5 mg/L (AFOULOUS, 2013).
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O OE da planta Xylopia frutescens contendo 22,9% de germacreno D foi testado contra
0 parasita da doenca de Chagas, o Tripanosoma cruzi, obtendo resultado antiparasitario
satisfatorio com um Clso de 13,4 pg/mL para as formas tripomastigotas e 22,7 pg/mL para as
formas epimastigotas.

O linalol foi avaliado como isca na captura dos mosquitos vetores da malaria como isca
sendo o linalol oxidado importante na vigilancia e captura dos vetores (NYASEMBE et al.

2014). Porém néo foi encontrado na literatura testes antimalaricos para esse OE.

Figura 20: Estrutura quimica das principais substancias dos OEs: espatulenol (A), 6xido de
cariofileno (B), cipereno (C), B-elemeno (D), linalol (E) e germacreno D (F).

OH \\
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho, foi isolado o triterpeno acido 3-acetil aleuritélico da casca de Croton

sacaquinha Croizat, o primeiro relato dessa substancia nessa espécie.

Foram descritas pela primeira vez as composi¢des quimicas dos OEs e principais
componentes das cascas (espatulenol, ledol, linalol, 6xido de cariofileno) e dos caules

(cipereno, espatulenol e 6xido de cariofileno) dessa espécie pela primeira vez.

O extrato etandlico da casca mostrou-se ativo in vitro contra cepas K1 resistentes a
cloroguina de Plasmodium falciparum, demonstrando pela primeira vez a atividade

antiplasmddica dessa espécie que € utilizada na medicina tradicional no tratamento da maléria.

No conjunto, os resultados alcancados representam contribuicdes relevantes para a

etnofarmacologia regional e composicao quimica dessa espécie Amazonica.
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7. ANEXOS

ANEXO 1: Espectro de RMN de 'H do &cido 3-acetil aleuritélico em CHCIs (300 MHz).
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ANEXO 2: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H do &cido 3-acetil aleuritélico em CHCI3 (300 MHz).

Jeane2l_ 1JKF1 (1H; CDCl3; 7.9 mg)
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ANEXO 3: Espectro de RMN de 2C do acido 3-acetil aleuritélico em CHCI3 (300 MHz).

Jeane21_1JKF1 (13C: CDCI3: 7.9 mg) 01/04/2021 Op. Magno
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ANEXO 4: Ampliacéo do espectro de RMN de 3C do acido 3-acetil aleuritolico em CHCI3 (300 MHz).
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ANEXO 5: Espectro de DEPT 135 do acido 3-acetil aleuritélico em CHCI3z (300 MHz).

JeaneZl_1JKF1 (DETP135; CDC13; 7.9 mg)
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ANEXO 6: Espectro de correlacdo *H-13C HSQC do acido 3-acetil aleuritélico em CHCI3z (300 MHz).
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ANEXO 7: Espectro de correlacdo *H-13C HMBC do acido 3-acetil aleuritélico em CHCI3z (300 MHz).
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ANEXO 8: Espectro de correlacdo tH-*H COSY do acido 3-acetil aleuritolico em CHCI3 (300 MHz).
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