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“Parece paradoxal que, em tempos em que a
medicina cientifica moderna avanca com
passos tdo gigantes e goza de prestigio
inigualavel, tratamentos tradicionais
continuem despertando muito interesse tanto
em paises desenvolvidos quanto em paises
em desenvolvimento.”

Bannerman (1982)



RESUMO

Dentre as espécies florestais nativas da Amazbnia utilizadas por populacdes
tradicionais na terapéutica de diversos problemas de salde estdo a Geissospermum
argenteum Woodson, uma Apocynaceae, e a Minquartia guianensis Aubl., da familia
Olacaceae. Entre os problemas de saude esta a malaria, que no Brasil e no mundo
ainda é um grave problema de saude publica. Outro agravo a saude de importancia
sao infecgcBes microbianas, pois 0s micro-organismos tém desenvolvido resisténcia
aos agentes antimicrobianos. Neste trabalho, foram coletadas amostras de cascas,
folhas e galhos de G. argenteum e M. guianensis, em area de floresta, na Vila Apiad,
municipio de Mucajai — RR. As amostras foram submetidas a extracdo metandlica a
quente e extracdo aquosa, Amostra de extrato metandlico de cascas de G.
argenteum foi submetida a particionamento liquido-liquido, resultando nas fracdes
hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metanol/agua. A fracdo cloroférmica foi
selecionada para cromatografia em coluna com sistema gradiente de solventes,
obtendo-se 38 fracfes, as quais foram analisadas através de CCD e destas a fracéo
Crl0 foi selecionada para cromatografia preparativa, a partir da qual foi obtida a
fracdo F6, que analisada em CCD mostrou-se positiva para alcaléides. Os extratos
metandlicos e aquosos de ambas as espécies, e fracbes primarias provenientes de
extratos G. argenteum foram testados em ensaios in vitro para atividade antimalarica
frente a cepa cloroquino-resistente, K1, de Plasmodium falciparum, nas
concentracbes de 50 e 5 pg/mL. Posteriormente, amostras ativas foram avaliadas
em 7 diluicbes para estabelecer a relagédo dose-resposta e valores de concentracao
inibitéria mediana (Clsp). Amostras provenientes das duas espécies também foram
testadas contra as cepas bacterianas, Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans e Escherichia coli, e contra a levedura Candida albicans. A atividade
antimicrobiana foi avaliada através de difusdo em &gar e a concentracao inibitoria
minima (CIM) por microdiluicdo em placas. Para as fragbes acetato de etila,
cloroférmica, hexanica e hidroalcodlica obtida de cascas de G. argenteum e a fracdo
Crl0 foi realizada a bioautografia para S. aureus. Na atividade antimalarica o extrato
metandlico de casca foi ativo, com Clsy de 4,6 ug/mL e a fracdo cloroférmica obtida
de casca de G. argenteum também foi ativa com Clsg de 2,0 pg/mL. Os extratos de
M. guianensis foram considerados inativos para a atividade antimalarica. Na
atividade antimicrobiana, através de difusdo em agar, extratos de G. argenteum
foram parcialmente ativos contra S. aureus, S. mutans e inativos contra E. coli e C.
albicans. A CIM para S. aureus foi de 0,63 mg/mL para a fracdo metanol/agua, para
S. mutans, CIM de 0,63 mg/mL e C. albicans com CIM de 0,63 mg/mL. Para cepa de
E. coli os extratos foram inativos. Extratos de M. guianensis mostraram-se ativos
frente a S. aureus e C. albicans através de difusédo em agar e apresentaram a CIM
superior a 1mg/ml para S. aureus, S. mutans e C. albicans. Os extratos de M.
guianensis foram inativos contra E. coli. Na autobiografia para S. aureus as fracdes
testadas apresentaram atividade.

Palavras-chave: Antibacteriana. Antifangica. Plasmodium falciparum.
Staphylococcus aureus. Streptococcus mutans. Candida albicans.



ABSTRACT

Among the natives species from the Amazon Forest used by traditional populations
in the treatment of various health problems, including, malaria, wich in Brazil and in
the world remains a serious public health problem, are Geissospermum argenteum
Woodson, an Apocynaceae, and Minquartia guianensis Aubl, Olacaceae family.
Another important health problem is the microbial infections, because the
microorganisms have developed resistence to antimicrobial agents. In this work,
samples were collected from bark, leaves and twigs of G.argenteum and M.
guianensis in a forestall area in Apiau village, city of Mucajai — RR. The samples
were extracted by hot methanol and water extraction, resulting in methanol and
agueous extracts. Sample of methanol extract of bark of G.argenteum was submitted
to liquid-liquid partitioning, resulting in fractions hexane, chloroform, ethyl acetate and
methanol/water. The chloroform fraction was selected for fractionation using
chromatography colunn and solvent gradient system, resulting in 38 fractions, which
were analyzed by TLC and the fraction Crl0 was selected for preparative
chromatography, from which the fraction F6 was obtained, analyzed in CCD was
positive for alkaloids. The methanol and aqueous extracts of both species and
fractions of extracts from primary G.argenteum were tested in vitro assays for
antimalarial activity against the chlroquine-resistant K1 Plasmodium falciparum at
concentrations of 50 and 5 mg/mL. Subsequently, active samples were evaluated in
7 diluitions to establish the dose-response and median inhibitory concentration
values (ICsp). Samples from two species were also tested against bacterial strains,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans and Escherichia coli, and against the
yeast Candida albicans. Antimicrobial activity was evaluated by agar diffusion and
minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution plates. For fractions of ethyl
acetate, chloroform, hexane and water-alcohol obtained from barks of G.argenteum,
fraction Crl10 and bioautography was performed fo S. aureus. Antimalarial activity in
the methanol extract of bark was active, with IC5y of 4,6 mg/mL and chloroform
fraction obtained from bark of G.argenteum was also active with 1Csq of 2,0 mg/mL.
The extracts of M. guianensis were considered inactive for antimalarial activity. In
antimicrobial activity by agar diffusion, extracts of G.argenteum were partially active
against S. aureus, S. mutans and inactive against E. coli and C. albicans. The MIC
for S. aureus was 0,63 mg/mL per fraction methanol/water, S. mutans, MIC of 0,63
mg/mL and C. albicans with an MIC of 0,63 mg/mL. For the strain of E.coli there was
no activity. Extracts of M. guianensis were active against the S. aureus and C.
albicans by agar diffusion and presented more than 1 mg/mL MIC for S aureus,
S.mutans and C. albicans. The extracts of M. guianensis were inactive against E.
coli.

Keywords: Antibacterial. Antifungal. Plasmodium falciparum. Staphylococcus aureus.
Streptococcus mutans. Candida albicans.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade as plantas tém sido um recurso ao alcance do homem
para o tratamento de doencas e seus sintomas que o tem afligido no decorrer de sua
histéria. Assim podemos dizer que o uso de plantas medicinais comeg¢ou com a
propria historia do homem, através de experiéncias de ensaio e erro. (DI STASI,
1996). Ao longo do tempo o homem evoluiu, empiricamente, em seu conhecimento
sobre o0 uso das plantas ndo sé na alimentacdo, mas também para a cura de suas
enfermidades e este desenvolvimento veio da necessidade de compreensao da
relacdo entre homem e natureza e 0 uso desses recursos para 0 seu proprio
beneficio (DI STASI, 1996).

Nos dias atuais o0 uso de plantas medicinais tem se tornado uma pratica
bastante difundida, uma vez que estudos realizados em diversas partes do mundo
tém comprovado cientificamente o que até entdo fazia parte do saber popular.
Considerando a importancia do uso medicinal das plantas torna-se necessario
realizar pesquisas com a finalidade de determinar a composi¢cdo quimica destas,
bem como evidenciar novas substancias e suas atividades biolégicas, de acordo
com parametros cientificos, para que a partir destas, novos farmacos, eficazes e
seguros sejam sintetizados.

As plantas correspondem a uma das mais ricas fontes de material com
atividade medicinal em razéo de sua diversidade, por isso tém sido utilizadas como
recurso para as preparacdes tradicionais pelas populagdes nativas e urbanas.
(BRANDAO et al., 2008). No decorrer dos anos estes conhecimentos, chamados de
etnoconhecimentos, tém contribuido para direcionar estudos quimicos e
farmacoldgicos, que buscam isolar principios ativos de plantas utilizadas na
medicina popular, dando origem a novos farmacos e fitoterapicos. (BRANDAO et al.,
2008).

Fitoterapico é o:

Medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas
vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu
uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua
eficacia e seguranga ¢é validada através de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentacdes técnico-cientificas em
publicacdes ou ensaios clinicos fase 3. Ndo se considera medicamento
fitoterapico aquele que, na sua composicao, inclua substancias ativas
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isoladas, de qualquer origem, nem as associacfes destas com extratos
vegetais (BRASIL, 2004).

Mesmo com drogas sintéticas disponiveis, muitos sintomas e doencas ainda
séo tratados com preparacdes tradicionais, isto €, preparados a partir de plantas, e a
maléaria é uma delas. Entre os medicamentos comerciais para malaria a maioria tem
relacdo com produtos naturais, como a quinina e seus derivados e os derivados
semi-sintéticos da artemisinina (BOURDY et al., 2008).

Nesse contexto novas pesquisas com plantas sdo importantes, uma vez que
através delas novas substancias podem ser extraidas, isoladas, modificadas e
testadas com o objetivo de encontrar alternativas terapéuticas para as inUmeras
enfermidades que atingem o ser humano. Para contribuir com as pesquisas nessa
area realizou-se estudo envolvendo Geissospermum argenteum Woodson e
Minquartia guianensis Aubl. das quais foram preparados extratos de folhas, galhos e
cascas, os quais foram avaliados quanto a atividade antimalarica e antimicrobiana in

vitro.

1.1 DIVERSIDADE VEGETAL NO BRASIL E PLANTAS MEDICINAIS

O Brasil é apontado como o pais com maior diversidade genética vegetal do
mundo, com elevada disponibilidade de recursos naturais, 0s quais podem ser
utilizados de variadas formas pelo homem. Mais da metade das espécies estdo nas
florestas tropicais e por isso é necessario o desenvolvimento de programas de
conservacdo in situ de germoplasma vegetal (GUERRA; NODARI, 2004). A
utilizacdo destes recursos naturais deve ocorrer de maneira sustentavel evitando
assim, exaurir estas fontes.

Recente levantamento aponta novos numeros de plantas e fungos no Brasil e
neste as Angiospermas apresentam 227 familias, que compreendem 2818 géneros
e 31162 espécies. Segundo o mesmo estudo o dominio morfoclimatico da Mata
Atlantica apresenta a maior riqueza, com 13972 espécies de Angiospermas. A
Amazobnia e o Cerrado aparecem em seguida com diversidade semelhante, mas os
dados referentes a Amazonia podem estar sub-amostrados, uma vez que a
densidade de coleta € baixa e pontual, 0 que mostra a necessidade de que novos

inventarios sejam realizados na regido (FORZZA, 2010). Ja Brito e Brito (1993)
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apontam a Amazoénia como a regido do pais com maior diversidade em plantas com
potencial terapéutico, uma vez que grande parte dela ainda € coberta por matas
nativas que ainda tem baixa influéncia da civilizacdo devido a baixa densidade
populacional.

Entre os componentes da biodiversidade muitos produtos de importancia
econdmica podem ser obtidos, destacando-se os fitoterapicos, produzidos a partir de
recursos genéticos vegetais. Preparacoes feitas a partir de plantas estdo entre as
formas mais antigas de terapéutica medicinal e tem sido muito utilizada. Devido aos
bons resultados, inumeros medicamentos foram produzidos pela inddstria
farmacéutica com base na purificacdo de extratos vegetais, isolamento e
identificacdo de seus principios ativos, porém apenas uma pequena fracdo das
espécies vegetais conhecidas foi pesquisada quanto aos seus aspectos quimicos e
farmacoldgicos, o que indica que ainda h&d muito a ser pesquisado (KOROLKOVAS;
BURCKHALTER, 1988).

Em areas rurais do Brasil existe um grande numero de preparacoes
artesanais feitas a partir de plantas e utilizadas por comunidades tradicionais para
tratamento e cura de diversas doencas. O mercado de medicamentos fitoterapicos
tem crescido e esta prética tem se tornado uma opcéao terapéutica devido ao baixo
custo e eficacia do tratamento (REIS; MARIOT; STEENBOCK, 2004).

1.2 METABOLISMO VEGETAL

O metabolismo vegetal compreende o conjunto de reacdes quimicas que
ocorrem continuamente na célula vegetal, que visam o aproveitamento de nutrientes
para satisfazer as necessidades celulares de: energia, poder redutor e biossintese
de macromoléculas (carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos), as quais
apresentam funcdes bem definidas. Estas reacOes dependem de enzimas
especificas, as quais estabelecem as rotas metabdlicas, que podem ser anabolicas
ou catabolicas (SANTOS, 2004).

Segundo Oliveira, Akisue e Akisue (1998) dentro de populagbes de uma
mesma espécie de planta podem ocorrer diferencas morfoldgicas, fisiolégicas e
bioquimicas, sendo que esta variacdo na composi¢cdo pode ser devido a presenca

de diferentes substancias e ou substancias em quantidades diferentes. Tais



18

diferencas sdo determinadas por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos. Os
intrinsecos sdo genéticos, idade e estagio de desenvolvimento da planta, enquanto
0S extrinsecos ou relacionados com 0 meio ambiente sdo: climaticos, edafo-
climaticos e edaficos e nas pesquisas com plantas medicinais ou medicamentos
fitoterapicos é de fundamental importancia observar destas condi¢cdes além do
periodo de coleta de amostras, pois estes fatores sdo determinantes na producéo de
biomassa e de metabdlitos secundarios, responsaveis pela atividade biologica
destas plantas (REIS; MARIOT; STEENBOCK, 2004).

O metabolismo vegetal gera produtos denominados metabdlitos primarios e
secundéarios. Os metabdlitos primarios sdo os protideos, lipideos, glicidios e
nucleotideos, que possuem funcdes vitais no organismo vegetal. Os metabdlitos
secundarios sdo substancias ndo essenciais ao desenvolvimento vegetal e de
funcdo ainda ndo totalmente esclarecida, contudo possuem ac¢do biolégica que
garante vantagens adaptativas e estdo restritos a determinados grupos vegetais
(TAIZ; ZEIGER, 2004). Os metabolitos secundéarios tém importante aplicacdo nas
ciéncias farmacéuticas, pois estes compostos estdo associados ao: uso medicinal
das plantas, a producdo de fitoterapicos, obtencdo de drogas e isolamento de
principios ativos para serem utilizados como modelos na produgdo de drogas
sintéticas (FALKENBERG et al., 2004).

Os trés principais precursores dos metabdlitos secundarios sdo: acido
chiquimico, precursor de varios compostos aromaticos, acetato (precursor de acidos
graxos, polifendis, isoprenos, prostaglandinas) e aminoacidos, associados a
biossintese de alcaldides. As principais fun¢cdes nos vegetais sdo para protecao
contra viroses, bacterioses, infec¢cdes fungicas, herbivoria e também atuam para
atrair ou repelir outros organismos e para resistir ao estresse ambiental (TAIZ;
ZEIGER, 2004). As rotas dos metabdlitos secundarios sédo ativadas em estagios
particulares do desenvolvimento e periodos de estresse nos quais ocorrem
limitagGes nutricionais (SANTOS, 2004).

O desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos naturais apresenta
limitacOes, tais como a complexidade do processo de avaliacdo e caracterizacéo
destes metabdlitos presentes nestes produtos e para minimizar e solucionar tais
problemas é fundamental o desenvolvimento de novas tecnologias e equipamentos
(GUERRA; NODARI, 2004).
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1.3 ESPECIES NATIVAS ESTUDADAS

As espécies envolvidas neste estudo sdo: Geissospermum argenteum
Woodson, da familia Apocynaceae Juss. e Minquartia guianensis Aubl, da familia

Olacaceae R. Br.

1.3.1 Aspectos botanicos da familia Apocynaceae Juss.

A familia Apocynaceae pertence a divisdo Magnoliopyta, classe
Magnoliopsida, ordem das Gentianales (FORZZA, 2010). Esta familia apresenta
uma distribuicdo predominantemente pantropical (figura 1), mas com representantes
em areas temperadas, sendo composto por ervas, subarbustos, arbustos, arvores ou
lianas distribuidos em cerca de 400 géneros e 3700 espécies. No Brasil, as
estimativas divergem sobre o numero de representantes desta familia encontrados
no pais. De acordo com Souza e Lorenzi (2005) sdo cerca de 90 géneros e 850
espécies e segundo Rapini et al. (2010) sédo cerca de 75 géneros e 759 espécies.
Entre as espécies desta familia existem plantas cultivadas como ornamentais,
arvores fornecedoras de madeira de boa qualidade e também espécies utilizadas
com propriedades medicinais, devido a presenca de alcaldides e glicosideos em sua
composicao (SOUZA; LORENZI, 2005).

Em geral espécies desta familia apresentam latex branco ou de coloragéo
diferenciada, além de grande quantidade de metabdlitos secundarios, o que faz da

familia uma importante fonte de substancias bioativas (RIBEIRO et al., 1999).
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Figura 1 - Distribuicdo da familia Apocynaceae Juss. no mundo
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Fonte: http://tropicos.org/Name/42000278?tab=maps (2011).

1.3.1.1 Aspectos botanicos do género Geissospermum Alleméao

Geissospermum spp. sdo nativas e ocorrem no Brasil nas matas de terra
firme na Amazonia, principalmente no Amazonas e Para, mas também ocorrem nas
regides nordeste, sudeste e sul. De acordo com Ribeiro (1999) este género
apresenta arvores com folhas alterno disticas, cartaceas, tronco fenestrado e ou
acanalado e latex escasso ou ausente. Lorenzi (2002) descreve as caracteristicas
morfolégicas da Geissospermum laeve, a qual apresenta de 15 a 22 metros de
altura, com tronco sulcado e canelado, com diametro de 40 a 60 cm, folhas simples,
inflorescéncia em cimeiras axilares, de cor palida e fruto baga, leitoso com polpa
carnosa.

Ainda segundo Lorenzi (2002) este género também apresenta latex nos frutos
e nas extremidades dos ramos. As arvores deste género apresentam madeira
pesada, alburno amarelado, diferenciado do cerne mais escuro; gra regular a
irregular; textura fina; cheiro indistinto e gosto amargo.

Segundo Forzza (2010) as espécies deste género sao:

e G. sericeum Benth. & Hook. f., espécie nativa; ndo endémica, sendo

encontrada na norte (Roraima, Amapa, Amazonas, Acre, Rondbnia) e

nordeste (Maranhao);


http://tropicos.org/Name/42000278?tab=maps
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G. vellosii Fr. All ou Geissospermum laeve, (Vell.) Miers, nativa, nao

endémica, presente nas regiées norte (Amapda, Para, Amazonas), nordeste

(Maranhdo, Bahia), centro-oeste (Distrito Federal), sudeste (Minas Gerais,

Espirito Santo, Rio de Janeiro);

e G. urceolatum A. H. Gentry (1985), nativa, endémica, encontrada na regiao
norte (principalmente Para)

e G. reticulatum A. H. Gentry, espécie nativa, ndo endémica, encontrada na

regido norte (Acre, Rondonia);

G. argenteum Woodson.

1.3.1.2 Aspectos botanicos de Geissospermum argenteum Woodson

Esta espécie é nativa, distribuindo-se pela regiao norte, principalmente nos
estados do Amazonas, Amap4a, Para, Roraima e também nas Guianas (FORZZA,
2010). Segundo Ribeiro et al. (1999) € uma éarvore de dossel, com folhas discolores
e reticulacao inconspicua encoberta por pélos prateados e dourados, com a base da

folha assimétrica.

1.3.1.3 Aspectos quimicos de Geissospermum spp.

O género Geissospermum comecou a ser explorado quimicamente no final do
século XIX, ndo s6 no Brasil, mas por pesquisadores europeus. Entre as espécies
do género a primeira a ser pesquisada foi o pau-pereira (G. vellosii Allemao), a qual
foi considerada por Gustavo Peckolt (1861-1923) uma das dez plantas medicinais
brasileiras mais importantes (SANTOS et al.,1998) a qual era utilizada no tratamento
de febres, falta de apetite, ma digestéo, tontura, prisdo de ventre e malaria, sendo
gue a sua acgao curativa estava associada ao seu gosto amargo.

Deste género foram isolados diversos alcalbides, os quais estéo relacionados
na tabela 1 e suas estruturas estdo numeradas (p. 22) também conforme a mesma
tabela 1. Entre os alcaloides, a geissospermina (1), considerada o principal deles, foi
isolada primeiramente por O. Hesse em 1877 (PUISIEUX et al., 1959).
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Chiaroni et al. (1976) realizaram estudos com a geissospermina
estabelecendo a estereoquimica, através de difracdo de raios X de sua estrutura
cristalina enquanto Goutarel et al. (1978) a estabeleceu através de RMN *°C.

A estrutura da geissosquizina (2) foi proposta por Rapoport et al. (1958) e
confirmada por Puisieux et al. (1959). Rapoport e colaboradores (1960) continuaram
os estudos com os alcaldides de G vellosii, a geissospermina (1) e as estruturas dos
produtos da clivagem inddlica: geissosquizina (2) e apogeissosquizina (3). Também
Chiaroni e Riche (1979) isolaram o alcaldide geissospermina (1) de G. laeve e
verificaram que a hidrolise acida deste conduz a formacdo de geissosquizina (2) e
geissosquizolina (4) e ainda estabeleceram a estereoquimica da molécula. Steele et
al. (2002) realizaram estudos com G. sericeum, isolando e identificando
geissosquizolina (4). Também segundo Werner et al. (2009) a casca de G. vellosii
possui diversas classes de compostos, principalmente alcaléides, como
geissospermina (1), geissosquizina (2) e geissosquizolina (4).

No Brasil o pau-pereira foi muito utilizado no século XIX e atribui-se ao
farmacéutico Ezequiel Corréa dos Santos o isolamento da pereirina (5), que seria 0
primeiro alcaléide isolado no Brasil, mas a pereirina poderia ser uma mistura de
alcaléides. O isolamento da pereirina no Brasil ndo foi reconhecido na Europa
(ALMEIDA et al., 2009). Bertho e Koll (1961) também determinaram a estrutura da
pereirina (5) isolada do pau-pereira.

Bejar et al. (1957) isolaram o alcalbide inddlico monoterpénico flavopereirina
(6), de G. laeve e a descreveram como uma base muito forte, diferentemente da
geissospermina, uma base fraca. A flavopereirina foi isolada através de
cromatografia a partir de uma fracdo de base forte soltvel em cloroférmio.

Mufioz et al. (2000) também isolaram flavopereirina (6) de G. laeve e seu
derivado 5,6-dehidroflavopereirina (7) e Brito e Brito (1993) apontam o alcalbide
flavopereirina (6) como o composto ativo de G. vellosii. Steele et al. (2002) isolaram
e identificaram a flavopereirina (6) em G. sericeum.

Ban e Seo (1961) relataram um novo método para sintese dos derivados [3-
carbolinicos, incluindo a flavopereirina (6). Posteriormente, Wenkert e Kilzer (1962)
publicaram sua sintese da flavopereirina (6) utilizando novos métodos de sintese de
alcaldides inddlicos, um deles usando o acetato de mercurio como agente oxidante e

outro através de conversao induzida por paladio.
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Rapoport e Moore (1962) isolaram trés alcaléides de G. vellosii: velosimina
(8), velosiminol (9) e geissolosimina (10) através de fracionamento de fracdo pH 7,
rica em alcaldides. A velosimina (8) e velosiminol (9) sdo inddlicos. Em 1973
isolaram um novo alcalb6ide, geissosvelina (11) da mesma espécie (MOORE;
RAPOPORT, 1973).

Steele et al. (2002) realizaram estudos com G. sericeum, isolando e
identificando  substancias como geissosquizolina N%-6xido (12) e 1,2-
dehidrogeissosquizolina (13) e Werner et al. (2009) isolaram o alcal6ide 12-metoxi-1-
metil-aspidospermidina (14) da casca de G. vellosii.

Paccioni e Husson (1978) realizaram estudos com cascas e folhas de G.
argenteum coletadas na Guiana Francesa. Para a andalise da composi¢cado quimica
desta espécie foi realizada extracdo com cloroférmio, alcalinizacdo com amoniaco
0,8%, fracionamento em coluna, seguida de purificacdo, permitindo o isolamento de
quatro alcaldides, os quais foram identificados através das constantes fisicas e
propriedades espectrais (RMN, UV). Os quatro alcaléides séao: (-)-
desmetoxiaspidospermina (15), (-)-aspidospermina (16), (+)-aspidoscarpina (17), e

(+)-desmetilaspidospermina (18).



Tabela 1 - Alcaldides encontrados em Geissospermum spp.
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Nome Formula Massa Massa} mono

molecular molar Isotopica
1 Geissospermina Ca0H4sN4O3 632,8341 632,3726
2 Geissosquizina C21H24N203 352,4269 352,1787
3 Apogeissosquizina C22H25NO; 335,4394 335,1885
4 Geissosquizolina C3gHs52N402 298,4225 298,2045
5 Pereirina C19H26N20 298,4254 298,2045
6 Flavopereirina Ci7H15N> 247,3139 247,1230
7 5,6-dehidroflavopereirina CisHisN> 223,2924 223,1230
8 Velosimina C19H20N20 292,3749 292,1576
9 Velosimol C19H22N,0 294,3908 294,1732
10 Geissolosimina C3sHaaN4O 572,7822 572,3515
11 Geissovelina C22H29NO3 355,47056 355,2147
12 Geissosquizolina N*—6xido CagHs5oN404 314,4219 314,1994
13 1,2-dehidrogeissosquizolina C19H24N20 296,4067 296,1889
14 gip%eggggrlmﬂﬂ'; CuHaN:O 3264757 520:2358
15 (-)-desmetoxiaspidospermina C22H30N20 338,4864 338,2358
16 (-)-aspidospermina C24H34N202 382,5390 382,2620
17 (+)-aspidoscarpina Co3H32N203 384,5118 384,2413
18 (+)-desmetilaspidospermina C21H2sN20; 340,4592 340,2151

Fonte: Do autor (2011)
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(17): R1 = OH, R, = OMe
(18) Ry = OH, R,=H

1.3.1.4 Aspectos etnobotanicos e etnofarmacologicos de Geissospermum spp.

Geissospermum spp recebem nomes populares diversos, de acordo com a
regido, tais como: pau-pereira, quinarana, quina-quina, acari, acariguara, acariquara
branca, entre outros. A acariquara branca € muito usada em madeireiras para
fabricacdo de postes, na construcao civil, na producéo de cabos para ferramentas e
implementos agricolas, sendo por isso explorada de forma inadequada. Além desses
usos, sua casca também possui propriedades medicinais (LORENZI, 2002).

Brito; Brito (1993) fazendo uma revisao na literatura sobre a pesquisa com
plantas medicinais no Brasil, relatam que extratos obtidos de G. vellosii sdo
utilizados como: blogueador neuromuscular, anticolinesterasico, isto €, atuam
inibindo a enzima acetilcolinesterase e hipotensivo e que o composto ativo € o
alcaléide flavopereirina (6).

Uma composicdo farmacéutica foi desenvolvida a partir de flavopereirina (6)
para o tratamento de infecgbes virais por HIV (Human Immonodeficiency Virus). A
formulacdo consistia de 250 a 500 mg do principio ativo para ser administrada
oralmente ou 200-600 pg por via intradérmica (ABRAXAS BIO LABS SA, 1994).

A casca de G. vellosii é frequentemente utilizada no preparo de
medicamentos tradicionais empregados na medicina popular no tratamento de
problemas hepéticos, febre, desordens estomacais, constipacéo, estimulante sexual,
maléria e para dor (MUNOZ et al., 2000; JACOME; SOUZA; OLIVEIRA, 2003;
WERNER et al., 2009).

Uma formulacdo natural foi desenvolvida a partir da associacao de extrato de

casca obtido da planta conhecida popularmente como pau pereira (género
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Geissospermum Allemédo) e de extrato de Rauvolfia vomitoria Afzel., também
pertencente a familia Apocynaceae Juss., para uso na prevencdo e tratamento de
cancer de prostata. Este fitoterapico, contem os alcaldides beta-carbonilicos,
flavopereirina (6), oriundo do pau-pereira e alstonina (figura 2), da Rauvolfia

vomitoria Afzel , na proporcéo 3-4:1 respectivamente.

Figura 2: Alstonina

Fonte: Do autor (2011)

Estes alcaldides apresentam diferentes mecanismos de acdo na prevencao e
controle do cancer, o que justifica a sua associacdo. O mecanismo de acao desta
formulacdo natural se baseia na indugcédo da apoptose ou morte celular programada,
através da desestabilizacdo do DNA da célula cancerigena. Quando esta formulacéo
€ utilizada em concentragcdo adequada o mecanismo torna-se seletivo para as
células neoplasicas. Este medicamento natural também atua reduzindo niveis de
PSA (Prostate Specific Antigen ou antigeno prostatico especifico), um importante
marcador para este tipo de cancer, e atenuando sintomas da hiperplasia benigna de
prostata. No preparo desta formulacéo é feita uma purificacdo parcial para eliminar
compostos toxicos (NATURAL SOURCE INTERNATIONAL, 2005).

Werner et al. (2009) demonstraram que o extrato obtido de G. vellosii Fr. All,
principalmente o extrato bruto etandlico e a fracdo diclorometano, exerceram
pronunciada antinocicepg¢ao contra modelos quimicos de nocicepcéao, isto €, de dor,
produzidos por acido acético e formalina em camundongos, sendo que as doses

utilizadas (1 mg/kg, 10 mg/kg, 30 mg/kg, 100mg/kg de peso do animal) n&o
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interferiram no desempenho do sistema locomotor. O efeito antinociceptivo da fragao
diclorometano envolveu uma interacdo com receptores do sistema serotoninérgico 5-
HT.a. O alcaloide isolado e identificado como participante dessa interacao foi o 12-
metoxi-1-metil-aspidospermidina (14) o que contribuiu para a explicacdo das
propriedades antinociceptivas relatadas para esta planta.

Estudos envolvendo a atividade anticolinesterasica, isto é, da inibicdo da
enzima acetilcolinesterase, foram realizados por Lima et al. (2009) que também
verificaram o efeito da fracdo alcaldéide em testes de memdéria em camundongos.
Este alcaldide foi identificado como geissospermina (1) obtido da casca do tronco de
G. vellosii, e sua acdo promoveu a reducdo da amnésia induzida por escopolamina
em camundongos, modelo de déficit colinérgico validado para desenvolvimento de
drogas usadas no tratamento sintomatico de Doenca de Alzheimer, concluindo que
compostos presentes nesta planta tém atividade anticolinesterasica e podem
reverter déficits cognitivos em modelos com hipofuncéo colinérgica.

CORREIA et al. (2008) realizaram estudo sobre a atividade antimicrobiana de
extratos brutos etandlicos, preparados através de maceracdo de dez espécies
diferentes de plantas da Amazoénia coletadas no estado do Amapa. G. argenteum,
também conhecida por quinarana da “fruta pequena”, foi uma das plantas coletadas,
uma vez que ha poucos estudos sobre esta espécie. Nos testes antimicrobianos foi
utilizada a técnica de difusdo em agar, com permeacdo de discos de 6 mm de
didmetro com extratos etandlicos em concentracdes de 80 ug a 1,25 ug. Os extratos
foram testados frente a cepas ATCC (American Type Culture Collection) e cepas
multidrogas resistente, obtidas de uma colecdo hospitalar. Neste estudo G.
argenteum apresentou atividade contra Staphylococcus aureus Rosenbach (1884)
multi-resistente em concentracéo inibitéria minima (CIM) de 5 pg e nos testes frente
a cepas ATCC apresentou atividade contra Pseudomonas aeruginosa Mig. (1900)
com CIM de 20 ug e frente a S. aureus, com CIM de 80 ug.

Um dos mais relevantes usos deste género de plantas encontrado na
literatura foi no tratamento da malaria.

Branddo et al. (1992) realizaram levantamento de plantas usadas como
antimalaricas em duas regibes da Amazonia (uma ao sul do Pard e outra no
nordeste de Rondb6nia). Neste estudo 41 plantas foram citadas para uso no
tratamento e um (1) na prevencéo. Das plantas citadas 21 foram coletadas, destas 9

foram testadas experimentalmente in vitro, contra P. falciparum Welch (1897) e in
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vivo, contra P. berghei Vincke e Lips (1948), em ratos. Extratos de casca de G.
sericeum Benth. e Hook., uma das plantas coletadas, foram inativos nos testes in
Vivo.

Milliken (1997) realizou levantamento etnobotanico, entre grupos indigenas de
savana e de floresta, de plantas utilizadas no tratamento da maléria no estado de
Roraima. Ao final do estudo 99 espécies de 82 géneros, pertencentes a 41 familias
foram citadas como antimalaricas, sendo a maioria de floresta (53). Entre as familias
citadas estad a Apocynaceae Juss., com trés géneros e quatro espécies, sendo uma
delas G. sericeum Benth. e Hook., que é arvore comum em florestas de algumas
localidades de Roraima, conhecida popularmente como quina-quina devido a casca
amarga. A infusdo ou decoccdo de sua casca pode ser abortiva e € usada no
tratamento de maléria por povos Wapixana, Wai-Wai, Macuxi, Taurepang e Xiriana
(Yanomami). Neste levantamento um entrevistado citou o seu uso como profilatica
associada as raizes de Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle, pertencente a familia
Rutaceae Juss. Também foi verificado que plantas antimalaricas séo utilizadas como
abortivas, incluindo G. sericeum Benth. e Hook, o que € explicado pelo extremo
gosto amargo, que pode também ser relacionado com a sua toxicidade.

Um estudo sobre a atividade antimalarica envolvendo trinta espécies de
plantas tradicionais foi realizado entre os indios Chacobo, uma comunidade nativa
da Amazénia boliviana. Nesta pesquisa a atividade antimalarica foi testada in vitro e
in vivo. Entre as plantas testadas, G. laeve apresentou boa atividade antimalarica,
com Clsp de 3,1 pg/mL para a cepa F32 (cloroquina sensivel) e 2 ug/mL para a cepa
Indo (cloroquina resistente), demonstrando a coeréncia do uso tradicional, porém
nos testes in vivo com Plasmodium berghei Vincke e Lips (1948) foi inativo e
também verificou-se toxicidade dos extratos na dose de 100 mg/kg de peso por 4
dias (MUNOZ et al., 2000).

Steele et al. (2002) realizaram testes antiplasmaddicos in vitro com extratos
hidroalcoodlicos (MeOH: H,0; 9:1) obtidos de casca de G. sericeum e também com
substancias isoladas. Nestes testes foram utilizadas as cepas K1 (cloroguino-
resistentes) e T9-96 (cloroquino-sensiveis) e os resultados obtidos foram: para
extrato bruto, Clsp de 1,78 = 0,047 pg/mL, testado somente em K1; para
geissosquizolina (4) e geissosquizolina N*-6xido (12), Clso > 40 puM (inativo), para

ambas as cepas; para 1,2-dehidrogeissosquizolina (13), ICso de 27,26 = 10,9 uM
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frente a K1 e 35,37 + 2,36 pM para T9-96; para flavopereirina foi obtido Clspde 11,53
+ 0,54 uM frente a K1 e 1,83 + 0,10) uM para T9-96.

Na Guiana Francesa, nordeste da América do Sul, foi realizado um estudo
envolvendo preparacfes tradicionais utilizadas no tratamento da maléaria, as quais
foram selecionadas de acordo com a maior porcentagem de uso pela populacéo.
Nesta avaliagdo 35 preparacdes, de 23 espécies diferentes de plantas, foram
preparadas em suas formas tradicionais e a atividade esquizonticida destas foi
avaliada in vitro em P. falciparum Welch (1897) resistente a cloroquina. Neste estudo
40 g de cascas de G. laeve foram colocadas em 1L de agua e fervidas por 15
minutos, enquanto 40 g cascas obtidas de G. argenteum foram maceradas em 250
mL de rum por um més. ApGOs evaporacao total dos solventes, a preparacéo de G.
laeve foi testada in vitro, apresentando-se inativa e in vivo frente a Plasmodium yoelii
Landau, Michel e Adam (1968) e apresentou inibicdo de 35 % na dose de 23 mg/kg
de peso do roedor. A preparacao feita com G. argenteum nao foi testada in vitro,
porém in vivo, na dose de 324 mg/kg de peso do animal, verificou-se uma inibicao
de 44,3 % frente a P. yoelli. Extratos de G. argenteum também foi testados no
estagio hepatico do P. yoelii e apresentaram 83 % de inibicdo do ciclo intra-hepatico
do parasita, justificando o0 seu uso como preparacao preventiva (BERTANI et al.,
2005).

Estudo etnofarmacoldgico, realizado entre individuos de diferentes grupos e
nacionalidades, através de preenchimento de questionarios, na Guiana Francesa,
apontou o uso freqlente de 34 espécies de preparacdes tradicionais como
antimalaricas. Nas entrevistas foi verificado o grau de conhecimento geral do
entrevistado sobre malaria enquanto doenca e também sobre o tratamento.
Verificou-se também que ha disponibilidade de tratamento biomédico, porém os
individuos fazem uso tanto das drogas modernas, quanto das preparacdes
tradicionais, pois de acordo com os entrevistados, o uso destes garante a “cura real”,
uma vez que a “planta purifica o sangue e o figado”. Geissospermum spp. foram
citadas como plantas usadas na prevencdo da malaria (VIGNERON et al., 2005).

De acordo com Mariath et al. (2009) pesquisas sado necessarias para 0
desenvolvimento de novas drogas seguras e efetivas para o tratamento da malaria,
pois o Plasmodium tem desenvolvido resisténcia as drogas ja existentes e 0s
produtos naturais podem oferecer substancias com propriedades biolégicas e

farmacoldgicas que podem ser utilizadas para a sintese de novos medicamentos.



32

Segundo Andrade-Neto et al. (2007), a busca por substancias ativas em plantas
medicinais € muito promissora, além de ser estratégica para a descoberta de novas

drogas antimalaricas.

1.3.2 Aspectos botéanicos da familia Olacaceae R. Br.

Compreendem arbustos e arvores que ocasionalmente podem produzir latex,
suas folhas sdo alternas, flores ndo vistosas e fruto do tipo drupa. Esta familia
apresenta distribuicdo tropical (figura 3), incluindo 27 géneros e cerca de 200
espécies, sendo que no Brasil hd em torno de 13 géneros e 60 espécies, em sua
maioria presentes na Amazonia. Entre os géneros desta familia nativos da
Amazonia, encontra-se a Minquartia (SOUZA; LORENZI, 2005).

Figura 3 - Distribui¢cdo da familia Olacaceae R. Br. no mundo
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Fonte: http://tropicos.org/Name/42000210?tab=maps&usenonflash=1 (2011)

1.3.2.1 Aspectos botanicos de Minquartia guianensis Aubl.

Esta espécie é encontrada na América Central, principalmente Nicaragua e
Panama, na Amazbnia e Guianas. No Brasil esta presente nos estados do Acre,
Amazonas, Roraima, Para e Amap4a, recebendo nomes populares diversos, tais
como: acariquara, acariquara roxa, acari, acaximba, entre outros (CAMARGO;
FERRAZ, 2005).


http://tropicos.org/Name/42000210?tab=maps&usenonflash=1
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Segundo Ribeiro et al. (1999) a esta espécie pertencem arvores de dossel,
tronco fenestrado e acanalado, as quais possuem latex no limbo e peciolo, as vezes

no tronco.

1.3.2.2 Aspectos quimicos de M. guianensis Aubl.

M. guianensis ainda foi pouco estudada quimicamente e alguns dos
compostos encontrados nesta espécie estdo descritos na tabela 2 e as férmulas
estruturais nas paginas 34 e 35, conforme numeracdo da tabela. Marles (1989)
realizou estudo da composi¢do quimica de extrato cloroférmico preparados a partir
de casca de M. guianensis, através métodos cromatograficos e espectrométricos,
isolando e identificando um novo poliacetileno, o &cido (-)-17-hidroxi-9,11,13,15-
octadecatetraindico (19), também chamado de &cido minquartindico (19).

Rasmussen et al. (2001) isolou o acido minquartindico (19), considerado o
principal constituinte do extrato de M. guianensis, pois esta presente em grande
guantidade na casca, cerca de 2 a 3% do peso seco. Também foi estabelecida que a
configuracdo absoluta do C-17 (carbono 17) é (+) — (S) através da converséo para o
conhecido (+) - (S) - 17 - acido hidroxiestearico (25), o que foi confirmado pelo
método de Mosher, além da estrutura do (-)- (R)-O éster-metilmandélico (20).

Estudo da composicdo quimica de M. guianensis também foi realizado por
Cursino et. al. (2009), no qual extratos diclorometanicos foram analisados em
cromatografia de camada delgada (CCD) apresentando indicios de terpendides,
sendo por isso, fracionado através de cromatografia em coluna e de recristalizacoes.
As fragdes com terpenos foram selecionadas para a identificagéo dos triterpenos, a
qual foi feita por andlise de RMN de 'H e '3C, através das quais foi possivel
iddentificar o taraxerol (21), lupeol (22), lupen — 3 — ona (23) e o esqualeno (24).

De acordo com Ruiz e colaboradores (2011) extratos hidroalcodlicos de casca
de M. guianensis apresentam em sua composi¢cdo quimica: flavonodides, terpenos,
triterpenos, os quais foram identificados através um screening quimico realizado em

CCD (cromatografia em camada delgada).



Tabela 2 - Substancias encontradas em Minquartia guianensis

34

) Massa
N° Nome Formula Massa molar mono
molecular .
isotopica
19 acido minquartinoico C1gH2003 284.3496
20 (-)-(R)-O éster- C26H4205 434.6086 434.3023
metilmandélico
21 Taraxerol C3oH500 426.7174 426.3862
22 Lupeol C31Hs,0 440.7440 440.4018
23 Lupen-3-ona C3oH480 424.7015 424.3705
24 Esqualeno CsoHso 410.718 410.3912
25 (+) (S) 17 acido Ci1sH3603 300.4766
hidroxiestearico
26 R2 Ci19H3503 314.5032
Fonte: Do autor (2011)
CO,H o L CH,
- - .'///OH
(19)
” H’c
H3CO,C H30)|_||/ \H o—CHs
(@)

(20)

(22)
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R, = H (25) OH
R, = CH; (26)

1.3.2.3 Aspectos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos de M. guianensis

Marles (1989) relata que populacdes indigenas (Quijos Quichua) do Equador
usam infusdo de cascas de M. guianensis no tratamento de cancer de pulmao,
tuberculose, parasitoses intestinais, além de utiliza-las topicamente para aliviar
dores musculares e irritacdes cutaneas.

Em levantamento etnobotanico realizado no estado de Loreto no Peru,
verificou-se que M. guianensis era amplamente utilizada pela populagao local para
tratamento de malaria e leishmaniose e testes in vitro frente a cepa 3D7 de P.
falciparum, cloroquino-sensivel, de seu principal constituinte, o acido minquartindico
(19) indicaram atividade antimalarica com Clsg de 3,0 £ 0,5 pg/mL (RASMUSSEN et

al., 2000).



36

Estudo etnobotéanico foi realizado em trés regides do Equador, com o objetivo
de identificar plantas utilizadas no tratamento da leishmaniose e entre as plantas
citadas esté presente a M. guianensis. Nesta pesquisa foram coletadas trinta e nove
plantas e preparados cento e quarenta extratos, os quais foram testados frente a
Leishmania donovani, Plasmodium falciparum Welch e Trypanosoma cruzi , sendo
gue M. guianensis apresentou atividade contra Leishmania donovani (GACHET et
al., 2010).

Ao longo do rio Nanay (Peru) foi realizado um levantamento
etnofarmacologico, envolvendo grupos nativos de seis diferentes areas com o
objetivo de identificar as plantas utilizadas no tratamento da malaria. Através do
levantamento foi obtida uma lista de cinqlenta e nove plantas, pertencentes a 38
familias. Dessas cinquienta e nove, foram selecionadas as vinte e uma plantas mais
citadas nas entrevistas para serem coletadas e testadas para atividade antimalarica,
das quais oito apresentaram interessante atividade antiplasmaddica, frente a cepa,
cloroquino-sensivel, FCR-3, de P. falciparum, entra elas a M. guianensis, com Clsg =
4,2 yg/mL (RUIZ et al., 2011).

1.4 ASPECTOS GERAIS DA MALARIA

A maléria também é conhecida por paludismo, febre palustre, impaludismo,
febre intermitente, febre tercd benigna, além de nomes como: maleita, sezéo,
tremedeira, batedeira ou febre (BRASIL, 2005).

A malaria remonta a 250000 a 150000 anos atras. Teve origem na Africa e
em escritos chineses (3000 a.C.), nas tabuas cuneiformes (2000 a.C.) e nos Vedas
da india (entre 1000 e 800 a.C.) aparecem relatos das febres intermitentes. Ela foi
descrita por Hipécrates na era pré-cristd. Ele descreveu as febres diarias, terca e
quartd, além de suas caracteristicas de ocorréncia sazonal e de febre com padrao
intermitente e paroxistico (NEVES, 2010). Apesar de a doenca ser muito antiga o
termo malaria surgiu no inicio do século XIX, através de escritores italianos que
diziam que a doenca era causada por “vapores nocivos” dos pantanos, chamando-a
de “mal aria”, ou seja, “mau ar’. Em 1880 o parasita foi descrito pela primeira vez
pelo médico francés Charles Louis Alphonse Laveran, ao observar sangue humano

de um paciente com malaria. JA& em 1885, Golgi e colaboradores descreveram o
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ciclo assexuado do parasita e em 1891 a morfologia tornou-se conhecida através
dos esfregacos sanguineos corados. Mas o ciclo completo do parasita s6 foi
conhecido entre 1898 e 1899 através de estudos dos pesquisadores italianos Grassi
e colaboradores, comprovando assim a teoria da transmissdo da doenca por
mosquitos (NEVES, 2010).

A malaria é causada por protozoarios do género Plasmodium Marchiafava e
Celli (1885) e transmitida ao homem através da picada da fémea infectada do
mosquito pertencente a ordem Diptera, familia Culicidae e género Anopheles
Theobald (1901). As principais espécies transmissoras da malaria no Brasil, tanto na
zona rural quanto na zona urbana, sao: A. darlingi Root, A. aquasalis Curry (1932),
A. albitarsis Linthicum (1988), A. cruzii Dyar e Knab (1908) e A. bellator Dyar e Knab
(1906). A espécie A. darlingi se destaca na transmissao da doenca na Amazonia.
Popularmente, os vetores da maléria sao conhecidos por “carapana”, “murigoca”,

LT

“sovela”, “mosquito-prego” e “bicuda”.

1.4.1 Generalidades do parasita

O agente etiolégico da malaria pertence ao filo Apicomplexa, familia
Plasmodidae e ao género Plasmodium Marchiafava e Celli. Mais de 150 espécies de
Plasmodium sdo causadoras de malaria em diferentes hospedeiros vertebrados,
sendo que apenas 5 espécies sdo parasitas do homem: P. falciparum Welch (1897),
P. vivax Grassi e Feletti (1890), P. malariae Grassi e Feletti (1889), P. ovale
Stephens (1922) e P. knowlesi Sinton e Mulligan (1932).

O Plasmodium apresenta um ciclo com duas fases distintas (Figura 4), uma
ocorre no mosquito e outra no homem. A infec¢do se inicia quando 0s esporozoitos
sao inoculados na pele do homem pelo vetor, alojando-se nos hepatdcitos, onde se
multiplicam por esquizogonia dando origem aos esquizontes teciduais, que por sua
vez originam milhares de merozoitos que rompem 0s hepatdcitos indo para a
circulacdo sanguinea, onde penetram nas hemacias (NEVES, 2010). Na fase
sanguinea os merozoitos rompem hemadcias, invadindo outras, ocorrendo ciclos
repetitivos de multiplicacdo eritrocitaria, os merozoitos se diferenciam em trofozoitos
jovens e posteriormente maduros. Depois de algumas geracbes de merozoitos

alguns se diferenciam em formas sexuadas, 0s gametocitos, que quando ingeridos
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pelo anofelino dardo inicio ao ciclo sexuado no mosquito, onde o microgameta
masculino fecunda o macrogameta feminino formando o zigoto que se encista na
camada epitelial do intestino médio sendo chamado de oocisto, que passa por
divisdo esporogbnica, dando origem aos esporozoitos que apos o rompimento do

oocisto sao liberados para as glandulas salivares do mosquito (NEVES, 2010).

Figura 4 - Ciclo do Plasmodium
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1.4.2 Aspectos epidemioldgicos da malaria no Brasil e em Roraima

A maléaria permanece entre as principais parasitoses do mundo e também um
dos maiores problemas de saldde publica, especialmente nos paises africanos.
Estima-se, ainda, que cerca de 40 % da populacdo mundial viva em &rea de risco de

infeccdo em cerca de 100 paises (MARIATH et al., 2009)


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=s0103-40142008000300008
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No Brasil foram relatados em 2009, 2617773 casos suspeitos de malaria,
desses 308498 foram confirmados. Dos casos confirmados 47729 foram causados
por P. falciparum Welch e 257571 por P. vivax Grassi e Feletti. Outros casos
somaram 3.198, sendo que o numero de namero de mortes foi 79 para 0 mesmo
periodo (WHO, 2010). No Brasil a Amazbnia legal (Acre, Amazonas, Amapa,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbdnia, Roraima e Tocantins) concentra 99,5%
dos casos, onde 90 municipios foram identificados como sendo de alto risco para a
transmissao (BRASIL, 2010).

O estado de Roraima localiza-se no extremo norte do Brasil, no dominio
morfoclimatico da Amazb6nia ou Hiléia, apresentando diferentes paisagens, desde
florestas até o lavrado (CARVALHO, 2009). Estas paisagens se refletem em
diferentes ambientes para a transmissao da malaria (ROSA-FREITAS et al., 2010).
Ainda segundo Rosa-Freitas et al. (2010) foram elaborados mapas, baseados em
ocorréncias conhecidas e modelos de predigéo, indicando a presenga dos anofelinos
no estado. Este estudo demonstrou a ocorréncia de sete espécies de anofelinos: A.
darlingi Root, A. albitarsis Linthicum (1988), A. braziliensis Chagas (1907), A.
triannulatus Neiva e Pinto (1922), A. nuneztovari Galbadon (1940), A. peryassui e A.
oswaldoi Peryassu (1922). Assim nos diversas ambientes do estado ha condicbes
adequadas para que a malaria continue a ser endémica, com maior risco para as
florestas, habitat do principal vetor, A. darlingi e A. albitarsis (vetor secundario). De
acordo com dados SIVEP, Sistema de Informacdes de Vigilancia Epidemioldgica, em
2009 ocorreram 4479 casos, enquanto que em 2010 foram 9952 casos, 0 que
representa um aumento de 122% no numero de casos. Também foi registrado um
aumento no numero de casos de malaria causada por P. falciparum, de 554 casos
em 2009 para 1441 casos em 2010 (BRASIL, 2011).

1.4.3 Controle da maléaria

O tratamento adequado da malaria é o principal enfoque para o controle da
doencga, pois ensaios de vacinagdo em macacos evidenciaram a especificidade na
producdo de anticorpos para cada estadio parasitario e para cada espécie de
Plasmodium, o que dificulta o desenvolvimento da vacina (REY, 2008). A cloroquina

ja foi utilizada para o tratamento das quatro espécies de Plasmodium que parasitam
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o homem, contudo P. falciparum desenvolveu resisténcia a ela e outros
antimaléricos, tornando este tipo de malaria um desafio.

O Ministério da Saude tem uma politica nacional para o tratamento da
malaria, segundo o qual orienta a terapéutica e disponibiliza gratuitamente os
medicamentos, através do SUS (Sistema Unico de Salde). De acordo com as
normas estabelecidas o tipo de tratamento depende de: espécie de plasmaodio; idade
do paciente; histéria de exposi¢cdo anterior a infeccdo; outras condicdes associadas,
como gravidez e outras doencas; gravidade da doenca. De acordo com o0s
protocolos de tratamento as drogas sao associadas, sendo que para P. falciparum
indica-se artemeter + lumefantrina, artesunato + mefloquina, quinina + doxiciclina +
primaquina. Para P. vivax ou P. ovale sao utilizadas: cloroquina + primaquina
(BRASIL, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o conhecimento da agdo antimicrobiana e antimalarica de
extratos brutos e ou fracOes obtidas de casca, folhas e galhos de G. argenteum e M.

guianensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a composi¢cdo quimica de extratos de galhos e cascas de G.
argenteum;

e |dentificar extratos, fracbes e ou substancias ativas de G. argenteum e M.
guianensis com atividade antimalarica contra P. falciparum in vitro;

e Determinar a Clsp das amostras ativas contra cepa K1 de P. falciparum;

e Caracterizar atividade antibacteriana in vitro de extratos, fracbes e ou
substancias obtidos de G. argenteum e M. guianensis em cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans;

e Caracterizar atividade antifungica in vitro de extratos, fracbes e ou
substancias obtidos de G. argenteum e M. guianensis em cepa de Candida
albicans;

e Determinar a CIM das amostras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE COLETA

Foram realizadas coletas de plantas de espécies diferentes, em area
florestada de uma propriedade rural particular, localizada na colénia Apiau (figura 5),
no municipio de Mucajai, estado de Roraima. Para realizar a coleta foi obtida a
anuéncia prévia dos proprietarios. O projeto de pesquisa foi cadastrado no Sistema
de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO, sob n° 26217-1 e codigo
de autenticagdo n°® 22824753. A coleta e o transporte do material também foram
realizados de acordo com as normas do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente -

IBAMA e dos Recursos Naturais Renovaveis.

Figura 5 - Estado de Roraima com a localizacdo de municipio de Mucajai (vermelho)
e neste os dois pontos de coleta (1 e 2)

Fonte: Costa Filho, R. (2011)
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3.2 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA DE Minquartia guianensis AUBL
A amostra de M. guianensis (figura 6) utilizada nesta pesquisa, coletada dia

06/10/2010, é de uma arvore de aproximadamente 25 m de altura, sem flores ou

frutos, situados em uma area de mata fechada, as margens de um igarapé.

Figura 6 - Minquartia guianensis. a) visao geral; e b) tronco sulcado

Fonte: Do autor (2010)

A arvore foi georreferenciada em GPS (Global Position Sistem), Garmin
60CSX, localizando-se a 61°19° W e 2°32’ N (figura 7). Também foram coletadas
amostras de material para herborizacdo, as quais foram levadas para identificagéo

no Herbario do INPA, Manaus-AM, onde se encontram depositadas.



44

Figura 7- Localizacdo de Minquartia guianensis (arvore no qual foi realizada a coleta)
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Fonte: Costa Filho, R. (2011)

Foram confeccionadas trés exsicatas do individuo, medindo 29 x 42 cm,
contendo folhas e frutos, sendo uma delas (figura 8) depositada no INPA (Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus) sob numero 240226. A identificacdo

botanica foi realizada pelo técnico em identificacédo botanica José Ramos.

Figura 8 - Exsicata de Minquartia guianensis depositada no herbario do INPA

Fonte: Do autor (2011)
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3.3 COLETA E IDENTIFICACAO DE G. argenteum WOODSON

A amostra de G. argenteum (figura 9), foi coletada de uma arvore com cerca
de 12 m de altura, com tronco sulcado tal como descrito por Ribeiro et al. (1999). A

coleta inclui folhas, cascas do tronco e galhos.

Figura 9 - Individuo no qual foi realizada a coleta a) aspecto geral; b) ramo com
frutos; c) parte do tronco

Fonte: Do autor (2011)

O individuo foi georreferenciado através de GPS (Global Position Sistem),
Garmin 60CSX, localizando-se a 61°11'52” W e 2°32'20” N (figura 10). Também
foram coletadas amostras de material contendo frutos para herborizacdo, as quais
foram levadas para identificacdo no Herbario do INPA, Manaus-AM, onde

encontram-se depositadas.
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Figura 10 - Localizacéo do individuo de Geissospermum argenteum
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Fonte: Costa Filho, R. (2011).

Foram confeccionadas quatro exsicatas do individuo, medindo 29 x 42 cm,
contendo folhas e frutos, sendo duas delas (figura 11) depositadas no INPA (Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazodnia, Manaus) sob nimero 240513 e identificadas

neste herbario por José Ramos, técnico em botanica do herbario do INPA.

Figura 11- Exsicata de Geissospermum argenteum

Fonte: Do autor (2011)
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3.4 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As coletas de ambas as espécies seguiram 0s mesmos critérios, observando-
se a qualidade do material, uma vez que este deve ser saudavel, isto é, sem
parasitas, fungos ou outros contaminantes. O material foi previamente selecionado
no campo e acondicionado em sacos para sua preservacao durante o transporte.

No Laboratério de Substancias Bioativas do CCBio (Centro de Ciéncias
Biologicas) da UFRR, todo material coletado foi higienizado separadamente com
agua, seguido de secagem em temperatura ambiente por uma noite. Em seguida, o
material foi pesado e acondicionado em envelopes de cartolina, os quais foram
identificados e levados para a estufa Tecnal TE 394/3 com circulacdo e renovacao
de ar em temperatura de 45°C, localizada no laboratério do PRONAT, na UFRR,

onde permaneceu até atingir peso constante (figura 12).

Figura 12 - Estufa com circulacdo e renovacao de ar (a); secagem das amostras em
estufa de circulacéao de ar (b)

Fonte: Do autor (2011)

Apos a secagem e pesagem do material, o mesmo foi triturado em moinho
elétrico de facas tipo Willye da Tecnal, no laboratorio do Centro de Ciéncias Agrarias
da UFRR, localizado no Campus Cauamé (figura 13). Folhas, galhos e cascas foram
cortados em partes menores para serem triturados separadamente, sendo 0 moinho
higienizado apos a trituracdo de cada tipo de material. As serragens obtidas foram

acondicionadas em sacos plasticos, os quais foram identificados, fechados para
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evitar hidratacdo e contaminacdo. O material foi armazenado em caixa para o

transporte, evitando também a incidéncia direta de luz.

Figura 13 - Moinho de facas (a); serragem ap6s moagem (b)

Fonte: Do autor (2011)

As amostras de ambas as espécies tiveram suas massas monitoradas
durante todo o processo, da chegada ao laboratorio (pos-coleta) até apos a moagem

e as massas estdo descritas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Massa das amostras de G. argenteum da coleta, apds secagem e depois
da moagem

Parte da Planta Pds-coleta Pds-secagem P6s-moagem
Folha 718,759 369,909 376,85¢
Galho 952,55 ¢ 615,209 610,85¢g
Casca 718,70 g 487,009 482,559

Fonte: Do autor (2011)
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Tabela 4 - Massa de amostras de M. guianensis da coleta, apds secagem em estufa
e depois da moagem

Parte da planta  Pos-coleta (g) Pos-seacagem (Q) Pos-moagem (g)
Cascas 1418,5 880,7 878,5
Folhas 835,7 287,9 287,2
Galhos 311,0 127,6 114,0

Fonte: Do autor (2011)

3.5 EXTRACAO

Os processos de extracdo foram realizados no Laboratdrio de Principios
Ativos da Amazodnia (LAPAAM) do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia
(INPA) em Manaus, sendo feitas as seguintes extracfes: extracdo metandlica

(MeOH) a quente e extracdo aquosa atraves de infusao.

3.5.1 Preparacao do extrato metandlico

Na preparacdo dos extratos metandlicos foi utilizado o mesmo procedimento,
apresentado através de fluxograma (figura 14) para ambas as espécies de plantas
coletadas.

A extracdo a quente foi feita em aparelho Soxhlet (figura 15), utilizando como
solvente o metanol (MeOH). As amostras foram pesadas em copos feitos com papel
de filtro adequados ao Soxhlet. A extracéo foi realizada em trés ciclos continuos de 6
horas, sendo que ao final de cada ciclo, o balédo foi retirado para a troca de solvente.
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Figura 14 - Fluxograma das extracfes metandlicas (processo repetido para cascas,
folhas e galhos de Minquartia guianensis e Geissospermum argenteum)

Serragem da planta

12 Extragdo Metandlica a quente
em Sohhlet (6 h)

Residuo

Filtrado

Concentracdo em
evaporador rotativo

1° extrato MeOH

22 Extracao Metandlica a quente
em Sohhlet (6 h)

Residuo

Filtrado

32 Extracao Metandlica
a gquente em Sohhlet (6 h)

Concentracado em
evaporador rotativo

2° extrato MeOH

Residuo final

Fonte: Do autor (2011).
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Figura 15 - Conjunto de aparelhos Soxhlet do LAPAAM (a); extracdo em andamento

(b)

Fonte: Do autor (2011)

ApOs cada ciclo de 6 horas, os extratos foram filtrados e concentrados sob
pressao reduzida no evaporador rotativo Fisatom 802, modelo 550 (figura 16), a uma
temperatura de banho de aproximadamente 45 °C. Na concentracdo dos extratos, o
solvente utilizado (MeOH) foi recuperado e reutilizado apds tratamento. Assim foram
obtidos trés extratos metandlicos: de folhas, galhos e cascas.

Apébs a concentracgdo, os extratos foram transferidos para frascos previamente
pesados e para a eliminagdo completa do solvente, foram colocados para secar em
bandejas dispostas sobre areia aquecida a temperatura de aproximadamente 37° C,
dentro de uma capela. Posteriormente, para a obtencdo da massa do extrato, foram
novamente pesados e congelados.

Figura 16 - Evaporador rotativo utilizado na concentragéo dos extratos

Fonte: Do autor (2011).
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3.5.2 Preparacao do extrato aquoso

O extrato aquoso foi preparado através de infusdo (figura 17). Para este
procedimento, foi pesado cerca de 15% do total de serragem de cada tipo de
amostra, ao qual foi adicionada &agua destilada, previamente submetida ao
aquecimento até a ebuli¢éo.

A mistura permaneceu em repouso por 15 minutos, sendo filtrada a quente
apos esse tempo. As solucbes obtidas apoés a filtracdo passaram por evaporacao
sob pressédo reduzida em evaporador rotativo e 0s extratos resultantes foram
transferidos para frascos previamente etiquetados e pesados. Os frascos foram
colocados em bandeja aquecida dentro de capela até estarem livres do solvente
(dgua). Depois de secos, os extratos foram pesados e congelados até 0 momento da

utilizagéo.

Figura 17 - Fluxograma da infusdo para cascas, folhas e galhos de Minquartia
guianensis e Geissospermum argenteum
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Fonte: Do autor (2011).
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3.6 PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO METANOLICO DE CASCAS DE
G. argenteum WOODSON

Os extratos metandlicos e aquosos de cascas, folhas e galhos foram
submetidos a cromatografia de camada delgada (CCD). A cromatografia € um
método fisico-quimico utilizado para a separacdo de componentes de uma mistura,
baseado no principio da adsorcao seletiva (COLLINS; 2006).

A cromatografia em camada delgada consiste na separacdo dos
componentes de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada
delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. Pequenas gotas de
solugcédo das amostras a foram aplicadas com capilar a 0,5 cm do extremo inferior da
placa. Apds a aplicacao esperou-se a volatilizacdo do solvente e, posteriormente a
placa foi colocada em um recipiente contendo a fase movel (solvente ou mistura de
solventes. Como somente a base da placa fica submersa, o solvente comeca a
molhar a fase estacionaria e sob por capilaridade (LOPES, 2006). A CCD é uma
técnica importante para selecdo dos solventes ou mistura destes mais adequados
para determinada amostra, além de ser empregada no monitoramento das
separagoes.

As CCDs foram reveladas com Dragendorff, especifico para alcaldides,
ultravioleta 254 nm (revelador de dupla ligacdo ndo conjugada) e 366 nm (ligacéao
dupla conjugada), vapor de iodo (dupla ligacdo em geral) e para-anisaldeido,
revelador universal (figura 18). A CCD foi positiva para alcaldides (Dragendorff: cor
laranja). Como as pesquisas ja realizadas com Geissospermum ssp. priorizaram a
casca em suas analises, seguiu-se neste caminho selecionando-se o extrato bruto
metandlico para a realizacdo da particdo liquido-liquido, utilizando uma cascata de
polaridade crescente de solventes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e

metanol/agua).
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Figura 18 - CCDs de extratos brutos metandlicos de folhas (F; - 12 extracao, F, - 22
extragdo, F3 - 32 extracao)), galhos (G;- 12 extragdo, G, - 22 extragcdo, Gz - 32
extracdo) e cascas (C1 - 12 extracao, C2 - 22 extracdo, C3 - 32 extracao) revelados
com Dragendorff (a), UV 366 (b), UV254 (c)

F1F, FG1G,G; C,C, G5

Fonte: Do autor (2011).

O extrato metandlico obtido de cascas de G. argenteum foi submetido a uma
particdo liquido-liquido (figura 19), utilizando-se 10,40 g de amostra, que foi
dissolvida em 500 mL de solugdo metanol: 4gua (7:3) em funil de separacao de 1000
mL. A esta solucao foi acrescentado 150 mL de hexano e procedeu-se a extracao
com agitacdo vigorosa para a boa mistura das fases. A mistura foi deixada em
repouso para a separacao das fases e a fase hexanica foi recolhida em um balédo. A
extracdo com hexano foi repetida mais duas vezes por um total de trés extracoes.

Separada a fragdo hexaénica adicionou-se Aagua destilada a fracéo
metanol/agua, para que esta atingisse a proporcao 7:3 (metanol: 4gua). Em seguida
a particdo foi feita com cloroférmio (3 x 150 mL) separando as fases cloroférmicas
em outro baldo e por Ultimo acrescentou-se acetato de etila (trés vezes de 150 mL),
resultando a fase acetato de etila. No funil de separacéo ficou a fase metanol/agua,

gue também foi transferida para um baléo.
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Figura 19 - Particdo liquido-liquido: a - fases metanol/agua e cloroférmio; b - fase

cloroférmica recolhida em baldo; ¢ - fases hidroalcodlica e acetato de etila em funil
de separacao

Fonte: Do autor (2011).

3.6.1 Analise das fracdes de G. argenteum por CCD

As fases resultantes do processo de particao liquido-liquido (figura 20) foram
concentradas através de evaporacdo a vacuo e as massas medidas apos a

volatilizagéo dos solventes estéo descritas na tabela 5.

Tabela 5 - Fracdes obtidas por particionamento de 10,4 g de extrato metandlico de
casca de G. argenteum

Fracao Caddigo Extrato ()
Hexanica GAPH 0,31
Cloroférmica GAPC 1,19
Acetato de etila GAPA 0,65
Metanol/agua GAPM 8,21

Fonte: Do autor (2011).
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Figura 20 - Fluxograma da parti¢cao liquido-liquido do extrato metandlico das cascas

de G. argenteum
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Fonte: Do autor (2011)
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Foram realizadas CCDs para analise das fracdes hexanica, cloroférmica,
acetato de etila e metanol/agua utilizando diversos sistemas de eluentes a fim de
encontrar um sistema ideal para separacdo cromatografica de substancias ou grupo
de substancias. Sistemas eluentes utilizados: CHCls;: MeOH (95:5; 90:10; 80:20),
AcOEt: MeOH (90:10), CHCI3: Acetona (90:10), AcOEt: MeOH: H,0O (8: 1: 1), CHCl3:
EtOH (90:10), CHCI3: Acetona: MeOH (50: 30: 20), CHCIs: Isopropanol (90: 10),
DCM: MeOH (90: 10), AcOEt: MeOH (85: 15; 80: 20; 75: 25; 70: 30; 65: 35; 60: 40;
50: 50), AcOEt: MeOH: Acido Acético Glacial (70: 30: 2 gotas), CHCl;: MeOH:
NH,OH 10% (64: 32: 1,20), CHCI3: MeOH: NH4,OH 10% (64: 32: 0,6), CHClIs:
Acetona: Et,NH (50: 40: 10), CHCI3: Acetona: Et,NH (50: 45: 5), CHCI3: MeOH:
Eto,NH (70: 20: 10), CHCI3: MeOH: NH,OH 10% (80: 20: 5 pL), CHCI3: MeOH:
NH4OH 10% (85: 15: 10 pL), CHCI3: Acetona: Et,NH (99: 1: 0,1), Acetona: Et,NH
(99: 1: 0,25), Acetona: Et,NH (99: 1. 0,3), Acetona: Et,NH (99: 1: 0,5), Acetona:
EtzNH (90: 10: 0,5). Todas as CCDs foram analisadas em luz ultravioleta 254 e 366
nm, vapor de iodo, para-anisaldeido e Dragendorff.

3.7 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA FASE CLOROFORMICA DE
CASCA DE G. argenteum WOODSON

Para a coluna cromatografica selecionou-se, através das andlises de CCDs, a
fracdo cloroférmica, pois a mesma apresentou alcaldéides com maior intensidade
(figura 21).

Figura 21: CCD das fracdes cloroférmica (C), Acetato de etila (A) e hidroalcodlica
(M) reveladas com Dragendorff e eluidas com CHCIl3: Acetona: Et,NH (5:4:1)

Fonte: Do autor (2011).
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A coluna utilizada foi de 3,2 x 60 (& x h) e silica gel 60 flash (0,040 x 0,063
mm) da Merck, previamente ativada a uma temperatura de 100° C por 4 horas. A
coluna foi empacotada utilizando-se o0 método molhado com 500 mL do sistema de
eluentes: CHCl3: acetona: Et;NH (99: 1: 0,1), sendo que a altura da coluna foi de 40
cm. Empacotada a coluna foi feita a disposicao da silica impregnada com (figura 22)
1,19 g de amostra dissolvida em metanol, em aquecedor Fisatom a uma temperatura
de 50° C. Na cromatografia em coluna foram utilizados os sistemas de eluentes

conforme a tabela 3.

Figura 22 - Preparo da silica impregnada com amostra para a coluna cromatografica

Fonte: Do autor (2011).

Tabela 6 - Sistema de eluentes utilizados na coluna cromatografica gradiente

Sistema Volume (mL) Proporcao
CHCIs: Acetona: EtoNH 500 99:1: 3
CHCIs: Acetona: EtoNH 500 99:1:5
CHCl3: Acetona: Et,NH 250 90:10: 5
CHCl3: Acetona: Et,NH 250 50: 50: 5
CHCI3: MeOH: NH4,OH concentrado 300 80: 20: 0,05
CHClI3: MeOH: NH4OH 10 % 200 50:50: 1,2
MeOH: NH,OH 10 % 200 100: 1,2
MeOH: NH,OH 10 % 100 100: 4
MeOH: NH,OH 10 % 100 100: 8

Fonte: Do autor (2011).
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Apés o inicio da corrida cromatogréfica (figura 23) foram recolhidas 38 fracfes
de aproximadamente 50 mL cada.

Figura 23: Coluna cromatogréfica (a — disposi¢cdo do extrato na coluna; b — visédo
geral da coluna gradiente)

Fonte: Do autor (2011).

As fracOes obtidas foram concentradas e transferidas para frascos
previamente etiquetados com o codigo da fracdo e pesados e suas massas estao
relacionadas na tabela 7. As mesmas fragfes também analisadas através de CCDs
as quais foram reveladas por UV 254 nm, 366nm, vapor de lodo, para-anisaldeido e

Dragendorff.
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Tabela 7 - FracOes obtidas da fracéo cloroférmica (1,19 g) através de fracionamento

cromatografico em coluna

Cddigo Amostra () Amostra (mg)
Cr01 0,0153 15,30
Cr02 0,0180 18,00
Cr03 0,0093 9,30
Cro4 0,0101 10,10
Cr05 0,0067 6,70
Cr06 0,0116 11,60
Cr07 0,0140 14,00
Cr08 0,0117 11,70
Cr09 0,0070 7,00
Crl0 0,0077 7,70
Crll 0,0180 18,00
Crl2 0,0205 20,50
Crl3 0,0134 13,40
Crl4 0,0099 9,90
Crl5 0,0084 8,40
Crl6 0,0076 7,60
Crl7 0,0064 6,40
Crl8 0,0076 7,60
Crl9 0,0039 3,90
Cr20 0,0060 6,00
Cr21 0,0031 3,10
Cr22 0,0112 11,20
Cr23 0,0143 14,30
Cr24 0,0178 17,80
Cr25 0,0015 1,50
Cr26 0,0104 10,40
Cr27 0,0400 40,00
Cr28 0,1412 141,20
Cr29 0,0975 97,50
Cr30 0,0725 72,50
Cr31 0,0799 79,90
Cr32 0,0427 42,70
Cr33 0,0219 21,90
Cr34 0,0863 86,30
Cr35 0,0066 6,60
Cr36 0,0443 44,30
Cr37 0,0800 80,00
Cr38 0,1152 115,20
Total 1,0995 1099,50

Fonte: Do autor (2011).
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3.8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA PREPARATIVA NA FRACAO
CR10 DA COLUNA CROMATOGRAFICA

A fracdo Crl0 foi selecionada para a cromatografia preparativa, pois a mesma
apresentou melhor perfil para alcaléides nas CCDs realizadas com o sistema CHClI;:
Acetona: MeOH, na proprgcédo 80:10:10 (figura 24). A cromatografia preparativa foi
realizada em placa de vidro de 20 x 20 cm, sobre a qual foi disposta uma camada de
silica gel (15 g) dissolvida em agua destilada. Apos a secagem a placa foi ativada
em estufa a 100° C. A amostra Cr10 (7,7 mg) foi dissolvida em metanol em banho de
ultra-som e aplicada em sua totalidade na placa de silica gel com o auxilio de um
capilar a uma distancia de 1,5 cm da base e 0,5 cm das laterais, sendo que foi
aplicado também um ponto de referéncia para ser revelado com reagente quimico,
indicador de alcaldides (Dragendorff). Finalizada a aplicacdo, a placa permaneceu

em repouso para a evaporacgao do solvente.

Figura 24 - Fracdo 10 da coluna cromatogréafica revelada com vapor de iodo e
Dragendorff, respectivamente

Fonte: Do autor (2011).

Na eluicdo da placa cromatografica foram utilizados 150 mL do sistema
CHCl3: acetona: MeOH (80:10:10) o qual foi colocado numa cuba de vidro com
tampa e papel de filtro. A placa de cromatografia preparativa foi colocada
verticalmente na cuba para que ocorresse a eluicdo e ao final desta, a placa foi
retirada cuidadosamente, seca a temperatura ambiente e analisada em luz UV 254
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nm e 366 nm. Através da observacdo da fluorescéncia em UV 254 nm foram
demarcadas as faixas F1, F, F3, F4, Fs, Fs € F7 (figura 25).

Figura 25: Cromatografia preparativa revelada em UV 254 nm. Faixas observadas:
F1, F2, F3, Fa, Fs, Fe e F7

Fonte: Do autor (2011).

A amostra de referéncia foi revelada com Dragendorff, sendo que a faixa 6

apresentou-se positiva para alcaloides (figura 26).

Figura 26: Placa de CCD preparativa da fracdo Cr10 revelada com Dragendorff

Fonte: Do autor (2011).
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Cada uma das fragcbes da placa foi transferida separadamente para um
béquer por raspagem com espatula. Ao béquer foi adicionado acetato de etila para
extrair a amostra impregnada na silica. Em seguida a mistura foi filtrada em algodao,
e o filtrado foi posteriormente concentrado em rotaevaporador e transferido para

frasco previamente etiquetado e pesado e suas massas estdo descritas na tabela 8.

Tabela 8 - Massas das fragcfes obtidas através de CCD - P

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

Massa (mg) 0,8 1,1 0,8 0,5 1,2 1,1 1.9

Fonte: Do autor (2011).
Nas fracBes resultantes da cromatografia preparativa também foram
realizadas CCDs. A CCD da fracdo 6 apresentou 4 manchas reveladas por UV 254

nm, 366 nm, vapor de iodo (figura 27) e Dragendorff.

Figura 27 - F6 revelada com vapor de iodo

Fonte: Do autor. (2011).

3.9 ENSAIOS BIOLOGICOS

A atividade biolégica dos extratos brutos e fracbes foi avaliada para
Plasmodium falciparum, parasita causador da malaria em humanos, e também para
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atividade antibacteriana, contra E. coli, S. aureus e S. mutans e antifungica contra C.

albicans.

3.9.1 Atividade antimalarica in vitro

Os diferentes extratos obtidos foram testados quanto a atividade antimalarica
no laboratério da Geréncia da Malaria da Fundagcdo de Medicina Tropical do
Amazonas (FTM — AM) em colaboracdo com o INPA, sob a responsabilidade do
professor Luiz Francisco Rocha e Silva. Nos testes foi utilizada a cepa cloroquino-
resistente, K1, de P. falciparum. O método utilizado para o cultivo foi introduzido por
Trager e Jensen (1976) baseado nas fases eritrocitarias do parasito, com algumas
adaptacdes. Segundo Deharo e colaboradores (2000) este método revolucionou a
pesquisa sobre a malaria, e esta baseado no conhecimento do ciclo eritrocitario do
parasito, no meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute), no cultivo
continuo e na reducdo da tensdo de oxigénio — O, (2-10%) e aumento do géas
carbonico — CO; (3-5%).

Para os testes, a cepa K1 (MRA-159) de P. falciparum foi adquirida junto ao
Malaria Research and Reference Reagent Resource Center (MR4) localizado em
Manassas, Virginia, EUA e mantida em hemécias humanas do grupo sanguineo A*
e preservada em nitrogénio liquido (criopreservagao).

Todos os procedimentos para o cultivo de P. falciparum foram realizados em
camara de fluxo laminar com total assepsia. A cepa K1 foi descongelada utilizando
trés centrifugacdes, com solucgdes fisiologicas em concentracdes decrescentes (NacCl
12 %, NaCl 1,6 % e NaCl 0,9 %) e transferida para a garrafa de poliestireno de 25
mL com 4,5 mL de meio de cultura RPMI 1640 do laboratério Sigma, suplementado
com 10 % plasma humano inativado, ao qual foi acrescentada 300 yL de hemacias
ndo-parasitadas de tipo sanguineo A* e uma mistura de gases composta de 3 % O,
5% CO, e 92 % N, por 60 s e mantida em cultivo continuo.

A garrafa de cultivo foi incubada em estufa a 37 °C por 48 h e ao final deste
periodo o meio de cultura foi retirado e foram preparados esfregagos para fazer a
contagem dos parasitos Os esfregacos foram corados com o Panético Rapido LB da
Laborclin (figura 28). Apds a coloragédo, a lamina foi observada em microscopio
optico, com objetiva de 100x para verificar a parasitemia. O cultivo continuo foi
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mantido através de trocas diarias de meio RPMI 1640, suplementado com plasma
humano, até que a parasitemia atingisse valores entre 1,5 e 2,5 %.

Figura 28 - Esfregaco sanguineo corado

-
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Fonte: Do autor (2011).

Como a parasitemia do cultivo foi elevada, procedeu-se o split, isto é, o
volume da garrafa de cultivo foi dividido e mais hemacias nao-parasitadas foram
adicionadas, de tal forma que a parasitemia ficasse entre 0,5 a 1%. A parasitemia foi
calculada em percentual de formas eritrociticas vidveis observadas durante a
contagem de cerca de 2000 hemécias.

Para a realizacdo dos testes, os parasitos foram sincronizados no estagio de
trofozoitos utilizando uma solugédo D-sorbitol (LAMBROS; VANDERBERG, 1979) e
foram novamente cultivados até que atingissem 1 a 2 % de parasitemia e 2,5 % de
hematocrito.

Os testes de atividade antimalarica in vitro foram realizados em placas
estéreis, contendo 96 pocos (figura 29) e para isso foram pesados cerca de 1 mg/mL
de cada extrato em tubos eppendorf, os quais foram diluidos com volumes
previamente calculados de dimetilsulfoxido (DMSO), com 0,02 % de concentragcao
final deste ultimo. Os extratos testados foram descritos no layout da placa para teste

in vitro (anexo A).
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Figura 29 - Teste antimalarico in vitro

Fonte: Do autor (2011).

Os extratos metandlicos (MeOH) foram dissolvidos em DMSO e os aquosos
diretamente no meio de cultura RPMI1640 com auxilio de um banho de ultrassom
por aproximadamente 10 minutos. Também foram feitos controles negativos nos
quais foram utilizados DMSO 1 %, diluindo-se 20 pyL de DMSO concentrado em 1980
ML do mesmo meio de cultura. Para controle positivo foi utilizada a cloroquina (Clsg
0,2 pg).

Para o screening inicial de amostras para a atividade antimalarica na placa de
teste, foram colocados 20 pL em cada pogo dos extratos preparados em duas
concentracdes, 50 pg/mL e 5 pg/mL, e cada concentragcado em ftriplicata, controles
positivo (cloroquina) e negativo, todos os pogos receberam 180 uL de hemacias
parasitadas com 1 a 2% de parasitemia e 2,5% de hematécrito e esta foi incubada
em ambiente de 3% - O, (oxigénio), 5% - CO, (gas carbbdnico), 92% - N, (nitrogénio)

(figura 30) e posteriormente, colocada em estufa 37°C por 24 horas.
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Figura 30 - Cuba com 3% de O, 5% de CO, e 92% de N,

Fonte: Do autor (2011).

Apébs 48 h a placa de teste foi retirada da estufa. Com auxilio de uma pipeta
automaética, foi retirado o solvente de cada poc¢o, deixando nele apenas hemacias
que foram transferidas para uma lamina, na qual foi realizado o esfregago sanguineo
(figura 31).

Figura 31 - Preparo das laminas do teste antimalarico in vitro (a). Extensdes
sanguineas antes da coloracéo (b)

Fonte: Do autor (2011).

A parasitemia (%) de cada poco foi determinada através de leitura da
extensdo sanguinea (do esfregaco), em microscopio 6ptico, com objetiva de 100 x.

As laminas contendo os esfregacos foram codificadas para evitar que a leitura fosse
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tendenciosa (blind). Foram lidos 10 campos com aproximadamente 200 hemacias
cada campo, na por¢cdo central do esfregagco, onde as hemacias se encontravam
distribuidas de forma homogénea. Nos campos foram feitas as contagens de
hemacias e o0s parasitos nessas Ultimas foram caracterizados utilizando-se a
nomenclatura:

An para parasitos na forma de anel,

Tf para parasita na forma trofozoito,

Eq para parasita na forma esquizonte e

H para hemécias néo parasitadas.

Os resultados foram anotados nas planilhas para contagens (anexo B) e a

parasitemia de cada esfregaco foi calculada conforme a formula abaixo:

Parasitemia (%) = 100 x n°® de hemé&cias parasitadas/n® total de hemacias

Como os testes foram feitos em triplicata, foi calculada a média das 3
repeticbes de cada teste e controles, negativo (DMSO) e positivo (cloroquina). A
inibicdo do parasita também foi expressa em percentual de acordo com o seguinte

calculo:

Inibicdo (%) = 100 x (1 - média da parasitemia extrato/média da parasitemia

controle)

Como critério da atividade in vitro estabeleceu-se que os extratos ou fracdes,
qgue inibissem de 80 a 100 % do crescimento dos parasitos seriam consideradas
ativas, parcialmente ativas para inibicdo entre 50 e 79 % e inativas para inibicdo

menor que 50 %, na concentragdo mais alta testada (50 pg/mL).

3.9.1.1 Determinacéo de Clsg

Os extratos ativos no screening inicial foram testados novamente em
diferentes concentracdes para determinar a concentracéo do extrato necessaria para
inibir 50% do parasito. Para isso o0s extratos foram diluidos em DMSO na

concentracdo estoque de 5 mg/mL, e posteriormente diluidos em meio completo
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para obtencdo de sete concentracbes de que variaram entre 100 pg/mL e 0,13
pg/mL. O teste foi realizado como descrito por Andrade-Neto et al. (2004). As
diluicbes das amostras foram aplicadas em pocos de micro-placa contendo
hemacias parasitadas. A placa foi incubada por 24 h a 37 °C. Apés a incubacéo, o
contetdo dos pocos foi avaliado através de microscopia Optica. Cada concentracao
foi testada em triplicata e a inibicdo do crescimento dos parasitos foi determinada
pela comparacdo com os controles de crescimento sem amostra, segundo férmula

abaixo:

% inibicdo = ( parasitemia do controle — parasitemia com amostra ) x 100
parasitemia do controle

Para a classificacdo da atividade adotou-se a que foi proposta por Bertani et.
al. (2005) na qual:

Clsp < 0,1 pg/mL = muito ativo (MA);

Clspde 0,1 a 5 pg/mL = ativo (A);

Clspde 5 a 10 pg/mL = atividade moderada (AM);

Clso > 11 pg/mL = inativo (I).

3.9.2 Atividade antimicrobiana

Para os testes de atividade antibacteriana foram utilizadas as seguintes
bactérias: Gram positiva (Streptococcus mutans Clarke, 1924, CBAM - Colecdo de
Bactérias da Amazodnia da Fiocruz — 241 e Staphylococcus aureus Rosenbach,
1884, ATCC 25923), Gram negativa (Escherichia coli Theodor Escherich, 1885,
CBAM 001 ) e para atividade antifingica utilizou-se a levedura Candida albicans
Berkh. 1923, ATCC 10231.

3.9.2.1 Método da difusdo em agar

As analises da atividade antimicrobiana foram realizadas no laboratério de
micologia do Departamento de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do
Amazonas — UFAM e também no laboratério de microbiologia da Universidade
Federal de Roraima — UFRR, utilizando o método de difusdo em agar, método
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introduzido por Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966) baseado na inibicdo do
crescimento de micro-organismos na superficie do meio de cultura inoculado com o
micro-organismo a ser testado pelos extratos preparados nas concentracdes de 10
mg/mL. Neste ensaio foi utilizado como controle positivo o cloranfenicol para
bactérias e itraconazol para levedura e como controle negativo o diluente, DMSO e
foram realizados em triplicata.

O meio de cultura utilizado foi o 4gar de Mueller Hinton (25 mL distribuidos
em placas de 9 mm) para cepas bacterianas e Sabouraud, para leveduras. A
suspensao microbiana foi preparada colocando-se colonias da cultura em 10 mL de
dgua destilada esterilizada, ajustando a suspensdo, por comparacdo, para a
densidade do tubo 1 da escala de McFarland . As placas contendo agar de Mueller
Hinton e Sabouraud foram inoculadas com o auxilio de um “swab” esterilizado 100
uL de inoculo que foi espalhado homogeneamente na superficie do meio. Apds a
absorcdo por 10 min, o agar foi perfurado resultando em cavidades com 6 mm de
diametro (5 por placa), as quais foram preenchidas com 50 pL de extratos e fracbes
previamente dissolvidos em DMSO na concentracdo de 10 mg/mL (figura 32). As
placas permaneceram em repouso até a evaporacdo do diluente DMSO (37 °C) e
incubadas em estufa a 37 °C por 24/48 h (CARNEIRO et al., 2008).

Figura 32 - Teste antimicrobiano através de difusdo com perfuracéo do agar

Fonte: Do autor (2011).



71

ApGs o periodo de incubacéo, extratos ativos foram caracterizados por terem
um halo de inibicdo do crescimento da bactéria ou fungo em volta do poc¢o no &gar.
A atividade do extrato foi avaliada medindo-se o diametro do halo de inibicdo com
uma régua milimetrada. Os extratos foram classificados de acordo com o diametro
da inibicdo do crescimento em:

| — inativos, halo <9 mm;

PA — parcialmente ativos, halo =9 — 12 mm,;

A — ativos, halo =13 -18 mm;

MA — muito ativos, halo > 18 mm.

Esse critério é utilizado por outros na avaliacdo da atividade antimicrobiana
(ALVES et al., 2000).

3.9.2.2 Concentracao inibitoria minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pela técnica da micro
diluicio em placa de noventa e seis pocos, utilizando caldo de Mueller Hinton para
as bactérias E. coli, S. aureus, S. mutans e caldo Sabouraud para a levedura C.
albicans.

Neste teste pipetou-se 100 pL de meio de cultura, selecionado de acordo
com 0 micro-organismo em todos os pocos da placa. No primeiro poco foi
acrescentado 100 pL do extrato, fazendo-se em seguida uma diluicdo seriada. A
esta solucdo foi acrescida a suspensdo de microorganismos preparada de acordo
com o tubo 1 da escala de McFarland. A placa foi fechada e incubada em estufa 37°
C por 24 horas, enquanto que a placa com C. albicans permaneceu em temperatura
ambiente pelo mesmo periodo. Decorrido este periodo, foi adicionado a cada poco
20 puL do reagente resazurin a 0,1%, o qual indica a inibicdo bacteriana através da
coloragéo (azul = inibicdo microbiana; rosa = crescimento bacteriano), visto que o
mesmo é um indicador de viabilidade e proliferacao celular, isto €, a mudanca de cor
€ decorrente da conversao do resazurin a resorufin (figura 33).

Na figura 34 observamos a diferenca na coloracdo de uma placa de
microdiluicdo antes da incubacao (a) e outra apos a incubacdo por 24 h em estufa
37 °C.
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Figura 33 - Conversao do resazurin a resorufin
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Fonte: Do autor (2011).

Figura 34 - CIM através de microdiluicdo em placa (a — placa antes da incubacao; b
— ApOs o tempo de incubacao)

Fonte: Do autor (2011).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento do micro-organismo, sendo que 0sS
extratos foram utilizados nas seguintes concentracdes: 2,5 mg/ mL; 1,25 mg/ mL;
0,63 mg/ mL; 0,31 mg/ mL; 0,16 mg/ mL; 0,78 pg/ mL; 0,39 pg/ mL e 0,19 pg / mL.

3.9.2.3 Bioautografia

As fracOes obtidas de casca de G. argenteum foram aplicadas em placas para
CCD, de silica gel 60 F, GFzs4, com 0,2 mm de espessura, 10 x 5 cm de tamanho,
corridas em duplicata utilizando o sistema de solventes CHCI;: Acetona: MeOH. Foi
preparado um cromatograma de referéncia no qual as bandas foram visualizadas
com luz UV 254 e 366 nm e com reagente revelador de Dragendorff, uma vez que os

compostos de interesse eram os alcalbides.
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Para a bioautografia, outro cromatograma foi colocado em uma placa estéril, e
posteriormente coberta com agar de Mueller Hinton, contendo um inéculo de S.
aureus preparado de acordo com tubo 1 da escala de McFarland e 1 mL de TTC
(2,3,5 — triphenyltetrazolium chloride ou 2,3,5 — cloreto de trifeniltetrazélio), agente
revelador. As placas de Petri foram incubadas em estufa 37° C e observadas apos
24 e 48 horas. As zonas de inibicdo (halo branco) indicaram a presenca do

composto ativo.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita para Clsp do teste antimalarico obtendo-se a

curva dose resposta através do programa Microcal Origin.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta pesquisa foi iniciada motivada principalmente pela busca de extratos de
plantas com atividade antimalarica, uma vez que muitas comunidades tradicionais e
indigenas utilizaram preparacfes feitas com plantas para o tratamento desta
doenca, que ainda atinge um grande numero de individuos no mundo todo. Ambas
as espécies, G.argenteum e M. guianensis, foram coletadas porque ha registros na
literatura sobre o seu uso ndo so6 no Brasil, mas também em paises que fazem parte
da Amazobnia, para tratamento e prevencdo da malaria. A coleta destas duas
espéecies também foi motivada pelo nome popular, “acariquara”, atribuido a ambas,
dependendo da regido.

Os resultados desta pesquisa, obtidos para a composicdo quimica e ensaios
biolégicos realizados com os extratos e ou fragdes foram agrupados de acordo com

a espécie de planta pesquisada.

4.1 G. argenteum

Os extratos obtidos de casca de G. argenteum submetidos particao liquido-
liquido, resultaram nas fragBes hexéanica, cloroférmica, acetato de etila e
metanol/agua. Destas a fracao cloroférmica foi fracionada em coluna cromatografica
gradiente, resultando 38 fracdes e destas a fracdo Crl0 foi submetida a uma
cromatografia preparativa (CCD — P) o que resultou em sete (7) fracbes e destas
apenas a F6 foi positiva para alcaldides. Os extratos e fracdes obtidas por particao
liquido-liquido foram testados para a atividade antiplasmddica e antimicrobiana.

O teor extrativo (tabela 9) foi calculado a partir da massa do extrato seco em
relacdo a massa de serragem utilizada na extracéo e pelos valores obtidos verificou-

se que o metanol foi um solvente eficiente no processo de extracao.
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Tabela 9 - Teor extrativo da extracdo metandlica e aquosa de G. argenteum

Cddigo Parte da Solvente Massa de Massa Teor
planta serragem extrato () extrativo
(9) (%)
GAGM Galhos Metanol 255,46 33,67 13,18
GAFM Folhas Metanol 243,81 65,54 26,88
GACM Cascas Metanol 269,55 50,87 18,87
GAGH Galhos Agua 120,28 6,37 5,30
GAFH Folhas Agua 60,18 4,96 8,25
GACH Cascas Agua 112,00 8,45 7,55

Fonte: Do autor (2011).

4.1.1 Composicédo quimica

Os extratos brutos e as fracdes obtidas por particdo liquido-liquido (fracdes
hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metanol/dgua), fracdbes da coluna
cromatografica e da cromatografia preparativa, foram submetidos a analise através
de CCDs, as quais foram reveladas com luz ultravioleta 254 nm e 366 nm, vapor de
iodo, Dragendorff e para-anisaldeido. Tais andlises indicaram presenca de
alcaléides (Dragendorff: positivo). Os fracionamentos realizados tinham por objetivo
isolar substancias, contudo, apds a andlise da fracdo F6, positiva para alcal6ides,
obtida através cromatografia preparativa por CCD verificou-se que ndo era uma
substéancia pura (figura 35).

Os alcal6ides sédo apontados (JANOT et al., 1958; PUISIEUX et al., 1959)
como sendo os principais constituintes deste género, o que também foi observado

no presente estudo.
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Figura 35 - Fracdo F6, obtida da fracdo Cr 10, positiva para alcal6ides (Dragendorf
positivo)

Fonte: Do autor (2011).

4.1.2 Atividade antimalarica de extratos e fracdes de G. argenteum

Os resultados do screening inicial e Clso para atividade antimalarica in vitro
estdo descritos na tabela 10. Os percentuais de inibicdo para os extratos ativos,
metandlicos ou aquosos foram semelhantes (90 a 96%). O extrato metandlico,
GAFM, e aquoso, GACH, obtidos de folhas e casca respectivamente apresentaram
0S maiores percentuais de inibicio na concentragdo de 50 pg/mL, mas na
concentragdo de 5 pg/mL o extrato GAFM apresenta melhor atividade. Nenhum dos
extratos foi inativo in vitro (% inibicdo < 50%). A andlise dos valores da Clso mostrou
que o extrato metandlico obtido de casca de G. argenteum foi ativo na concentracao
de 4,6 pg/mL, de acordo com critérios propostos por Bertani et al. (2005). A curva-
dose resposta feita através do Microcal Origin (figura 36) apresenta a redugédo da
viabilidade da cepa de P. falciparum em funcdo do aumento da concentragdo do

extrato testado e também indica a Clsg na curva.
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Figura 36 - Curva dose-resposta do extrato ativo
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Fonte: Do autor (2011).

Também foram testadas fracdes obtidas de casca por particdo liquido-liquido,
cujos resultados estéo descritos na tabela 10. As frac6es hexanica (GAPH), acetato
de etila (GAPA) e hidroalcodlica (GAPM) foram parcialmente ativas enquanto que a
fracdo cloroférmica (GAPC) foi ativa no screening inicial com 90 % de reducao do
crescimento do parasita e apresentou uma Clsg de 2,0 pg/mL, portanto, também
ativa, de acordo com o critério adotado por Bertani et al. (2005).

Geissospermum spp. sdo plantas com reputacdo antimalérica, principalmente
na Amazbnia, incluindo paises como Guiana Francesa, Coldmbia e Bolivia
(MILLIKEN, 1997; BRANDAO et al., 1992; STEELE et al., 2002; MUNOZ et al., 2000;
BERTANI et al., 2005; VIGNERON et al., 2005) por isso nos ultimos 20 anos varios
autores realizaram testes antimaléricos, in vivo e in vitro, com diferentes extratos
com o objetivos de verificar se 0 seu uso por comunidades, nos diferentes paises da
norte da América do Sul, seria justificado.

Mufioz et al. (2000) e Steele et al. (2002) também obtiveram resultados
positivos de inibicdo parasitaria, ao testar extrato de casca de G. laeve e G.
sericeum, respectivamente. Steele et al. (2002) ainda testou substancias isoladas,

dentre elas a flavopereirina, com ICso de 1,83 pM, in vitro.
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Extratos de G. argenteum foram testados in vivo com inibicdo parasitaria de
44,3% e no ciclo intra-hepéatico com inibicdo de 83%, contudo né&o foi verificado na
literatura pesquisada, testes in vitro, com extratos, fragcdes e ou substancias isoladas

desta espécie.

Tabela 10 - Atividade antimalarica de extratos e fracdes de G. argenteum

Reducéo do

Caodigo Parte Classificacao crescimento Clso Classificacéo

do da da atividade parasitario (%) po/ da atividade
extrato planta (S_cr_ec_enlng 50 g/l Spg/mL mL (Clsp)

inicial)

GAFM Folha A 96 79 6,9 AM
GAGM Galho A 90 47 6,6 AM
GACM Casca PA 78 74 4,6 A
GAFH Folha A 93 43 9,0 AM
GACH Casca A 96 16 154 I
GAGH Galho PA 78 43 6,9 I
GAPH Casca PA 64,2 5,3 NT NT
GAPA Casca PA 79,0 31,6 NT NT
GAPC Casca A 90,0 78,9 2,0 A
GAPM Casca PA 78,0 53 NT NT

Classificacédo da atividade do screening inicial: A (ativo) = 80 — 100 %; PA (parcialmente ativo) = 50 —
79 %; | (inativo) = < 50 %. Classificacdo da atividade de acordo com: Clsy < 0,1 pg/mL = muito ativo
(MA); de 0,1 a 5 pg/mL = ativo (A); de 5 a 10 pg/mL = atividade moderada (AM); Clg, > 11 pg/mL =
inativo (1).

Fonte: Do autor (2011).
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4.1.3 Atividade antibacteriana e antifungica

Na atividade antimicrobiana realizada através de difusdo em agar (tabela 11)
verificou-se que o0s extratos aquosos GAGH (galhos) e GACH (casca), e o0s
metanolicos, GAFM (folhas) e GAGM (galhos) foram inativos para S. aureus (figura
37).

Figura 37 - Extratos inativos (13 e 14) e controle negativo (DMSO) sem halo de
inibicdo frente a S.aureus

Fonte: Do autor (2011).

Os extratos e fracbes que apresentaram inibicdo de crescimento para esta
cepa bacteriana foram: GAFH (aquoso obtido de folhas) com halo de inibicdo de 10
mm, GACM (metandlico de casca) com halo de 9 mm, GAPA (fracdo acetato de etila
da casca) com halo de 11 mm e GAPM (fracdo metandlica da casca) com halo de 10
mm, mas todos foram parcialmente ativos. Para S. aureus os extratos apresentaram
menor inibicdo que o controle (cloranfenicol) cujo halo de inibicdo foi de 22 mm.
Contra S. mutans o extrato metandlico de casca e a fracdo hexanica apresentaram-
se parcialmente ativos. A cepa bacteriana de E. coli e a fungica de C. albicans

mostraram-se resistentes aos extratos testados.
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Tabela 11 - Halos de inibigdo microbiana

Caddigo do Bactérias Levedura
extrato S. aureus S. mutans E. coli C. albicans
GAFH 10 mm (PA) I I I
GAGH I I I I
GACH | | | 8 mm (1)
GAFM I I I I
GAGM I I I 8 mm (1)
GACM 9 mm (PA) 12 mm (PA) I I
GAPH | 10 mm (PA) | |
GAPA 11 mm (PA) I I I
GAPM 10 mm (PA) I I I
Cloranfenicol 22 mm (MA) 25 mm (MA) 22 mm (MA) NT
Itraconazol NT NT NT 23 (MA)
DMSO I I I I

I (inativo): < 9 mm; PA (parcialmente ativo): 9 -12 mm; A (ativo): 13 — 18 mm; MA (muito ativo): > 18
mm. Cloranfenicol e itraconazol: controles positivos para bactérias e levedura respectivamente.
DMSO: controle negativo.

Fonte: Do autor (2011).

Correia et al. (2008) também realizaram avaliacdo da atividade antimicrobiana
de extratos etandlicos brutos de G. argenteum, frente a cepas ATCC e multi-drogas
resistentes de Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococus aureus, Enterococcus faecalis e Streptococcus
pneumoniae, obtendo inibicdo de cepas ATCC de S. aureus (CIM = 80,0 pg/mL) e
Pseudomonas aeruginosa, (CIM = 20,0 pg/mL), além de inibicdo da cepa de S.
aureus multi-drogas resistente (CIM = 5,0 pg/mL).

Nos testes de microdiluicdo com amostras de G. argenteum a CIM (tabela 7)
para E. coli foi acima de 1 mg/mL, o que indica que esta cepa foi resistente aos
extratos testados. Para S. aureus a melhor atividade foi do extrato metanolico de
casca com CIM de 0,63 mg/ mL, enquanto que para S. mutans a melhor atividade foi
do extrato metandlico de galhos e para a levedura C. albicans o extrato de folhas

apresentou a CIM de 0,63 mg/mL.



Tabela 12 - CIM através do método da microdiluicéo
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Caddigo do Bactérias Levedura
extrato S. aureus S. mutans E. coli C. albicans

GAFH >1 mg/mL >1 mg/mL I >1 mg/mL
GAGH >1 mg/mL >1 mg/mL I >1 mg/mL
GACH >1 mg/ mL >1 mg/mL >1 mg/mL >1 mg/mL
GAFM >1 mg/mL >1 mg/mL I 0,63 mg/ mL
GAGM >1 mg/mL 0,63 mg/ mL I >1 mg/mL
GACM 0,63 mg/ mL >1 mg/mL >1 mg/mL >1 mg/mL
GAPH >1 mg/mL >1 mg/mL I >1 mg/mL
Cloranfenicol 0,39 pug/mL 0,19 pug/mL 0,39 pug/mL NT
ItraconazoL NT NT NT 0,39 pg/ mL
DMSO I I I I

| —inativo; NT — ndo testado;. >1 mg/mL = inativo; 0,63 mg/ mL = ativo.
Fonte: Do autor (2011).

A fragdo Crl0, obtida através de cromatografia em coluna foi testada frente a

S. aureus, utilizando a técnica da bioautografia e apresentou zona de inibicdo para

esta bactéria gram positiva. A bioautografia foi comparada a cromatoplaca de

referéncia e nesta a fracdo Cr 10, positiva para alcaldides corresponde a zona de

inibicdo observada na bioautografia (figura 38).
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Figura 38 - Bioautografia para S. aureus mostrando zona de inibicdo de crescimento
bacteriano (a); cromatoplaca de referéncia indicando a fragdo Cr 10 positiva para
alcaldides (b)

Fonte: Do autor (2011).

4.2 Minguartia guianensis

Para a espécie M. guianensis foi realizada a preparacdo de extratos de
cascas, folhas e galhos e avaliacdo da atividade antimalarica, antibacteriana e
antifingica somente destes extratos, uma vez que ndo foi feito fracionamento e
analise quimica dos mesmos.

Os extratos foram produzidos a partir de extracdo metandlica a quente e
infuséo e o teor extrativo (tabela 13) foi calculado através da massa do extrato seco

em relacdo a massa da serragem utilizada na extragao.
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Tabela 13 - Teor extrativo da extracdo metandlica e aquosa de M. guianensis

Cabdigo Massa de
do Serragem Massa do extrato Teor extrativo

extrato Parte da planta Solvente (9) (9) (%)
MGGM Galhos Metanol 92,08 8,42 9,1
MGFM Folhas Metanol 180,99 28,60 15,8
MGCM Cascas Metanol 458,8 69,00 15,0
MGFH Folhas Agua 83,06 9,25 11,1
MGGH Galhos Agua 27,05 1,92 7,1
MGCH Cascas Agua 150,00 9,7 6,5

Fonte: Do autor (2011).

4.2.1 Atividade antimalarica de extratos M. guianensis

Foram testados os extratos metandlicos e aguosos obtidos de cascas, folhas

e galhos contra P. falciparum, cepa K1, dissolvidos em DMSO, em duas

concentracdes, 5 e 50 pug/mL, cujos resultados do screening inicial

e Clsp estao

expressos na tabela 14. Os extratos MGFM (extracdo metandlica) e MGCH

(extracdo aquosa) foram ativos, sendo que o extrato MGFM também se apresentou

parcialmente ativo (79%) na concentracdo de 5%. Os demais extratos foram

inativos. No entanto a analise da Clsp indicou a inatividade dos extratos, pois a

inibicdo s6 ocorreu em altas concentragoes.
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Tabela 14 - Atividade antimalarica de extratos M. guianensis

Cddigo Parte Classificacédo Reducéo do Clso Classificacéo
do da da atividade crescimento Hg/mL  da atividade
extrato  planta parasitario (%)

50 pg/mL Spg/mL

MGFM  Folha A 96 79 12,0
MGGM  Galho PA 76 0 > 50,0
MGCM Casca PA 65 0 > 50,0
MGFH  Folha PA 65 0 > 50,0
MGGH  Galho PA 76 0 > 50,0
MGCH Casca A 93 44 20,0

Classificacéo da atividade do screening inicial: A (ativo) = 80 — 100 %; PA (parcialmente ativo) = 50 —
79 %; | (inativo) = < 50 %. Classificacdo da atividade de acordo com: Clsy < 0,1 pg/mL = muito ativo
(MA); de 0,1 a 5 ug/mL = ativo (A); de 5 a 10 pg/mL = atividade moderada (AM); Clsg > 11 pg/mL =
inativo (I). NT: ndo testada.

Fonte: Do autor (2011).

Na literatura pesquisada nao foram encontrados relatos de estudos da
atividade antimalarica de extratos de M. guianensis feitos no Brasil e poucos
trabalhos foram encontrados para a atividade antiplasmodica desta espécie em
outras localidades. Rasmussen et al. (2000) depois de realizar levantamento
etnoboténico no Peru testou, in vitro, extratos de M. guianensis, obtendo ICso de 3,0
png/mL. Dados semelhantes foram obtidos por Ruiz et al. (2011) em testes in vitro
(ICso = 4,2 pg/mL). Gachet et al. (2010) realizou no Equador um levantamento
etnobotanico e neste M. guianensis foi citada entre as plantas utilizadas para o

tratamento da malaria, o que é coerente com os resultados obtidos.
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4.2.2 Atividade antibacteriana e antifungica

Dos extratos testados através de difusdo em &agar (tabela 15) apenas o
extrato MGFM (metandlico), obtido de folhas foi totalmente inativo frente a S. aureus,
Os demais apresentaram atividade, com halos de inibicdo que variaram de 10 a 14
mm (figura 39). Nas referéncias pesquisadas ndo foram encontrados relatos de
testes antibacterianos ou antifingicos para esta planta. Nas pesquisas
etnofarmacolOgicas realizadas para esta espécie ela € indicada principalmente como
anti-helmintica e anti-protozoarica (RASMUSSEN, 2000).

Figura 39 - Acdo de extratos de M. guianensis em cepa de S. aureus

Fonte: Do autor (2011).



Tabela 15 - Atividade antimicrobiana através de difusdo em agar

Caddigo Bactérias Levedura
do extrato S. aureus S. mutans E. coli C. albicans
MGFH 14 mm (A) | | |

MGCH 14 mm (A) I 8 mm (I) 12 mm (PA)
MGFM Inativo I I I

MGGM 11 mm (PA) | | 14 mm (A)
MGCM 10 mm (PA) | | |
Cloranfenicol 22 mm (A) 25 mm (A) 22 mm (A) NT
Itraconazol NT NT NT 23 (A)
DMSO Inativo I I I

| (inativo): < 9 mm; PA (parcialmente ativo): 9 -12 mm; A (ativo): 13 — 18 mm; MA (muito ativo): > 18

mm.

Fonte: Do autor (2011).

Na avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (figura 40) através do método
de microdiluicdo em placa os extratos de M. guianensis foram inativos frente a cepa

de E. coli, uma bactéria gram negativa e também para os demais micro-organismos

testados.
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Figura 40 - CIM através de microdiluicdo para C. albicans (cor azul indica inibi¢do

celular e cor rosa indica proliferacdo celular)
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Fonte: Do autor (2011).

Tabela 16 - CIM através do método da microdiluicdo

Cddigo do Bactérias Levedura
extrato S. aureus S. mutans E. coli C. albicans

MGFH I >1 mg/ mL >1 mg/ Mi
MGCH I >1 mg/ mL >1 mg/ mL
MGFM >1 mg/ mL >1 mg/ mL >1 mg/ mL
MGGM >1 mg/ mL >1 mg/ mL >1 mg/ mL
MGCM >1 mg/ mL >1 mg/ mL >1 mg/ mL
Cloranfenicol 0,39 pug/ mL 0,29 ug/ mL 0,39 pg/ mL NT
Itraconazol NT NT NT 0,39 png/ mL
DMSO I I I

I: inativo; NT: ndo Testado
Fonte: Do autor (2011).
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Todos os extratos apresentaram atividade de inibicdo de crescimento para a
bactéria gram positiva S. mutans e para a levedura C. albicans, porém numa
concentracao inibitoria considerada elevada para extratos, cujo valor ideal é abaixo

de 1,0 mg/mL.
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5 CONCLUSAO

Através deste trabalho foi possivel verificar que a espécie G. argenteum
possui em sua composi¢cdo quimica predominantemente substancias do grupo dos
alcaldides.

O extrato metanodlico obtido de cascas de G. argenteum foi ativo para a
atividade antiplasmddica, por apresentar uma Clso de 4,6 pg/mL in vitro, frente a
cepa K1 de P. falciparum.

A fracdo cloroférmica obtida de casca de G. argenteum foi ativa, in vitro, para
atividade antimalarica com Clso de 2,0 pg/mL.

Extratos de M. guianensis foram considerados inativos frente a P. falciparum
apos a determinacgéo da Clsp.

Quanto a atividade antimicrobiana de G. argenteum, os extratos GAFH,
GACM e as fracbes GAPA e GAPM foram parcialmente ativos para S. aureus. O
extrato GACM e a fracdo GAPH foram parcialmente ativos frente a S. mutans. A CIM
através da microdiluicdo foi de 0,63 mg/mL do extrato GACM para S.aureus, 0,63
mg/mL do extrato GAGM para S. mutans e 0,63 mg/mL do extrato GAFM para C.
albicans. As amostras testadas de G. argenteum foram inativas contra E. coli e C.
albicans através do método de difusdo em agar.

A fragdo Cr10 obtida por cromatografia em coluna foi ativa frente a S.aureus
através da bioautografia.

Os extratos MGFH e MGCH de M. guianensis mostraram-se ativos frente a S.
aureus e o0 MGGM foi ativo frente a C. albicans através de difusdo em agar. Através
do método de microdiluicdo e apresentaram CIM superior a 1mg/ml para S. aureus,
S. mutans e C. albicans. Os extratos de M. guianensis foram inativos contra E. coli.

Uma vez que extratos e fracbes de G. argenteum foram ativas frente a cepa
de P. falciparum torna-se importante a continuidade deste trabalho com isolamento

de substancias e novos testes antimalaricos.
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ANEXO A — LAYOUT DA PLACA PARA TESTE IN VITRO UTILIZADO NO
LABORATORIO DA GERENCIA A FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL -
MANAUS - AM

Layout de placa para teste in vitro

Placa:
Data:__ / / Hora: Responsavel:
Periodo de incubacao: Cepa:
Cddigo N° Poco Posicéo na Placa Concentragao Fator

inicial

I OmMmo0 @ >

Obs.:




ANEXO B: ESQUEMA PARA LEITURA DE LAMINAS EM TESTE ANTIMALARICO

IN VITRO
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