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RESUMO

A espécie Maytenus guianensis é endémica da Amazonia brasileira, sendo utilizada na
medicina tradicional contra enfermidades como maléria, leishmaniose e cancer. Acredita-se
que essa acdo farmacoldgica pode estar relacionada a presenca de terpendides ocorrentes no
género Maytenus, visto que diversas pesquisas tem demonstrado o potencial antiparasitario e
anticancerigeno desse género, o que justifica a realizacdo do presente estudo que objetivou
realizar uma andalise genotoxica e antiparasitaria de extratos e substancias isoladas de M.
guianensis. As analises da citotoxicidade e mutagénicidade do extrato aquoso foram
realizadas pelos métodos de germinacdo dos meristemas, indice mitotico e micronucleo em
Allium cepa, enquanto os de genotoxicidade in vivo utilizaram as técnicas de ensaio cometa
em sangue periférico, correlacdo eritrocitos policromaticos/ monocromaticos e ocorréncia de
micronlcleo em medula 6ssea de camundongos. O preparo dos eluatos e isolamento dos
metabolitos secundarios foram realizados por meio de cromatografia em coluna de vidro
utilizando-se como fase fixa silica gel. A identificacdo estrutural dos constituintes quimicos
foi realizada por meio de métodos espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio-1 e carbono-13, uni e bidimensional, espectroscopia de massa e espectroscopia na
regido do infravermelho. J& para a avaliacdo da atividade anti-Plasmodium falciparum W2 e
anti-Leishmania amazonensis utilizou-se os testes imunoenzimatico anti-HRPII e brometo de
3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]- 2,5 difeniltetrazolio, respectivamente. Observou-se que o
extrato aquoso da entrecasca de M. guianensis em concentracOes até dez vezes maiores que a
utilizada na etnofarmacologia apresenta acdo anticitotoxica e antimutagénica nos testes em A.
cepa, além de efeitos antigenotdxicos em camundongos tratados de forma aguda. A
investigacao fitoquimica em M. guianensis levou ao isolamento de nove triterpenos, incluindo
friedelanos, friedo-nor-oleanano, oleanano e ursano e um esterdide, sendo todos isolados pela
primeira vez a partir desta espécie. Nos testes atiplasmodial e anteishmanicida o Eluato
Hexanico da Casca (EHC), apresentou os melhores resultados entre os eluatos com
I1C50=11,26 pg/mL contra P. falciparum e inibicéo entre 90 a 100% das formas promastigotas
de L. amazonensis, porém, este eluato apresentou citotoxicidade contra linhagem celular
HepG2. Ja entre os metabolitos isolados do EHC, o que apresentou melhor resultado contra P.
falciparum foi o Tingenina B com 1C5=7,19 pg/mL, este que seguido do Tingenina +
Tingenina B apresentam os melhores resultados contra promastigotas de L. amazonensis, com
inibicdo ficando entre 80 a 90%. Constatou-se que a espécie M. guianensis possui potencial
anticitotoxico, antimutagénico, antigenotoxico e antiparasitolégico com atividade
antiplasmodial e antileishmanial, sendo indicados estudos futuros para elucidacdo do
mecanismo de acdo para cada atividade e avaliacdo do potencial genotéxico dos eluatos e
metabolitos secundarios, a fim de potencializar a eficacia ethofarmacol6gica e minimizar os
possiveis efeitos adversos.

Palavras-chave: Maytenus guianensis, Genotoxicidade, Plasmodium falciparum e

Leishmania amazonensis.
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ABSTRACT

Maytenus guianensis is an endemic species of brazilian Amazon, being used in tradicional
medicine against illnesses such as malaria, leishmaniasis and cancer. Such pharmacological
actions are believed to be related to the presence of terpenoids that occur in the genus
Maytenus, since many researches have demonstrated the antiparasitic and anticancer potential
of this genus, justifying the carrying out of the present study that aimed to perform genotoxic
and antiparasitc analyses of extracts and substances isolated from M. guianensis. Both
citotoxicity and mutagenicity analyses of the aqueous extract were performed by the methods
of meristems germination, mitotic indexes and micronuclei in Allium cepa, whilst in the in
vivo genotoxicity analysis were used the techniques of comet assay in peripheral blood,
correlation polychromatic/monochrome and occurrence of micronuclei in bone marrow of
mice. The preparation of eluates and the isolation of the secondary metabolites were
performed by glass column cromatography using silica gel as stationary phase. The structural
elucidation of the chemical constituents was performed by spectroscopic methods of nuclear
magnetic resonance of Hydrogen-1 and Carbon-13, uni and bidimensional, mass spectroscopy
and Infrared region spectroscopy. For the evaluation of the anti-Plasmodium falciparum W2
and anti-Leishmania amazonensis activities were used the immunoenzimatic assay anti-HRPII
and 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide, respectively. It was
found the aqueous extract of the bark of M. guyanensis in concentrations until tenfold higher
than that used in the etnopharmacology presents anticytotoxic and antimutagenic actions for
the assays in A. cepa, besides antigenotoxic effects in mice treated acutely. The
phytochemical investigation in M. guianensis led to the isolation of nine triterpenes, including
friedelanes, Friedo-nor-oleanane, oleanane and ursane and a steroid, wherein all of them were
isolated for the first time from this species. In both antiplasmodial and antileishmanial assays
the Hexanic Eluate of the Bark (HEB) presented the best results with 1C50=11,26 pg/mL
against P. falciparum and inhibition between 90 and 100% of L. amazonensis promastigotes,
however this eluate showed cytotoxicity against cell line HepG2. Amongst the metabolites
isolated from HEB, the compound that presented the best action against Plasmodium
falciparum was Tingenone B with 1C5,=7,19 pug/mL, wherein this compound, followed by
Tingenone + Tingenone B presented the best results against L. amazonensis promastigotes,
whose inhibition ranged from 80 to 90%. It was found the species M. guianensis has
anticytotoxic, antimutagenic, antigenotoxic and antiparasitic potentials, being indicated
further studies for the elucidation of the mechanisms of action for each of the activities
observed and the evaluation of the genotoxic potential of the eluates and secondary
metabolites, in order to improve the pharmacological efficacy and minimize the possible
adverse effects.

Keywords: Maytenus guianensis, Genotoxicity, Plasmodium falciparum e Leishmania
amazonensis.
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1.1 FAMILIA CELASTRACEAE

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento ou profilaxia de doencas é
uma das mais antigas formas de pratica medicinal na humanidade (DUTRA, 2009), porém,
uma grande parte das plantas de uso medicinal ainda é desconhecida pela ciéncia, e dados
mostram que mais de 95% das espécies endémicas do Brasil ainda ndo tém seus principios
ativos identificados (SANTQOS, 2009), representando um grande potencial farmacoldgico e
econémico a serem explorados, em especial das espécies vegetais amazdnicas (CECHINEL
FILHO; ROSENDO, 1998), visto que muitas ainda nem foram catalogadas pela ciéncia
(ABREU et al., 2001) e podem possuir novas entidades quimicas, essas que sdo ponto de
partida para a sintese de drogas mais especificas e eficientes (LANG et al., 2008).

Na Amazébnia, existem inumeras espécies de plantas que possuem propriedades
medicinais (OSAKADA, 2009), entre elas as pertencentes a familia Celastraceae que €
composta por 98 géneros e aproximadamente 1264 espécies (FONSECA et al., 2007), que séo
distribuidas em diversas partes do mundo, particularmente nas regides tropicais e
subtropicais, incluindo o norte da Africa, América do Sul e Asia (Figura 1) (MOHAMED;
PERWEZ, 2014; SPIVEY; WESTON; WOODHEAD, 2002; DUARTE et al., 2010;
HURTADO, 2013).

Figura 1. Distribuicdo mundial da familia Celastraceae.
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Fonte: Laboratério de Sistemdtica de Plantas Vasculares (LSPV, 2015).

A familia Celastraceae possui especies com grande importancia terapéutica, pois
apresentam diversas atividades farmacolOgicas, tais como: antiulcerogénica, inseticida,
imunossupressora, antirreumatica, antibacteriana e anticancerigena (FONSECA et al., 2007) e
devido a isso, espécies dessa familia tem sido objeto de inimeras investigacdes fitoquimicas,

e seus metabolitos secundarios isolados tem demonstrado boa atividade bioldgica
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(FORMIGONI et al., 1991; FONSECA et al., 1997; LIAO et al., 1997; ALLISON et al.,
2001; CORSINO et al., 2003; JORGE et al., 2004; ALVARENGA,; FERRO, 2006; KVIST et
al., 2006; FONSECA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2010; DING et al., 2010; LIMA et al.,
2010; ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011; KENNEDY et al.,
2011; SANTOS et al., 2013), dentre eles podemos citar os triterpenos pentaciclicos
friedelénicos e quinonametideos, sesquiterpenos, secofriedelanos, esteroides, derivados
agarofuranicos, glicosideos, proantocianidinas, flavondides glicosilados, alcaloides piridinicos
sesquiterpénicos e catequinas (CORSINO et al., 1988; CHAVES et al., 1999; CORSINO et
al., 2003; DA SILVA et al., 2008; SOUSA et al., 2012; HURTADO, 2013).

No Brasil, a familia Celastraceae é representada por quatro géneros: Austroplenckia,
Franhofera, Maytenus e Salacia (DE OLIVEIRA et al., 2006). O género Maytenus é o maior
da familia possuindo cerca de 225 espécies (NEGRI; POSSAMAIL; NAKASHIMA, 2009;
ALMEIDA et al., 2010), que ocorrem particularmente nas regides tropicais e subtropicais
como China, Africa, Paraguai, Brasil, Argentina e Uruguai, e em regides do sul da Arabia
Saudita (MOHAMED; PERWEZ, 2014).

1.2 GENERO Maytenus

O género Maytenus esta inserido na subfamilia Celastroideae, sendo atualmente
reconhecidas aproximadamente 80 espécies distribuidas por todo territério brasileiro
(JOFFILY; VIEIRA, 2005).

Nos ultimos anos, tem havido um aumento significativo no interesse em plantas do
género Maytenus, especialmente no Brasil, que apresenta quase 40% das espécies conhecidas
(CARVALHO-OKANO; LEITAO-FILHO, 2004), que ocorrem no Norte (Acre, Amazonas,
Amap4, Para, Rondbnia, Roraima), Nordeste (Alagoas, Bahia, Cear4, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sdo Paulo), Sul (Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina), sendo encontradas na
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa (LOMBARDI; GROPPO; BIRAL,
2015), onde algumas séo utilizadas na medicina tradicional, para o tratamento de diversas

enfermidades conforme pode ser observado na Tabela 1.



Tabela 1. Algumas espécies do género Maytenus ocorrentes no Brasil, utilizadas na

medicina tradicional.

Espécie

Acdao descrita pela medicina
tradicional

Referéncias

Maytenus aquifolium

Antitlcera e analgésico.

SOUZA-FORMIGONI et al., 1991;
COELHO; DI STASI; VILEGAS, 2003;
TIBERTI et al, 2007; NIERO;
ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011.

Maytenus ebenifolia

Tratamento de reumatismo, hemorréidas, artrite, resfriados,
disenteria, erupcdes da pele, inchago dos rins, bronquite e
infeccOes femininas, relaxante muscular, analgésicos,
anticancerigeno, afrodisiaco e ténico estimulante.

ITOKAWA et al., 1993; MACARI;
PORTELA; POHLIT, 2006; Revilla, 2002.

Maytenus ilicifolia

Antitlcera, diurético, laxante, antitumoral, digestivo,
abortivo, anticoncepcional, tratamento de feridas, antiséptico,
antiasmatico, analgésicos, anticancerigeno, antiinflamatérios
e acelerador de menstruagéo.

ARENAS; AZORERO, 1977,
MONTANARI; CARVALHO; DOLDER,
1988; CORDEIRO; VILEGAS; LANCAS,
1999; MONTANARI; BEVILACQUA,
2002; JORGE et al., 2004; VELLOSA et
al., 2006; PESSUTO et al., 2009;
SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-
CUNHA; COLACO, 2009; NIERO;
ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011.

Maytenus guianensis

Tratamento de reumatismo, hemorréidas, artrite, resfriados,
disenteria, erupcdes da pele, inchago dos rins, bronquite e
infeccOes femininas, relaxante muscular, analgésicos, anti-
inflamatério, antiparasitario, anticancerigeno, afrodisiaco e
tonico estimulante.

REVILLA, 2002; BORRAS, 2003;
MACARI; PORTELA; POHLIT, 2006;
FONSECA et al., 2007; PRATA;
MENDONCGCA, 2009.

Maytenus obtusifolia

Antilcera, Ansioliticos, antitumoral e antiinflamatorio.

MOTA et al., 2008; NIERO; ANDRADE;
CECHINEL FILHO, 2011.

Maytenus rigida

Analgésico, antiinfeccioso e antiinflamatorio.

MOTA et al., 2008; NIERO; ANDRADE;
CECHINEL FILHO, 2011.

Maytenus robusta

Antillcera.

NIERO et al., 2006; ANDRADE et al.,
2007; ANDRADE et al., 2008; NIERO;
ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011.

Maytenus salicifolia

Antialérgico e alivio de coceiras.

VALLADAO et al., 2009; NIERO;
ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011.

Maytenus truncata

Antillcera, antiinflamatdrio e contra doencas do Utero.

FONSECA et al., 1997; SALAZAR et al.,
2001; SILVA et al., 2005; FONSECA et
al., 2007, NIERO; ANDRADE;
CECHINEL FILHO, 2011.

Fonte: Adaptado de: (NIERO; ANDRADE; CECHINEL FILHO, 2011).
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Na regido Norte, sdo descritas 11 espécies endémicas: Maytenus ebenifolia, Maytenus

floribunda, Maytenus gonoclada, Maytenus guyanensis, Maytenus laevis, Maytenus laurina,

Maytenus sapotiformis, Maytenus myrsinoides, Maytenus oblongata Reissek, Maytenus
obtusifolia e Maytenus sprucei (LOMBARDI; GROPPO; BIRAL, 2015) e a distribuicdo das

mesmas no Brasil pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Distribuicdo das espécies do género Maytenus ocorrentes na regido Norte.
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A: M. ebenifolia; B: M. floribunda; C: M. gonoclada; D: M. guianensis; E: M. laevis, M. laurina e M.
sapotiformis; F: M. myrsinoides; G: M. oblongata; H: M. obtusifolia; I: M. sprucei. Cores verdes: Regido Norte;
Cores amarelas: Regido Centro-Oeste; Cores laranjas: Regido Nordeste; Cores vermelhas: Regido Sudeste; Cores
Azuis: Regido Sul. Fonte: (LOMBARDI; GROPPO; BIRAL, 2015).

As espécies do género Maytenus sdo conhecidas por apresentarem sesquiterpenos,
triterpenos  friedo-nor-oleanano, alcaldides, flavondides, taninos e é&cidos fenodlicos
(MARTINS et al., 2012; DA SILVA et al., 2008; LHINHATRAKOOL et al., 2011; DE
SOUZA et al., 1986).

Dentre as espécies encontradas na regido Norte, sete tém estudos fitoquimicos
realizados M. obtusifolia (Figura 3), M. floribunda (Figura 4), M. ebenifolia (Figura 5), M.
gonoclada (Figura 6), M. myrsinoides (Figura 7), M. laevis (Figura 8) e M. guianensis (Figura
9), tendo sido isolamento diversos metabdlitos secundarios (PINHEIRO, 1980; GONZALEZ
et al.,, 1982; BAUDOUIN et al., 1984; DE SOUSA et al., 1986; ITOKAWA et al., 1993;
SHIROT et al., 1998; SALAZAR; SILVA; SOUSA, 1999; PIACENTE; TOMMASI; PIZZA,
1999; MACARI et al., 2004; NAKAGAWA et al., 2004; DA SILVA et al., 2008; SILVA et
al., 2009; HURTADO, 2013).



Figura 3. Metabolitos secundérios isolados de M. obtusifolia.
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Fonte: (DA SILVA et al., 2008).



Figura 4. Metabolitos secundérios isolados de M. floribunda.
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Fonte: (SALAZAR; SILVA; SOUSA, 1999).

Figura 5. Metabdlitos secundarios isolados de M. ebenifolia.

H
QH 2 H CI H
HO_ e
i OH G g
OH OH H’C*‘N" “H
Dulcitol Piridina

Fonte: (ITOKAWA et al., 1993; SHIROT et al., 1998).



Figura 6. Metabolitos secundérios isolados de M. gonoclada.
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Fonte: (HURTADO, 2013).

Figura 7. Metabdlitos secundarios isolados de M. myrsinoides.
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Figura 8. Metabolitos secundérios isolados de M. laevis.
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Fonte: (GONZALEZ et al., 1982; PIACENTE; TOMMASI; PIZZA, 1999; NAKAGAWA et al., 2004).
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Figura 9. Metabdlitos secundérios isolados de M. guianensis.
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Fonte: (PINHEIRO, 1980; Souza et al., 1986; MARCARI et al., 2004; HURTADO, 2013).

Dentre as espécies do genéro Maytenus ocorrentes da regido Norte, com estudos
fitoquimicos realizados, recebe destaque a espécie M. guianensis, pois suas raizes e caule sdo
utilizados na medicina tradicional com suposto efeito analgésico, relaxante muscular,
cicatrizante, inseticida, imunossupressor, antiinflamatorio, antiulcerogénico, antireutmatico,
antidiarréeico, antibacteriano, antifingico, antihelmintico, antiprotozoario, antitumoral,
afrodisiaco e ginecolégico (REVILLA, 2002; BORRAS, 2003; MACARI; PORTELA;
POHLIT, 2006; FONSECA et al., 2007; PRATA; MENDONCA, 2009), demonstrando um
grande potencial etnofarmacologico a ser explorado, o que justifica a realizacdo de estudos

tendo essa espécie como matéria prima.
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A espécie M. guianensis (Figura 10) é uma arvore de médio porte endémica de terra
firme na Amaz6nia, conhecida como chichug, xixud, chuchahuasi, chucchu huashu, chuchuasi
e chuchasha (REVILLA, 2002; BORRAS, 2003; PRATA; MENDONCA, 2009).

Figura 10. Espécie M. guianensis.
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A) Tronco; B) Folha; C) Flor; D) Distribuicdo das folhas; E) Copa. Fonte: (AGUILAR, 2015).

Acredita-se que a provavel acdo antiparasitaria e anticancerigena descrita
popularmente para a espécie M. guianensis, esteja relacionada a presenca de terpendides
ocorrentes no género Maytenus (PINHEIRO, 1980; GONZALEZ et al., 1982; BAUDOUIN et
al., 1984; DE SOUSA et al., 1986; ITOKAWA et al., 1993; SHIROT et al., 1998;
SALAZAR; SILVA; SOUSA, 1999; PIACENTE; TOMMASI; PIZZA, 1999; MACARI et
al., 2004; NAKAGAWA et al., 2004; DA SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2009; SANTOS-
OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA; COLACO, 2009; NIERO; ANDRADE; CECHINEL
FILHO, 2011; HURTADO, 2013).

1.3 TERPENOIDES

Diversos estudos tem demonstrado o potencial antiparasitario dos terpendides contra
maléaria (RODRIGUES-GOULART et al., 2004; NATHAN; HISHAM; JAYAKUMAR,
2008; MAYER et al., 2009; SILVA et al., 2013; SANTOS et al., 2013), leishmaniose (TELES
et al., 2011; BARROS et al., 2013; HURTADO, 2013; SILVA et al., 2014; LIMA, 2014) e
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tripanossomiase americana (GUIMARAES; FARIA, 2007; BEZZERA; MENEGUETTI;
CAMARGO, 2012; GOIJMAN et al., 1985; DUARTE et al., 2002; FRITIS et al., 2013;
FERREIRA et al.,, 2013; LIMA, 2014). Resultados animadores também tem relatado
potencial anticancerigeno dos terpendides (GONZALEZ et al., 2000; MAIMONE; BARAN,
2007; PADUCH et al., 2007; SALMINEN et al., 2008; GANATRA; SUCHAK, 2012; XU et
al., 2013; PRABHU et al., 2013).

Dentro dos terpenoides os triterpenos estdo entre os grupos mais estruturalmente
diversificados (DOMINGO et al., 2009), podendo ser classificados em aciclicos, tetraciclicos
e pentaciclicos (BARROS et al., 2013; XU et al., 2004), existindo atualmente mais de 40 mil
estruturas, possuindo um potencial farmacoldgico a ser explorado (ROBERTS et al., 2007).

Mesmo que ainda ndo tenha sido totalmente elucidado o papel biologico dos
terpendides (GERSHENZON et al., 2007), estudos mostram que estes possuem diversas
funcdes no reino vegetal, dentre elas defender as espécies contra predadores, patégenos e
competidores (ROBERTS et al., 2007).

Dentre os triterpenos ocorrentes no género Maytenus, recebem destaque os dimeros
com atividade antimicrobiana (GONZALEZ et al., 1996), lupanicos com atividade anti-
inflamatéria (REYES et al., 2006), friedelanicos com atividade antiulcerogénica e
antimicrobiana (ANDRADE et al., 2008) e sesquiterpenos com atividade citotoxica,
antitumoral (SHIROTA et al., 1994; MORITA et al., 2008) e antiparasitaria (DELGADO-
MENDEZ et al., 2008) atuando como anti-helmintico (MENA-REJON et al., 2007) e
tripanocida (DUARTE et al., 2002), o que estimula a realizacdo de estudos com plantas que
contenham esses metabolitos em seus constituintes quimicos, principalmente da familia
Celastraceae e do género Maytenus, estas que apresentaram uma ampla ocorréncia dos

mesmos e que justifica a realizac¢do do presente estudo.



2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma analise genotdxica e antiparasitaria de extratos e substancias isoladas de

Maytenus guianensis klotzsch ex Reissek (Celastraceae), Chichua (Xixud) amazonico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a citotoxicidade e mutagénicidade do extrato aquoso de M. guianensis;

e Verificar a genotoxicidade aguda in vivo do extrato aquoso de M. guianensis;

e Realizar estudo fitoquimico para o fracionamento e isolamento de metabolitos
secundarios de M. guianensis;

e Avaliar a atividade anti-Plasmodium falciparum (cepa W2) de eluatos e substancias
isoladas de M. guianensis;

e Investigar a acdo anti-Leishmania amazonensis de eluatos e substancias isoladas de M.

guianensis.
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3. CAPITULO I

Revisdo Bibliografica: Etnofarmacologia Antimalarica na Amazonia

Brasileira

Esse capitulo é referente aos dados do artigo de revisao bibliogréafica:

Antimalarial ethnopharmacology in the Brazilian Amazon

Aceito para publicacdo na Revista de Ciéncias Farmaceuticas Basica e Aplicada
(Anexo 1)

Revista de Ciéncias Farmacéuticas
Basica e Aplicada

Journal of Basic and Applied Pharmaceutical
Sciencies
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3.1 FARMACOS ANTIMALARICOS

Dados relatam que dos 1.535 novos farmacos registrados entre 1975 e 2004 apenas
1% foram destinados as doencas tropicais (DIAS; DESSOY, 2009; SANTOS et al., 2012). Os
nameros revelam uma politica de pesquisa excludente, na qual apenas 10% das despesas
mundiais com pesquisa em salde sdo gastos em doencas que acometem 90% da carga global,
o desafio entdo é fornecer as populacGes acometidas alternativas para este tratamento que, na
maioria dos casos, se apresenta de forma inadequada (SOBRINHO et al., 2007).

Os plasmodios malaricos tem um complicado ciclo bioldgico, por isso a malaria
precisa ser tratada com associagdes de medicamentos, sendo que 0 esquema terapéutico deve
estar atuando em cada fase desse ciclo e certos critérios devem ser considerados, tais como o
tipo de plasmodio, a classificacdo clinica do paciente e o grupo ao qual o mesmo faz parte,
estes aspectos determinardo a necessidade de um tratamento diferenciado para cada situacéo
(OSORIO-DE-CASTRO et al., 2011).

Os primeiros farmacos antimaldricos foram criados na década de 1940, sendo
derivados de produtos naturais ou compostos sintéticos (SCALERCIO, 2010), tendo como
medicamento mais antigo utilizado no tratamento da maléria a quinina, que atua como um
esquizonticida eritrocitario com acdo réapida, atuando também sobre gametdcitos de P. vivax,
P. ovale e P. malariae, ndo tendo acdo sobre esquizontes tissulares ou gametocitos de P.
falciparum (GOMES et al., 2011).

A quinina foi descartada ap6s a introducdo dos derivados sintéticos, sendo
reintroduzida quando ocorreu o aparecimento de cepas resistentes, era utilizada em infecgdes
por P. falciparum resistente a cloroquina, assim como no tratamento da malaria severa, onde
também pode ser utilizada quinidina que se mostrou mais eficaz, porém, mais toxico que a
quinina (SILVA et al., 2005).

A cloroquina possui poucos efeitos adversos quando conduzida para
quiomioprofilaxia, sendo também considerada segura para gestantes, entretanto ao ser usado
com doses altas no tratamento agudo, podem ocorrer nauseas, vomitos, tonteira, visdo turva,
cefaleia, sintomas de urticéria e retinopatias (CABRAL, 2010).

Devido ao aumento da resisténcia as drogas antimalaricas como a cloroquina, quinina
e mefloquina houve a elevagdo do nimero de casos em alguns paises de clima tropical e este
fato tem sido uma ameaca para o sistema de satde local, partindo deste pressuposto novos

farmacos tém sido testados em todo 0 mundo com o objetivo de que seja evitada a resisténcia
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ao P. falciparum, dentre estes medicamentos estd o Arteméter em conjunto com o
lumefantrina, que ja foi aprovada para uso em mais de 80 paises, ndo provocando efeitos
graves em 99% dos pacientes que sdo portadores da malaria provocada pelo P. falciparum, os
outros 1% apresentaram tosse, diarreia, vémito e anemia (PINHEIRO, 2013).

Entre os farmacos mais recentes para o controle da malaria, encontra-se a artemisinina
e seus derivados, eles atuam de forma rapida na destruicdo dos esquizontes sanguineos
impedindo a formacéo de gametdcitos, esses derivados geralmente sdo usados em combinacgéo
com outras drogas de vida longa, entre elas a mefloguina, piperaquina, amodiaquina,
formando um conjunto de combinacgdes terapéuticas instituidas por Artemisinin Combined
Terapy (TEOFILO, 2008).

Outro farmaco que tem sido utilizado em diversos paises € a combinacdo de
sulfadoxina e pirimetamina, entretanto os niveis de resisténcia a esta droga tem aumentado e
esta associada a mutages pontuais em dois genes: DHPS e DHFR (TEOFILO, 2008).

A mefloquina é outro farmaco que tem sido utilizada para combater o P. falciparum
resistente a cloroquina, entretanto, este farmaco apresenta alguns efeitos colaterais como
complicacdes gastrointestinais, tonturas e efeitos psicoldgicos, e mesmo esses efeitos sendo
temporarios o seu uso ndo é recomendado para tratamento de pacientes com historico de
epilepsia ou desordens psiquiatricas (FRANCA, 2008).

Também podemos citar a amodiaquina derivada do fenantreno e a hidroxi-cloroquina
como farmacos utilizados para o tratamento de malaria causada por cepas de P. falciparum
resistentes a cloroquina (CRC), entretanto, eles sdo menos efetivas que as drogas citadas
anteriormente e mais toxicas que a cloroquina, efeitos semelhantes também séo observados
com a halofantrina, além da ocorréncia de resisténcia cruzada com a mefloquina (FRANCA,
2008).

Para o controle da malaria é necessario que sejam descobertos novos compostos e uma
vacina eficaz, dentro deste contexto pesquisas estdo sendo desenvolvidas com base no
conhecimento empirico das populacdes tradicionais da regido amazoénica brasileira para a

busca de novos farmacos antimaléricos.
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3.2 ETNOFARMACOLOGIA ANTIMALARICA

Na regido amazonica sdo descritas 76 espéecies de plantas com possivel atividade
antimalérica sendo distribuidas em 32 familias botanicas. Entre estas, 26 espécies,
pertencentes a 12 familias, demonstraram atividade Anti-Plasmodium falciparum in vitro,
onde entre os extratos brutos, fracdes e metabdlitos secundarios isolados, 66 compostos foram
ativos contra as cepas: 3D7, W2, FcB1, K1, Dd2, D2, D6, F32, FcM29 e Nigerian Strains de
P. falciparum.

3.2.1 Atividade Anti-P. falciparum de extratos e fragdes

3.2.1.1 Cepa sensivel a cloroquina

A cepa 3D7 de P. falciparum, que teve seu genoma sequenciado em 2002
(GARDNER et al., 2002) é uma das cepas sensiveis a cloroquina (CSC), assim como as cepas
D6 e F32. Na presente revisdo foram encontrados 9 extratos e duas fracbes (com atividade
contra a cepa 3D7) preparadas a partir de 11 espécies pertencentes a cinco familias botanicas,

conforme pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade Anti-P. falciparum (cepa 3D7) de extratos e fracdes de plantas

amazonicas.
Atividade antiplasmddica
Familia Espécie Amostra (png/mL)
Aspidosperma rigidum Extrato (diclorometano) 1,0
Caule el
Aspidosperma spruceanum Extrato (diclorometano) 6,0
Caule ekl
Aspidosperma parvifolium Extrato (etanol) 20,5
Entrecasca il
Apocynaceae Aspidosperma cylindrocarpon Extra(t:c; r(rt]a(teanol) 3&0
Aspidosperma excelsum Extrato (etanol) 42,0
Entrecasca **
Aspidosperma rigidum Extrato (etanol) 48,0
Caule el
Aspidosperma spruceanum Extrato (etanol) 100,0
Caule *
Asteraceae Bidens pilosa Fracéo (butanol) 50,0
Folhas e Raiz el
Celastraceae Maytenus guyanensis Fragdo (hexano) 0,3
Entrecasca ookl
Rutaceae Esenbeckia febrifuga Extrato (etanol) 21,0
Caule el
Verbenaceae Lantana cujabensis Extrato (etanol) 23,3
Folha e Caule el

ICso: Concentragdo inibitoria de 50% da populagdo em teste: ICs, atividade baixa *(I1C5,>100); I1Cs, atividade
moderada **(10<ICs;>100); ICs, atividade alta (IC5<10). Fonte: (BRANDAO et al., 1997; OKUNADE;
LEWIS, 2004; KVIST et al., 2006; DOLABELA, 2007; MARIATH et al., 2009; DOLABELA et al., 2008;
HURTADO, 2013; BORGES et al., 2013; DE PAULA, 2014).
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As amostras que apresentaram melhores resultados foram & fracdo hexanica da
entrecasca de M. guyanensis, e o0 extrato diclorometano do caule de A. rigidum.

Atividade contra cepas de P. falciparum ja foi observada em estudos utilizando
espeécies do género Maytenus, onde o extrato aquoso e metanolico de M. undata, apresentaram
0 1C5<10pg/mL, tanto para a cepa D6 (CSC) e W2 (CRC) (MUTHAURA et al., 2007).
Acredita-se que a acdo antiparasitaria das espécies desse género € devido principalmente a
ocorréncia de triterpenos friedelanos (MUHAMMAD et al., 2000), como 3-oxo-friedelano,
3p-Hidroxifriedelano, 3-oxo-16p-hidroxifriedelano que ja foram isolados da espécie M.
guyanensis (LIMA et al., 2013; HURTADO, 2013) e de outras espécies do mesmo género
(NOZAKI et al., 1986).

A espécie A. rigidum, pertence a familia Apocynaceae, que ¢ amplamente citada em
tratamentos de febre e malaria (BRANDAO et al., 1992, OLIVEIRA et al., 2011,
COUTINHO et al., 2013), sendo também citada com acdo antibacteriana contra Escherichia
coli (MENESES-PEREIRA et al., 2006) e atividade antileishmaniose (FERREIRA et al.,
2004; TANAKA et al., 2007;). Do género Aspidosperma ja foram isolados os alcaloides: B-
ioimbina (OH-17emp), 10-metoxigeissoschizol, ramiflorinas A e B (MARQUES et al., 1996;
OLIVEIRA et al., 2009) e isositsiriquina (OLIVEIRA et al., 2001), que em combinagéo ou de
maneira isolada podem ser os responsaveis pela acdo antiparasitaria da espécie.

Também foram descritas a acdo antiplasmddica das espécies A. megalocarpon e A.
oblongum, contra as cepas F32 e D6 respectivamente. O extrato metanolico da espécie A.
megalocarpon, apresentou resultado moderado com ICs=25,0ug/mL (WENIGER et al.,
2001), e agdo alta contra a cepa D2 (CRC) (resultado detalhado na Tabela 4 e discutido
posteriormente), dessa espécie também foram testados a acdo antiplasmodial dos seguintes
metabolitos: aspidolimidina, aspidoalbina e fendlerina (MITAINE et al., 1998). Os resultados
e discussdo sobre os mesmos sdo apresentados no tdépico sobre acdo de metabdlitos
secundarios isolados. Ja o extrato etandlico da entrecasca de A. oblongum, apresentou acao
antiplasmadica alta com 1C5,=0,85ug/mL (CABRAL et al., 1993), essa espéecie também foi a
que apresentou o melhor resultado contra a cepa W2 detalhada na Tabela 2 e discutida no

topico seguinte.
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3.2.1.2 Cepeas resistentes a cloroquina

As cepas W2 e FcB1 de P. falciparum (CRC), sdo utilizadas para procura de farmacos
efetivos contra cepas resistentes as drogas utilizadas, principalmente a cloroquina.

Foram encontrados 10 extratos e uma fracdo (com atividade contra a cepa W2)
preparados a partir de 9 espécies pertencentes a quatro familias boténicas. Ja contra a cepa
FcB1, foram encontrados dois extratos e 12 fracOes, preparados a partir de 5 espécies
pertencentes a quatro familias botanicas, conforme pode ser visto na Tabela 3.

As espécies A. oblongum e A. spruceanum, assim como outras da familia
Apocynaceae, apresentam pricipalmente alcaloides entre seus metabolitos secundarios, e entre
esses podemos citar para a espécie A. oblongum: 10-methoxy-17-epialloyohimbine, 19,20-
dehydro-P-yohimbie, 3,4-dehydro-f yohimbine, p-yohimbine oxindole, p-yohimbine
pseudoindoxyle, pyohimbine N-oxide, 10-methoxy-P-yohimbine, 10-methoxy-a-yohimbine,
19,20-dehydro-a-yohimbine, aricine pseudoindoxyle, methoxy antirhine, 10- methoxy
sitsirikine, tetradehydro-sitsirikine (ROBERT et al., 1983) e para A. spruceanum:
spruceanumines A, spruceanumines B, aspidospermidine, demethoxypalosine, aspidocarpine ,
aspidolimine, fendlerine, aspidolimidine, obscurinervidine e obscurinervine (OLIVEIRA et
al., 2009). Acredita-se que a mistura desses metabdlitos sdo responsaveis pela atividade
antimalarica contra a cepa W2.

Os melhores resultados encontrados contra a cepa FcB1, foram de diferentes fracdes
da espécie C. sylvestris, que é caracterizada pela ocorréncia de substancias de interesse como:
cumarinas, flavonoides, lignanas e diversos diterpenos (YAMAGUSHI et al., 2011). E além
da atividade antimalarica (MESQUITA et al.,, 2007), também apresenta agdo contra
promastigotas de Leishmania donovani, amastigotas de Trypanosoma cruzi (ESPINDOLA et
al. 2004, MESQUITA et al., 2005), larvas de Aedes aegypti (RODRIGUES et al., 2006) e
acao antimicrobiana contra os fungos: Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, C. tropicalis e as bactérias: Bacillus subtilis, B. cereus, Staphyloccoccus aureus,
Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis (FERREIRA et al., 2011).



Tabela 3. Atividade Anti-P. falciparum (cepa W2) de extratos e fracdes de
plantas amazonicas.

Atividade antiplasmddica

Familia Espécie Amostra (ug/mL)
W2 FcB1
Xylopia aromética Fracéo (hexano) _ 47
Cerne da Raiz Hokok
Xylopia aromética Fracéo (hexano) _ 6,8
Annonaceae Casca da Raiz ool
Xylopia aromatica Fragdo (hexano) - 15,3
Entrecasca **
Aspidosperma macrocarpon Extrato (etanol) - 49
Casca da Raiz Fokok
Aspidosperma oblongum Extrato (etanol) 47 _
Entrecasca il
Aspidosperma spruceanum Extrato 6,0 _
(diclorometano) falaia
Caule
Aspidosperma rigidum Extrato _
. 19,7
(diclorometano) o
Caule
Apocynaceae Aspidosperma ramiflorum Extrato (etanol) 19,7 _
Caule *x
Aspidosperma parvifolium Extrato (etanol) 32,8 _
Entrecasca **
Aspidosperma rigidum Extrato (etanol) 36,5 _
Caule *x
Aspidosperma cylindrocarpon Extrato (etanol) 44,0 _
Cerne **
Aspidosperma spruceanum Extrato (etanol) 65,0 _
Caule **
Anemopaegma arvense Fragdo (hexano) _ 16,1
Raiz ol
Anemopaegma arvense Fragdo (hexano) _ 24,3
Bignoniaceae : : = ol -
Cybistax antisyphilitica Fracéao (hexano) _ 26,5
Cerne **
Anemopaegma arvense Fracéo (hexano) . 27,6
Entrecasca *x
Celastraceae Maytenus guyanensis Fragdo (acetato de 56.6 _
etila) —
Entrecasca
Rutaceae Esenbeckia febrifuga Extrato (etanol) 15,5 _
Caule ol
Casearia sylvestris Fragdo (hexano) _ 0,9
Cerne faleied
Casearia sylvestris Fracéo (hexano) . 1,0
Entrecasca ookl
Casearia sylvestris Fracéo (hexano) . 1,2
Salicaceae i i Casca da Raiz el
Casearia sylvestris Fragdo (hexano) _ 1,3
Folha oo
Casearia sylvestris Fracéo (hexano) . 23
Cerne da Raiz ool
Casearia sylvestris Extrato (etanol) _ 7,7
Casca da Raiz faieied
Verbenaceae Lantana cujabensis Extrato (etanol) 14,7 _
Folha e Caule *x

ICso: Concentracdo inibitdria de 50% da populacdo em teste: ICs, atividade baixa *(1Cso>100);
ICs atividade moderada **(10<1C5,>100); ICs, atividade alta (IC5,<10). Fonte: (CABRAL et
al., 1993; SANAIOTTI et al., 1997; MIRANDA, 2000; MIRANDA; ABSY, 2000; OKUNADE;
LEWIS, 2004; CARVALHO, 2007; DOLABELA, 2007; MESQUITA et al., 2007;
DOLABELA et al., 2008; MARIATH et al., 2009; OLIVEIRA, 2012; DE PAULA, 2014;
MENEGUETTI et al., 20144a).
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Além das cepas W2 e FcB1, também sdo utilizadas outras (CRC) como: D2, Dd2, K1,
FcM29 e Nigerian Strains, em estudos in vitro contra P. falciparum. Os resultados de extratos

e fracGes de plantas amazoOnicas contra essas cepas estdo representados na Tabela 4.

Tabela 4. Atividade Anti-P. falciparum contra as cepas: D2, Dd2, K1 e Nigerian Strains de
extratos e fracOes de plantas amazoénicas.

Atividade antiplasmoédica

Familia Espécie Amostra (ug/mL)
D2 Dd2 Ky agerian
Strains
Aspidosperma megalocarpon Extrato (metanol) 8,0
Entrecasca ookl — — —
Apocynaceae Aspidosperma ulei Extrato (etanol) _ _ 17,6
Entrecasca **
Aspidosperma megalocarpon Extrato (metanol) 57,3
Entrecasca — — — **
Montrichardia linifera Fragdo
. <10
(diclorometano) _ s _ _
Caule
Montrichardia linifera Fragdo (metanol) o <10 o _
Caule ookl
Araceae Montrichardia linifera Extra(t;(z1 lEtlaéanol) . 10<I23£]<100 _ .
Montrichardia linifera Fracéo (acet.etila) 10<1Cs5,<100
Caule — ** — —
Montrichardia linifera Extrato (hexano) _ >100,0 _ _
Caule
Montrichardia linifera Fragag (hexano) >100,0 _ _
aule

ICso: Concentracgdo inibitéria de 50% da populagdo em teste: 1Cs, atividade baixa *(ICso>100); ICs, atividade
moderada **(10<1Cs5,>100); ICs, atividade alta (IC5,<10). Fonte: (CABRAL et al., 1993; MITAINE et al., 1998;
WENIGER et al., 2001; MITAINE-OFFER et al., 2002; AMARANTE et al., 2011; DE PAULA, 2014).

As espécies que demonstraram acdo antiplasmodial alta foram: A. megalocarpon e M.
linifera e ambas tiveram alguns metabdlitos secundarios testados, conforme descrito e
discutido no topico seguinte. As folhas de M. linifera apresentam alcaloides e triterpenos, o
que € sugerido como responsavel pela atividade antiplasmédica (BASCO et al., 1994;
COSTA et al., 2009a).

3.2.2 Atividade Anti-P. falciparum de metabolitos secundarios

E importante ressaltar que os dados acima tanto de (CSC) como de (CRC), foram
obtidos de extratos e fragOes, e teoricamente esses resultados podem ser potencializados com
o isolamento dos metabolitos secundarios dessas plantas. Alguns grupos de pesquisa estdo

direcionando esforcos para o isolamento dessas substancias com objetivo de obter uma droga
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com agdo potencializada e menor probabilidade de interagdes cruzadas e efeitos tdxicos. Em
contrapartida existem algumas dificuldades em se trabalhar com esses metabdlitos, tanto na
obtencdo que muitas vezes a quantidade é insuficiente para a realizacdo de testes in vivo,
como na realizacdo de testes in vitro, devido a dificil solubilidade desses compostos, que
muitas vezes so ocorre totalmente com solventes altamente toxicos aos meios de cultura.

Alguns resultados obtidos com metabdlitos secundéarios isolados de plantas da
Amazonia brasileira estdo exibidos na Tabela 5 e Figura 11.

Os resultados mais promissores foram dos metabo6litos neosergeolide, aspidocarpine,
elipticina, simalikalactone D e orinocinolide, isolados das espécies: Picrolemma sprucei,
Aspidosperma desmanthum, Aspidosperma vargasii, Quassia amara e Simaba orinocensis
respectivamente, ambas com acédo contra (CRC).

Os metabdlitos neosergeolide, simalikalactone D e orinocinolide fazem parte do grupo
dos triterpenos quassindides que constituem uma classe de substancias encontradas quase que
exclusivamente em plantas da familia Simaroubaceae (ALMEIDA et al., 2007).

Os quassinbides quimicamente sdo considerados triterpenos biodegradados com alto
padrdo de oxigenacao, apresentando uma ampla faixa de atividade biolégica (POLONSKY:;
FORTSCHR, 1985), como: antivirais (APERS et al., 2002), anti-helmintico (NUNOMURA et
al., 2006) e antimalarica (ANDRADE-NETO, 2007), sendo esses metabdlitos conhecidos por
inibir o crescimento de P. falciparum in vitro em concentragdes nanomolares, tendo o ICs até
trés vezes menor do que o da cloroquina e do quinino na inibicdo de P. falciparum e de até
cinco vezes melhor para inibicdo de P. berghei, também demonstrando melhor atividade in
vivo (roedores), do que a cloroquina e artemisinina, entretanto, geralmente apresentam
toxicidade devido principalmente a inibicdo da sintese de proteinas (FANDEUR et al., 1985;
KUO et al. 2004; MUHAMMAD et al., 2004; ANDRADE-NETO, 2007; SILVA ET AL.,
2009).

Os outros dois metabolitos que tiveram [Cs0<0,1ug/mL foram os alcaloides
aspidocarpine e elipticina. Os metabolitos aspidocarpine e elipticina, séo alcaloides indolicos,
com amplo espectro de atividades bioldgicas alem da acdo antiplasmddial, como atividade
antimicrobiana, antibacteriana e citotdxica, sendo esta Ultima a responsavel pela elipticina se
tornar um dos alcaloides indolicos mais estudados, chegando a ser utilizada em ensaios
clinicos no tratamento do cancer (MITAINE et al., 1998; PEDERSEN et al., 2005; ENDRESS
etal., 2007).
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Tabela 5. Atividade Anti-P. falciparum contra cepas: 3D7, FcM29, K1, W2 e Nigerian
Strains, de compostos secundarios isolados de plantas amazoénicas.

Atividade antiplasmodica

Familia Espécie Amostra (ng/mL)
Nigerian
3D7  FcM29 K1 W2 ger
Strains
Simaroubaceae Picrolemma sprucei Neosergeolide _ 0,001
*kk
Aspidosperma desmanthum Aspidocarpine _ 0,007
Apocynaceae ookl
Aspidosperma vargasii Elipticina o o 0,018
KKk
Quassia amara Simalikalactone D _ _ 0,037
Simaroubaceae ookl
Simaba orinocensis Orinocinolide _ _ 0,085
*kk
Piperaceae Montrichardia linifera 4-Nerolidylcatechol . 0,21
Aspidosperma oblongum Usambare o 0,23
Aspidosperma oblongum Ochrolifuani _ 0,47
*kk
Aspidosperma parvifolium Uleine _ _ 0,75
*kk
Aspidosperma ulei 20-epi-dasycarpidone _ _ 4,5
*kk
Apocynaceae Aspidosperma parvifolium Uleine 11,9 _
*%
Aspidosperma megalocarpon Fendlerine 25,6
*%
Aspidosperma megalocarpon Aspidolimidine _ _ 28,0
**
Aspidosperma megalocarpon Aspidoalbine 59,2
*%
Esenbeckia febrifuga Skimmiamine . . 75,3
*%
Esenbeckia febrifuga Rutaevine . . >100,0
*
Esenbeckia febrifuga Rutaevine >100,0 .
*
Rutaceae Esenbeckia febrifuga g-Fagarine 109,8 .
*
Esenbeckia febrifuga g-Fagarine _ _ 157,2
Esenbeckia febrifuga Skimmiamine 166,0 _
Esenbeckia febrifuga Flindersiamine 265,6 -
*
Esenbeckia febrifuga Flindersiamine o o 348,0
*

ICsp: Concentracao inibitoria de 50% da populagdo em teste: I1Cs, atividade baixa *(I1Cs5,>100); ICs, atividade
moderada **(10<IC5,>100); ICs, atividade alta (1C5,<10). Fonte: (AMORIM et al., 1986; AMORIM et al., 1988;
MITAINE et al., 1998; MITAINE-OFFER et al., 2002; MUHAMMAD et al., 2004; DOLABELA, 2007;
ALMEIDA et al., 2007; BERTANIA et al., 2006; ANDRADE-NETO, 2007; DOLABELA et al., 2008;
CALDERON et al., 2009; PASSEMAR et al., 2011; DE PAULA, 2014; CHIERRITO et al., 2014)
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Figura 11. Estrutura quimica de compostos secundarios isolados de plantas da Amazénia com
atividade anti-P. falciparum.
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A: Aspidocarpine; B: Fendlerine; C: Aspidolimidine; D: Aspidoalbine; E: Usambarensin; F: Ochrolifuanin A; G:
Uleine; H: 20-epi-dasycarpidone; I: Ellipticine; J: 4-Nerolidylcatechol; L: Rutaevine; M: g-Fagarine; N:
Flindersiamine; O: Neosergeolide; P: Simalikalactone D; Q: Orinocinolide.
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As espécies M. linifera e A. oblongum, tiveram seus resultados potencializados com o
isolamento dos metabdlitos 4-nerolidylcatechol, usambare e ochrolifuani, onde os melhores
resultados dos extratos e fracdes foram entre ICs de 4,0 a 10pg/mL, enquanto nos isolados o
ICs foi de 0,21 a 0,47ug/mL, ambos testados contra (CRC), mostrando a importancia do
isolamento dessas substancias, para a busca de novos farmacos. Por outro lado a espécie A.
megalocarpon, teve sua agdo reduzida com o isolamento dos metabolitos fendlerine,
aspidolimidine e aspidoalbine, pois enquanto o extrato metanolico apresentou 1C5o=8,0ug/mL,
os isolados tiveram apenas o ICsy entre 25,6 e 59,2ug/mL ambos testados contra (CRC),
demonstrando que nessa espécie a boa atividade do extrato pode estar relacionada a interacéo
entre os diferentes alcaloides, ou 0 metabdlito com a principal agdo antiplasmodial, ainda néo
foi isolado e/ou testado.

Além das espécies com dados comprobatérios de acdo Anti-plasmodium falciparum,
outras também sdo citadas pelas populacdes tradicionais no tratamento antimalérico,
antifebril, antiparasitaria e dores no figado, tais como: Apocynaceae: A. album, A.
auriculatum, A. cuspa, A. discolor, A. sandwithianum, A. schultesii, A. tomentosum;
Apocynaceae: Himatanthus sucuuba; Asteraceae: Ageratum conyzoides; Bixaceae: Bixa
orellana; Clusiaceae: Mammea americana; Compositae: Acanthospermum australe, Pluchea
sagitalis, Spilantes oleracea, Vernonia condenrata; Convolvulaceae: Calycobolus sp;
Euphorbiaceae: Croton cajucara, C. lechleri Euphorbia papillosa; Fabaceae: Bowdichia sp,
Erythrina sp, Senna occidentalis, S. alata, S. spruceana; Guttiferae: Vismia japurensis;
Labiatae: Leonotis nepetaefolia, Ocimum sp; Leguminosae: Bauhinia rutilans, Desmodium
aakendens; Malpighiaceae: Banisteriopsis caapi, Malvaceae: Gossypium herbaceum, Sida
spinosa; Meliaceae: Carapa guianensis; Menispermaceae: Abuta concolo, A. grandifolia;
Moraceae: Ficus sp; Nyctaginaceae: Boerhavia hirsuta; Piperaceae: Piper glabratum, P.
acutifolium, P. callosum; Pocynaceae: Geissospermum sericeum; Portulacaceae: Portulaca
pilosa; Rhamnaceae: Ampelozizyphus amazonicus; Rubiaceae: Coutarea hexandra, Cinchona
sp, Remijia sp, Psychotria viridis; Solanaceae: Physajis brasiliensis, essas espécies sao
indicadas para estudos da acdo antiplasmodial de seus extratos, fragOes e isolados (DI STASI,
2002; LEE; COLL, 2002; ANDRADE-NET et al., 2003; BARBOSA et al., 2003;
QUIGNARD et al., 2003; BERG, 2010; ARAUJO JR et al., 2007; FLORES et al., 2008;
CALDERON et al., 2009; FAO et al., 2012; BEZERRA et al., 2012).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Clusiaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Euphorbiaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Malpighiaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Meliaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Moraceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Piperaceae
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3.3 CONSIDERACOES FINAIS

Constatou-se uma grande diversidade de espécies vegetais na Amazonia brasileira com
potencial para a investigacdo de novos fitoterapicos e metabdlitos secundarios com acéo
antiplasmodial, além do tratamento de outras parasitoses negligenciadas. A presente revisao
demonstrou que estudos futuros devem ser direcionados com espécies que apresentem 0s
metabolitos triterpenos quassindides e alcaloides inddlicos, estes que apresentaram as
melhores a¢des anti-P. falciparum. Porém, para a realizacdo desses estudos é necessario além
de apoio financeiro, a interacdo entre diferentes laboratérios e grupos de pesquisa para a
formacdo de equipes multidisciplinares e interdisciplinares, o que ird potencializar o nivel da
pesquisa na regido e aumentar a probabilidade de descoberta de novos farmacos

antimalaricos.
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4.1 ETNOFARMACOLOGIA ANTILEISHMANIAL

S80 descritas 32 especies de plantas da Amazonia brasileira com atividade
antileishmanial, sendo distribuidas em 18 familias botanicas. Destas, 27 apresentaram acao
contra a espécie Leishmania amazonensis, 7 contra Leishmania donovani, 6 contra
Leishmania braziliensis, 3 contra Leishmania chagasi, 2 contra Leishmania guyanensis e 2

contra Leishmania major.

4.2 PLANTAS COM ATIVIDADE CONTRA FORMAS PROMASTIGOTAS DE

Leishmania spp

As formas promastigotas de Leishmania sp sdo flageladas extracelulares, e estéo
presentes no trato digestorio dos insetos vetores (CHOI; LERNER, 2001; SOARES-
BEZERRA et al., 2004).

Foram encontradas 27 espécies de plantas amazénicas com atividade contra formas
promastigotas de Leishmania spp, sendo divididas em 16 familias, conforme pode ser
observado na Tabela 6.

Os extratos com potencial agdo contra formas promastigotas foram isolados da espécie
C. sylvestris, onde os extratos hexanicos do cerne, da casca do caule e o0 extrato etandlico da
casca da raiz, apresentaram respectivamente um ICsp de 0.3 pg/mL, 0.2 pg/mL e 0.1 pg/mL
contra L. donovani (MESQUITA et al., 2005).

Extratos de Casearia sylvestris tem sido utilizados na medicina popular como agentes
antiinflamatdrios, antidlcera, antiofidico e antitumoral (FERREIRA et al., 2011), sendo

descrito por Mesquita et al. (2005), como um potente leishmanicida e antitrypanosomal.



Tabela 6. Atividade antileishmanial em células promastigotas de Leishmanial spp.

Atividade antileishmanial

Familia Espécie Amostra =~ =
p 1Cso Espécie Referéncias
Extrato hexanico (casca) 42.7 pg /mL** L. guyanensis
e A
Extrato diclorometanico (casca) 22; HE //TnLL** II_' : S:Jayzalﬂeenn:ss
19 o e L COSTA et al., 2006
Extrato metanélico (casca) il /il = guyanensis
24.3 pg /mL** L. braziliensis
Annona foetida Annomontine 10.7 pg /mL** L. braziliensis
Liriodenine 18 ug /mL** L. braziliensis
16,2 pug /mL** L. amazonensis
Annonaceae . . 9.9 pg /mL* L. braziliensis COSTA et al., 2009b
Oleo essencial (Folhas) 272 ng ImL* L. chagasi
4.1 pg /mL* L. guyanensis
25 pg/mL” L. amazonensis
Annona spinescens Anonaine (raiz) 50 ig/mL“ L. braziliensis Mo el A0
7 . s CALDERON et al., 2009
100 pg/mL’ L. donovani
30.8 ug/mL” L. amazonensis MAHIOU et al., 1994
Guatteria foliosa Isoguattouregidine (entrecasca) 4 . ZASLOFF, 2002
30.8 pg/mL L. donovani CALDERON et al.,, 2009
Apocynaceae Himatanthus obovatus Extrato etandlico (raiz) 7.5 pg/mL*** L. donovani MESQUITA et al., 2005
q N AT 235 pg/mL* L. chagasi
Araliaceae Hydrocotyle bonariensis Extrato metandlico (folhas) 3025 ugimL™ COTenms TEMPONE et al,, 2008
Avristolochiaceae Aristolochia cymbifera Extrato metanélico (folhas) 89.2 pg/mL** L. chagasi
Fracéo acetato de etila (folhas) 53.3 pg/mL** L. amazonensis

Cecropiaceae Cecropia pachystachya Fracéo n-butanol (folhas) 24.8 pg/mL** L. amazonensis CRUZ et al., 2013
Fragéo diclorometano (folhas) 5.6 pg/mL*** L. amazonensis
n - e Extrato hexanico (frutos) 15 pg/mL** L. amazonensis
Clusiaceae Garcinia brasiliensis Fukugetin (frutos) 32 ngm* L Cherenes PEREIRA et al., 2011
Extrato etanélico (frutos) 24,8 pg/mL** L. amazonensis TELESetal., 2011
ComiETEERES Comfiein e 35,65, 16B-triidroxilup-20(29)-eno 3,3 pg/mi* L. amazonensis BARROS et al., 2013
Euphorbiaceae A Oleo essencial (folhas) 0.008 pg/mL*** L. amazonensis
et IR linalool (folhas) 0.004 pg/mL*** L. amazonensis REHAEsE, AL
Copaifera reticulata 5 pg/mL *** L. amazonensis
Copaifera martii 14 pg/mL** L. amazonensis
Fabaceae Copaifera paupera Oleo (seiva) 11 pg/mL** L. amazonensis SANTOS et al., 2008
Copaifera officinalis 20 pg/mL** L. amazonensis

Copaifera multijuga

10 pg/mL**

L. amazonensis

Extrato metandlico (folhas)

3.9 pg/mL***

L. amazonensis

45.6 pg/mL** L. braziliensis
Lacistemataceae Lacistema pubescens 3.5 pg/mL*** L. amazonensis SILVA et al., 2014a
Extrato hexanico (folhas) 17 pg/mL** L. braziliensis
4.2 pg/mL*** L. major
Extrato hexanico (entrecasca) 17 pg/mL** L. braziliensis
Extrato cloroférmico (entrecasca) 6.4 pg/mL*** L. braziliensis
Extrato metandlico (entrecasca) 10 pg/mL*** L. braziliensis
Trans-caryophyllene, ethyl palmitate, 197.8 pg/mL* L. braziliensis

Lecythidaceae

Gustavia elliptica

hidnocarpato of ethyl, Ethyl oleate, ethyl

stearate and friedelin together
(entrecasca)

290.6 pg/mL*

L. guyanensis

Extrato cloroférmico (entrecasca)

7.7 png/mL*

L. guyanensis

ALMEIDA et al., 2011

Meliaceae Guarea kunthiana Extrato hexanico (raiz) 7.9 pg/mL*** L. donovani MESQUITA et al., 2005
Epi-friedelinol (folhas) 91 pg/mL** L. amazonensis
Stigmasterol +Sitosterol (folhas) 56 pg/mL** L. amazonensis
. . Acido oleanélico (folhas) 10 pg/mL** L. amazonensis TORRES-SANTOS et al.,
Moraceae Pourouma guianensis Acido urs6lico (folhas) 5 pg/mL* L. amazonensis 2004
Sitosterol + St(lgorrﬁigrol glucosides 50 ug/mL** L. EEEEES
kK ili i
Methyl 3,4-dihydroxy-5-(3"-methyl-2'- :}.22 “S;‘;E** LI'_ bgiznlg\?::;s
Piper glabratum butenyl)benzoate (folhas) T 1 e = -
.2 pg/ml . amazonensis
o 8L9 pg/m* ___L. braziliensis RECRESEILL2CS
Piper acutifolium 3,4- dihydroxy-5-(2- hydroxy-3- 3 Horm="= : L
methylbutenyl)benzoate (folhas) CLE9 pg/mL** L donovam_
Piperaceae _ _ 89.5 pg/mL:; L. amazonens!s
Piper aduncum Extrato metandlico (folhas) 29 pug/mL** L. amazonensis BRAGA et al., 2007
2-[1-hydroxy-3-phenyl-(Z,2E)-2-
Piper carniconnectivum ( E)ropyenyli[)i,ene‘]J-4-r?1,et(hyl-4-) 4.4 pg/mL*** L. amazonensis PAES_GONZ%ALVES ael,
cyclopentene-1,3-dione) (raiz) i
Piper tuberculatum 3-(3,4,5-trimethoxyphenyl) (frutos) 145 pg/mL* L. amazonensis FERREIRA et al., 2010
Pothomorphe umbellata Extrato metandlico (folhas) 39 pg/mL** L. amazonensis BRAGA et al., 2007
Extrato hexanico (folhas) 3.7 pg/mL*** L. donovani
Extrato hexanico (cerne) 0.2 pg/mL*** L. donovani
Extrato hexanico (cerne) 0.3 pg/mL*** L. donovani
Extrato etandlico (casca da raiz) 0.1 pg/mL*** L. donovani
Salicaceae Casearia sylvestris Extrato (casca da raiz) 1.0 pg/mL*** L. donovani MESQUITA et al., 2005
Extrato etanélico (raiz) 5 pg/mL*k* L. donovani
Extrato hexanico (raiz) 11.4 pg/mL** L. donovani
Extrato etandlico (frutos) 4.9 pg/mL*** L. donovani
Extrato hexanico (frutos) 9.5 pg/mL*** L. donovani
Verbenaceae Lippia alba Extrato metandlico (folhas) 62.7 pg/mL** L. chagasi TEMPONE et al., 2008
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ICsp: Concentracdo inibitoria de 50% da populacéo em teste: baixa atividade *(ICsy>100); atividade
moderada **(10<ICs,>100); alta atividade ***(ICs,<10). * Concentragdo inibitéria de 100% da
populacdo em teste.
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A composicdo quimica de C. sylvestris é caracterizada principalmente por diterpenos
tipo clerodanicos (BOU et al., 2014), entre eles casearvestrina A, casearvestrina B,
casearvestrina C (OBERLIES et al., 2002) 15-hidroxi-3-cleroden-2-one, acido (-)-hardwickiic
(SANTOS et al., 2007), casearina A, casearina B, casearina G, casearina J (SANTOS et al.,
2007; BOU et al., 2014), casearina U, casearina V, 2-metoxi-cleroda-3,13-dien-18-carboxi-
15,16-olideo, 15&-metoxi-cleroda-3,12-dien-18-carboxi-15,16-olideo, 15-oxo-echinophyllina
A, echinophyllina A, acido (—)-patagonico, tyrosol, oplopanona, 4-hidroxi-4-metil-2-[(1R)-1-
(1-metiletil)-4-oxopentil]-2-ciclohexen-1-ona e 153,6a-dihidroxieudesman-4(15)-eno
(WANGET al., 2009a), sendo encontrado também diterpenos glicosideos como sylvestrisides
A e B (WANGET al., 2009b).

Os metabolitos casearinas isolados da C. sylvestris tem demonstrado uma boa agédo
contra Trypanosoma cruzi e Leishmania spp (BOU et al., 2014), provavelmente devido a
provocarem o0 rompimento da membrana plasmatica do parasito, 0 que ocasiona 0
esgotamento dos gradientes ionicos, efluxo de nutrientes e outros componentes
citoplasmaticos, provocando a lise osmética e consequentemente a morte celular (MARR et
al., 2012). A segmentacdo da membrana plasmatica de protozoarios tem sido considerada uma
abordagem promissora para o estudo de novos candidatos a farmacos (OLIVEIRA et al.,
2012), porém, alguns casearins, como o casearin J, tem demonstrado uma elevada toxidade
em células de mamiferos (BOU et al., 2014), sendo indicados estudos futuros para uma
melhor compreensdo desses efeitos, pois a composicdo de esteroides da familia
Tripanosomatidae difere das células de mamiferos, devido a presenca predominante do
ergosterol, episterol, e outros 24 ester6is metilicos, que sdo completamente ausente nas
células dos hospedeiros (MEDINA et al., 2012).

Entre as espécies estudadas contra L. amazonensis, 0s extratos com melhor acdo foram
0s extratos hexanico e metandlico das folhas da espécie L. pubescens, com ICs de 3.5ug/mL
e 3.9ug/mL respectivamente. Estes extratos também demonstram acdo contra as bactérias
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Enterobacter cloacae e Enterococcus faecalis (SILVA et al.,
2014a), além de atividade antinociceptiva, antiinflamatoria (SILVA et al.,, 2012) e
antioxidante, esta ultima ocorre provavelmente devido a presenca de compostos fenolicos
detectados nesta espécie (SILVA et al., 2011), juntamente com &cido palmitico, estearico e
acido linoleico; phytol e sitosterol (SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2014a).
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A presenga do sitosterol e o phytol podem justificar a acdo leishmanicida dessa
espécie, visto que em estudo realizado por Torres-Santos et al. (2004) o sitosterol inibiu 70%
das formas promastigotas de L. amazonensis, demonstrando também atividade
antiproliferativa contra células de tumores humanos (CUNHA-FILHO et al., 2010), sugerindo
que o sitosterol induz a endorreduplicacéo, promovendo a dindmica dos microttbulos do fuso
por meio de vias de sinalizacdo. Enquanto o phytol tem demonstrado inducdo de apoptose
(KOMIYA et al., 1999), provocando citotoxicidade em linhagens celulares de cancer como
HL60 (BLOCK et al., 2004).

Contra 0 agente etiologico L. braziliensis, a espécie G. elliptica demonstrou o0s
melhores resultados com ICsy de 6,4ug/mL do extrato cloroformico ¢ 10ug/mL do extrato
metanolico, ambos preparados da entrecasca (ALMEIDA et al., 2011). A espécie G. elliptica
apresenta em sua estrutura quimica norisoprenoides: blumenol B e 6-epiblumenol B,
triterpenos: friedelina, friedelanol, a-amirina, B-amirina, epifriedelanol, moretenol, e ursa-
9(11), 12-dien-3-ol; sesquiterpenos: trans-cariofileno e a-humuleno; ésteres de acidos graxos:
palmitato de etila, linoleato de etila, oleato de etila, estearato de etila e hidnocarpato de etila
(ALMEIDA et al., 2011).

Uma das provaveis explicacBes para a atividade antileishmanial desta espécie é a
presenca de triterpenos e sesquiterpenos, visto que suas eficacias antiparasitarias sdo
demonstradas por varios estudos (TORRES-SANTOS et al., 2004; TELES et al., 2011,
BEGUM et al., 2014.

Torres-Santos et al. (2004) e Teles et al. (2011) realizaram estudos da acdo de
triterpenos isolados sobre as formas promastigotas de L. amazonensis e descobriram que
triterpenos pentaciclicos com maior nimero de grupos de hidroxilas apresentam maior acao
antipromastigotas. Outro estudo demonstra que os triterpenos, estimulam a granulocitose e
fagocitose, auxiliando no combate a infeccdo (AKIHISA et al., 1996). Porém, mesmo com
essas informacdes até 0 momento o mecanismo de acdo pelo qual os triterpenos inibem o
crescimento de formas promastigotas de Leishmania spp ainda ndo foi totalmente elucidado
(LIMA etal., 2011).

Entre os metabdlitos secundarios isolados, o que apresentou melhor resultado com
ICs0de 0.004 ug/mL foi o linalool isolado das folhas da espécie C. cajucara, esta que também
apresentou o Oleo essencial com ICsg 0.008 pg/mL, ambos tiveram agdo contra células

promastigotas da espécie L. amazonensis (ROSA et al., 2003).
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Um dos mecanismos de acdo do linalool, estimula a producdo de espécies reativas de
oxigénio como o o6xido nitrico (NO), para inibir a atividade da cadeia respiratoria
mitocondrial e para diminuir os niveis de adenosina trifosfato (ATP) e glutationa das células
(USTA et al., 2009; RONDON et al., 2012), 0 que provoca a sua acao antileishmania.

O linalool também apresenta acdo antitripanossomicida contra células epimastigotas e
tripomastigota de T. cruzi (SANTORO et al., 2007), antibacteriana cariogénicas e
periodontopatogénicas (PARK et al., 2012), atuando contra as espécies S. aureu, E. faecalis,
E. coli, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Salmonella typhi e P. aeruginosa (MAZZANTI
et al., 1998). Estudo realizado com as bactérias S. aureus, E. coli e S. typhimurium, descreve
outro mecanismos de acao do linalool, onde 0 mesmo provoca alteracdo da permeabilidade e
na funcdo da membrana plasmaética, provocando a perda da matéria intracelular e
consequentemente a morte celular (ZENGIN; BAYSAL, 2014). Outra atividade descrita para
o linalool é a acdo contra os fungos Candida albicans, Candida krusei e Candida Tropicalis
(MAZZANTI et al., 1998), do mesmo modo esta a¢do antifungica foi observada em 6leos
essenciais que contém linalool, contra as espécies Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii,
Phytophthora capsici e Septoria tritici (ANGIONI et al., 2003). Os 6leos essenciais contendo
linalool em sua composicdo quimica também apresentam agdo in vitro contra células
epimastigota e tripomastigota de T. cruzi (SANTORO et al., 2007).

Outros metabdlitos que apresentaram bons resultados contra promastigotas foram
fukugetin isolado da espécie G. brasiliensis e 34,6/, 164-triidroxilup-20(29)-eno isolado de C.
leprosum com ICspde 3.2 pg/mL e 3,3 pg/mL respectivamente, ambos contra L. amazonensis
(PEREIRA et al., 2011; TELES et al., 2011).

O metabdlito 34,64,16-triidroxilup-20(29)-eno, também apresentou atividade
antinociceptiva (PIETROVSKI et al., 2006), microbioldgica (LIMA et al., 2011) e com o
mesmo foi desenvolvida uma formulacdo lipossomal que reduziu a taxa de infeccdo de
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c por promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis (BARROS et al, 2013). Uma das provaveis explicacbes para a acao
leishmanicida desse metabdlito é a desestabilizacgio da membrana plasmatica
(BRONIATOWSKI et al., 2012).
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43 PLANTAS COM ATIVIDADE CONTRA CELULAS AMASTIGOTAS
INTRACELULAR DE Leishmania spp

Foram encontradas 9 espécies de plantas amazénicas com atividade antileishmanial
contra células amastigotas intracelular, sendo divididas em 7 familias, conforme pode ser

observado na Tabela 7.

Tabela 7. Atividade antileishmanial em amastigotas intracelular de Leishmanial spp.
Atividade antileishmanial

Familia Espécie Amostra 1Cso Espécies Referéncias
SEM; CHATTERIEE etal., 2011

Apocynaceas Himatanthus sucuuba latex (Caule) 15.7 pg/mL** L. amazonensis SOARES et al., 2010
. q A AT q SEM; CHATTERIJEE et al., 2011
ok ; T )
Bidens pilosa Extrato hidroalco6lico (Folhas) 42.6 pg/mL L. amazonensis GARCIA et al., 2010
Croton pullei Julocrotine (Casca) 6.1 pg/mL*** L. amazonensis GUIMARAES et al., 2010
Euphorbiaceae . Oleo essencial (Folhas) 0.02 pg/mL*** L. amazonensis
G G Linalool (Folhas) 0.01 pg/mL*** L. amazonensis oA e, Ak
Fabaceae Copaifera reticulata Oleo (seiva) 20 pg/mL” L. amazonensis SANTOS et al., 2008
. Lacistema pubescens Extrato metandlico (Folhas) 35.9 pg/mL** L. amazonensis
LeGINGTEEEEEE Extrato hexanico (Folhas) 22.1 pg/mL** L. amazonensis SIRYAcrelL, 28kE
. 27 pg/mL** L. amazonensis TORRES-SANTOS et al., 2004
Moraceae Pourouma guianensis 2u,3B-dL)r}zd;é)iﬁya:rz?;;)z-en-zs- - L L amazonensis SEM; CHATTERJEE et al., 2011
s : BARROS et al., 2013
Plumbagin (Casca) 10 pg/mL” L. amazonensis
., o 3,3-Biplumbagin (Casca) 50 pg/mL*™ L. amazonensis FOURNET et al., 1992a
8,8-Biplumbagin (Casca) 10 pg/mL*** L. amazonensis FOURNET et al.,1992b
Glucantime (Casca) 10 pg/mL™ L. amazonensis
. Fisalina B (folhas) 0.06 pg/mL*** L. amazonensis X
Solanaceae Physalis angulata Fisalina F (folhas) 0.05 ug/mL* L. major GUIMARAES et al., 2009

ICso: Concentracdo inibitoria de 50% da populacdo em teste: baixa atividade *(1Cso>100); atividade
moderada **(10<ICs;>100); alta atividade ***(1Cs,<10). * Concentracéo inibitéria de 100% da
populagdo em teste. * Concentracéo inibitdria de 80% a 90% da populagéo em teste.

Os extratos que apresentaram melhores resultados contra células amastigotas
intracelular de L. amazonensis foram os hexanico e metandlico das folhas de L. pubescens
com ICsp de 22.1 pg/mL e 35.9 ug/mL respectivamente, resultados estes superiores aos
obtidos em células promastigotas onde 0s mesmos extratos apresentaram ICsq abaixo de 4,0
pg/mL (SILVA et al., 2014a). Esses extratos tambeém demonstraram citotoxicidade para
células do hospedeiro, porém, aproximadamente quatro vezes menores que as apresentadas
pelas células amastigotas de L. amazonensis (SILVA et al., 2014a), demonstrando a
importancia da realizacdo de estudos futuros para o isolamento dos metabdlitos secundarios
que revertam a citotoxicidade e potencializem os efeitos antileishmania.

Assim como nos dados com as formas promastigotas, a espécie C. cajucara foi
responsavel pelo melhor resultado com metabolito secundério isolado testado contra as
amastigotas de L. amazonensis, onde o linalool retirado das folhas demonstrou um ICsy de
0.01 pg/mL, mantendo um perfil similar ao observado com o 6leo essencial tambem extraido
das folhas com ICs de 0.02 ug/mL (ROSA et al., 2003).
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Um estudo realizado por Rosa et al. (2003) demonstrou que células tratadas com
linalool produziram o dobro da quantidade de NO em relacdo ao controle negativo, o que
reforca a hipdtese de que o mesmo atua estimulando a producdo de NO por macréfagos,
provocando a erradicacdo da infeccdo por Leishmania spp. Além disso, o linalool nédo
apresentou citotoxicidade contra as linhagens de células de carcinoma cervical humano
(HeLa), carcinoma de pulmédo humano (A-549), adenocarcinoma do c6lon humano (HT-29),
células do rim de primatas (Vero) (SILVA et al.,, 2007) e macrofagos peritoneais de
camundongos (SILVA et al., 2007; ROSA et al., 2003), demonstrando a inocuidade citotoxica
contra células de mamiferos (ROSA et al., 2003) e um grande potencial farmacol6gico.

Os metabolitos fisalinas F e B isolados das folhas de P. angulata, também
apresentaram resultados promissores com ICsq de 0.05 pg/mL contra L. major e 1Cso de 0.06
ug/mL conta L. amazonensis respectivamente (GUIMARAES et al., 2009).

A atividade in vivo da fisalina F foi demonstrada em um modelo de leishmaniose
cutdnea em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis. Estes resultados sugerem
a utilizacdo de fisalina como uma droga alternativa no tratamento da leishmaniose cutanea
(GUIMARAES et al., 2010).

Fisalinas B e F tem atividade anti-inflamat6ria e imunomoduladora (SOARES et al.,
2003; SOARES et al., 2006), inibindo a producdo de NO e citocinas pro-inflamatérias tais
como interleucina-12 (IL-12), fator de necrose tumoral-a. (TNF-a)) e fator nuclear kappa B
(NF-xB) (SOARES et al., 2003; JACOBO-HERRERA et al., 2006). A IL-12 estimula a
producdo de interferon-y (IFN-y) pelos linfécitos T e pelas células (NK), estas que, por sua
vez, ativam os macréfagos para destruirem os parasitos de Leishmania spp (SEDER et al.,
1993). O TNF-o também ativa os macréfagos para eliminar as formas intracelulares do
parasito por meio de um mecanismo que envolve a produgdo de NO (BOGDAN et al., 1990).
O NF-kB ¢ um fator de transcricdo importante nas respostas inflamatdrias, e acredita-se que
sua inibicdo ocorre devido a presenca de uma ligacdo dupla e um anel epoxido entre os
carbonos 5 e 6 das fisalinas B e F respectivamente (JACOBO-HERRERA et al., 2006;
GUIMARAES et al., 2009). Apesar do efeito benéfico do tratamento fisalinas in vivo parecer
contraditorio devido sua atividade inibitéria promissora e ao mesmo tempo acéo
imunossupressora, acredita-se que a inibicdo de crescimento de Leishmania in vivo, ocorreu
devido a acdo direta destes seco-esteroides no parasito, estes que também apresentam
propriedades anti-inflamatdrias que podem ser relevantes para o processo de cicatrizacdo das

lesbes cutdneas de leishmaniose, sugerindo que os dois mecanismos de acdo das fisalinas,
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imunomodulador e leishmanicida, desempenham um papel no tratamento da leishmaniose
cutanea (GUIMARAES et al., 2009).

As fisalinas B e F inibem o crescimento de varios tipos de células de leucemia humana
in vitro, tendo fisalina F demonstrado citotoxicidade in vitro em linhagens celulares de cancer
humano (WU, 2012), indicando que fisalina F podem atuar potencialmente como um
quimiopreventivo ou agente quimioterapéutico, desencadeando mecanismos de apoptose que
ocorre pela fragmentacdo do DNA e externalizacdo de fosfatidilserina (OOI, 2013). N&o
foram encontrados estudos que demonstrem a citotoxicidade das fisalinas B e F sobre
macrofagos de mamiferos, sendo indicados estudos para avaliagdo dos riscos genotdxicos in
Vivo.

Também é importante destacar que os resultados antileishmanicidas podem variar de
acordo com a técnica utilizada, o tempo de exposicdo a droga, variacao geografica da espécie
vegetal e também o periodo de coleta da mesma, sendo indicados estudos futuros analisando

também essas caracteristicas.

4.4 CONSIDERACOES FINAIS

Constatou-se uma grande diversidade de espécies vegetais da Amazonia brasileira
como potencial fonte de compostos para a investigacdo de novos fitoterapicos e metabdlitos
secundarios com acdo antileishmanial. A presente revisdo demonstrou que as espécies dos
géneros Caseania, Croton e Physalis sdo fortes candidatas para busca de novos farmacos
antileishmanicidas, pois ambas apresentaram um ICso menor que 1pg/mL em testes in vitro
contra as formas promastigotas ou amastigotas de Leishmania spp. Sendo também indicado o
direcionamento de estudos futuros para espécies que apresentem metabolitos terpendides ou
esteroides, visto o potencial antileishmanial que os mesmos demonstram. Porém, para a
realizacdo desses estudos € necessarios além de apoio financeiro, a interacdo entre diferentes
laboratorios e grupos de pesquisa para a formacdo de equipes multidisciplinares e
interdisciplinares, o que ira potencializar o nivel da pesquisa na regido e maximizar a

probabilidade de descoberta de novos farmacos antiparasitarios.
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5. CAPITULO III

Analise Citotoxica, Mutagénica e Genotoxica do Extrato Aquoso de
Maytenus guianensis Klotzsch Ex Reissek (Celastraceae) Chichua (Xixud)

Amazonico

Esse capitulo é referente aos dados dos artigos:

Analise Citotoxica e Mutagénica do Extrato Aquoso de Maytenus guianensis Klotzsch Ex

Reissek (Celastraceae) Chichué (Xixua) Amazodnico

Publicado na Revista Ciéncia e Natura (Anexo I1)

CIENCIAtNATURA

Acute genotoxicity analysis in vivo of the aqueous extract of Maytenus guianensis

amazonian chichua

Publicado na Revista Brasileira de Farmacognosia (Anexo I11)

yvista Brasileira

Farmacognosia g .

AN JOURNAL OF PHARMACOGNOSY
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5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As amostras de M. guianensis foram coletadas em fevereiro de 2008 na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010)
(Latitude 02°53°S, Longitude 59°58"W). A identificacdo da espécie foi realizada no Herbario

do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA), exsicata n® 188.485.

5.1.2 Preparo do extrato

A entrecasca M. guianensis foi triturada para aumentar a superficie de contato com o
solvente, os extratos aquosos foram preparados por meio de maceragdo em H,O mineral por
72 horas para os testes de Allium cepa e infusdo em H,O mineral a 80°C por 10 minutos, para
0s testes em camundongos. Ambos nas seguintes concentracdes: (3,85mg/mL) normalmente
utilizada pela populagdo em maceracdes e infusdes, (38,5mg/mL) dez vezes mais
concentrada, (77mg/mL) vinte vezes mais concentrada e (192mg/mL) cinquenta vezes mais
concentrada (CAMPAROTO et al., 2002).

5.1.3 Andlise citotdxica e mutagénica em A. cepa

O experimento utilizou a espécie Allium cepa, (conhecida popularmente como cebola
de cabeca) organica de tamanho uniforme, de mesma origem, ndo germinadas e saudaveis.

Em cada concentracdo e controles foram utilizadas 10 bulbos e A. cepa, sendo estes
submersos para germinacdo em 50mL dos extratos em estudo a 24C°, durante 72 horas.

Foram utilizados os seguintes tratamentos: Controle Negativo (CN) contendo H,O

mineral e Controle Positivo (CP) contendo paracetamol diluido na concentracdo de 800mg/L,
esta que é descrita como citotoxica e mutagénica (BESSEMS et al., 1995; STURBELLE et
al., 2008; DUSMAN et al., 2012). Para os testes citotoxicos e mutagénicos foi utilizado o CN

e 0 extrato aquoso de M. guianensis nas seguintes concentragfes: 3,85mg/mL, 38,5mg/mL,
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77mg/mL e 192mg/mL. Ja para os testes anticitotoxicos e antimutagénicos foram utilizadas as
mesmas concentragdes do extrato aquoso de M. guianensis descrito acima, adicionado do CP.

5.1.3.1 Andlise Citotdxica

A analise citotoxica em A. cepa foi realizada com base na germinacdo dos meristemas
(FISKESJO, 1985). As raizes foram medidas com 72 horas, ap6s o inicio da germinagao.

De cada bulbo de A. cepa foram medidas as trés maiores raizes, totalizando 30 raizes
por tratamento. A medicao foi realizada com régua escolar simples graduada em cm (Figura
12).

Figura 12. Medicdo das raizes de A. cepa.

5.1.3.2 Analise Mutagénica e indice Mit6tico

Em torno de 72h apds o inicio do teste, os meristemas foram coletados com 0,1 a 2,5
cm de comprimento, lavados em agua destilada, seguida de hidrélise com HCL 1N por 10
minutos em banho-maria a 60C°, sendo os tubos resfriados em agua corrente.

Apos nova lavagem dos meristemas hidrolisados em agua destilada foram realizados
esfregacos em duas l&minas por bulbo (totalizando 20 1&minas por tratamento), postas em
seguida sob gelo seco por um minuto para retirada da laminula e aguardado por 30 minutos
em temperatura ambiente para secagem. Em seguida, as mesmas foram coradas conforme
Meneguetti et al. (2012), utilizando o kit Panotico Rapido composto de trés recipientes:
primeiro triarilmetano a 0,1%, segundo xantenos a 0,1% e terceiro 5liazinhas a 0,1%, sendo

as laminas submersas 10 vezes em cada recipiente com submersdes de 1 segundo de duracéo



52

na sequéncia descrita acima (OLIVEIRA; YAMASHITA; MENEGUETTI, 2013; FAO et al.,
2012; SILVA et al., 2012; POLETTO et al., 2011).

Posteriormente as laminas foram lavadas em agua deionizada com o pH 7,0 e secas em
temperatura ambiente. Em cada lamina foram contadas mil células e quantificado a

quantidade de microndcleos (Figura 13 b) e o percentual de células em interfase e mitose.

A: Aumento de 100X; B: Micronucleo em célula de A. cepa, aumento de 400X. Fonte: (MENEGUETTI et al.,
2012).

5.1.4 Analise da genotoxicidade aguda em camundongos

3.1.4.1 Tratamento dos animais

Os testes foram realizados de Janeiro a Marc¢o de 2014, no Laboratdrio de Genética e
Toxicologia Aplicada do Centro Universitario Luterano de Ji-parand (CEULJI/ULBRA), no
municipio de Ji-Parana, Ronddnia. Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fundac&o Oswaldo Cruz — RO, sob o protocolo ndmero:
2013/12.

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da espécie Mus musculus, adquiridos
no biotério do CEULJI/ULBRA, com peso entre 20 a 40g. Os extratos aquosos da entrecasca
de M. guianensis foram administrados via oral por gavage em duas doses 48h e 24h antes do
inicio dos testes. Os animais foram pesados antes da dosagem e o volume administrado foi
calculado de acordo com o peso do individuo (0,1mL da substancia teste por 10g do animal).

Os animais foram divididos em oito grupos, contendo oito animais cada, sendo quatro

machos e quatro fémeas, e esses foram mantidos em ambiente com temperatura controlada de
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(25°C) com ciclos de 12h de luz e 12h escuro em gaiolas de polietileno, sendo alimentados
com agua e ragéo.

Os grupos foram organizados da seguinte maneira: G1 controle negativo (CN) sendo
administrado apenas H,O. Os grupos G2 a G5 foram tratados com extrato aquoso de M.
guianensis nas seguintes concentragdes: G2 3,85mg/mL; G3 38,5mg/mL; G4 77mg/mL e G5
192mg/mL respectivamente. Os grupos G6 e G7 foram tratados respectivamente com: G6
3,85mg/mL; G7 38,5mg/mL, adicionados de 2,0mg de ciclofosfamida por 100/g do
camundongo, tratados por via intraperitoneal, 24 horas antes da aplicacdo da primeira dose do
extrato aquoso de M. guianensis, essas concentracdes foram escolhidas, baseado em estudo
realizado por Meneguetti et al. (2014), onde as mesmas apresentaram acdo anticitotoxica e
antimutagénica em estudos in vitro. JA no G8 controle positivo (CP) foi administrado apenas
2,0mg de ciclofosfamida por 100/g do camundongo (MAGALHAES et al., 2010), por via
intraperitoneal, 24 horas antes da aplicacdo da primeira dose do extrato aquoso de M.
guianensis, sendo também tratados com 0,1mL de H,0 por 10g do animal, por meio via oral

por gavagem, nos mesmos periodos dos demais grupos.

5.1.4.2 Ensaio cometa

A analise da genotoxicidade e antigenotoxicidade aguda foi realizada por meio do
ensaio cometa a partir do método descrito por Singh et al. (1998) e revisado por Tice et al.
(2000).

O experimento ocorreu em células sanguineas de animais submetidos ao tratamento
com o extrato aquoso de M. guianensis. O sangue periférico dos animais foi coletado apo6s
decapitacdo dos mesmos, com auxilio de uma guilhotina, sendo preparadas duas laminas por
animal.

As amostras em suspenséo celular foram misturadas com uma fina camada de agarose
“lowmelting” 0,75% e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%;
estas ldminas foram mergulhadas em uma solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10
mM Tris, pH 10 com adicdo de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), durante 96
horas a 4°C, para o rompimento das membranas celulares. A lise celular permite a migragéo
dos fragmentos de DNA que foi realizada apds a incubagéo das ld&minas em tampdo alcalino

(300 mMNaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por 20 minutos e subsequentemente aplicado uma
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corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos em uma cuba de eletroforese
de DNA. As laminas foram neutralizadas logo apds a eletroforese com tampéo Tris 0,4 M, pH
7,5 e coradas com nitrato de prata.

A analise das células foi realizada randomicamente por meio da avaliacdo visual em um
total de 100 células por laminas, sendo considerados dois parametros: indice de Danos (0-
400) e Frequéncia de Danos (0-100%).

5.1.4.3 Correlacdo PCE/NCE e ocorréncia de Micronlcleo em medula 6ssea

5.1.4.3.1 Tampdo fosfato

Foram preparadas as solucGes (A e B) em separado, para preparo da solugédo (A),
adicionou-se 27,6 g de fosfato de potassio monobésico anidro KH,PQO,, por litro do H,O
destilada. Na solucédo (B) adicionou-se 35,6 g de fosfato de sodio bibasico Na,PO,4.7H,0, por
litro de H,O destilada. Em seguida, foi adicionado 16,5mL da solu¢do (A) com 46mL da
solucdo (B) e acrescentou-se 37,5mL de H,O destilada, completando os 100mL do tamp&o
fosfato com pH 5,8 (SILVA et al., 2011).

5.1.4.3.2 Coleta da medula éssea e preparo das laminas

Apos o sacrificio dos camundongos que foi realizado por decapitacdo em guilhotina,
os fémures foram retirados, limpos e as duas extremidades removidas com uma tesoura
cirurgica, a medula 6ssea foi extraida com uma agulha histolégica direto sobre a lamina com
10ul de soro bovino fetal, com uma agulha histoldgica curva a medula foi homogeneizada
com o soro, sendo feito um esfregaco de cada fémur, sendo preparadas duas laminas por
animal.

As laminas foram secas em estufa a 37°C, coradas com uma mistura de Giemsa (10%)
e tampdo fosfato pH 5,8, sendo enxaguadas em agua destilada, secas em temperatura
ambiente e marcadas com codigo numérico, para uma analise “cega”. A coloragdo foi
utilizada para diferenciar Eritrocitos Policromaticos (PCE) azul claro e Eritrdcitos
Normocromaticos (NCE) vermelho (RIBEIRO et al., 2003).
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5.1.4.3.3 Andlise das laminas

Foi utilizado o modelo zig-zag, para determinar simultaneamente a quantidade de
micronucleos a cada 1000 PCE e a relagdo entre PCE e NCE em 1000 células eritrodides por
lamina.

Esta relacdo €é realizada para se evitar que se determine falsos-negativos,
demonstrando se houve citotoxicidade ou depressdo celular (SHAHRIMET al., 2006),
posteriormente, continuou-se a contagem apenas de microndcleos em PCE até a quantidade
de 1000 ceélulas.

A contagem de micronucleo ocorreu apenas em PCE, devido este ser indicado para
andlise de organismos com exposicdo aguda (VILLELA et al., 2003), a mesma utilizada no
presente estudo.

5.1.5 Anélise estatistica

Utilizou-se o software Graphad Prism 5.0 sendo aplicada a Analise de Variancia
(ANOVA) e o teste Tukey, sendo considerado significante a partir de P<0,05.

Para o calculo de indice Mitético aplicou-se a seguinte equacdo: (Nimero Total de
Células em Mitose + Numero Total de Células x 100).
5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.2.1 Citotoxicidade e mutagenicidade em A. cepa

Os resultados obtidos por meio das analises toxicoldgicas, antitoxicoldgicas,

mutagénicas e antimutagénicas do extrato aquoso de M. guianensis, sdo mostrados na Tabela
8.



Tabela 8. Tabulacéo dos dados dos testes de toxicidade, antitoxicidade,
mutagenicidade e antimutagenicidade (Concentragfes em mg/mL).

Toxicidade Antitoxicidade
Espécimes
(A. cepa) CN 3,85 38,5 77 192 CN CP 3,85 38,5 77 192
1 15 1.8 0,5 04 0,2 15 11 24 11 0,3 0,2
1,6 19 0,8 0,5 0,1 1,6 04 2,2 0,9 0,2 0,2
15 1,1 0,8 0,4 0,1 1,5 0,1 2 0,9 0,2 0,1
2 15 11 0,8 0,8 0,2 15 0 0,5 0,6 0,3 0,2
1,3 14 0,9 0,4 0,2 1,3 0 0,4 0,9 0,3 0,1
0,9 1 14 0,3 1 0,9 0 04 0,8 0,3 01
3 13 2 0,8 0,8 0,2 13 0,1 1,6 0,6 04 0,3
1,2 2 15 0,6 0,1 1,2 0,1 14 0,6 0,1 0,3
14 2,1 15 0,7 0,1 14 0,1 13 0,5 0,1 0,3
4 0,5 19 0,8 0,5 0,2 0,5 0,1 2 0,4 0,4 0,2
0,8 1,6 0,9 0,6 0,2 0,8 0,3 19 04 0,3 01
1 1,9 0,8 0,6 0,2 1 0,4 1,8 0,4 0,1 0,1
5 0,6 19 11 0,6 0,1 0,6 0,2 0,7 1,2 0,4 0,2
0,5 1,7 1 05 0,1 0,5 04 1 1,1 0,6 0,2
0,5 19 1 0,5 0,1 0,5 0,2 0,6 11 0,3 0,2
6 0,8 15 0,9 0,3 0 0,8 0 1.2 0,6 0,8 0,1
0,9 12 0,9 0,3 0,1 0,9 0 11 0,6 1 0,1
0,8 12 0,8 0,2 0,1 0,8 0 0,9 0,5 0,7 0,2
7 0,6 14 0,9 04 0,2 0,6 0,2 0,8 1 0,5 0,2
0,9 15 0,8 04 0,2 0,9 01 0,8 0,9 0,3 0,2
0,9 1.2 1 0,3 0,2 0,9 0,2 0,9 0,8 0,2 0,3
8 14 1,1 1,2 0,2 0,1 1,4 0,1 2 1 0,9 0,1
04 1.8 12 0,2 0,1 0,4 0 13 11 0,8 01
0,2 1,9 15 0,3 0 0,2 0 11 0,8 0,9 0,2
9 15 19 0,6 0,6 0,3 15 0,1 19 0,9 0,7 0,2
14 2,3 0,7 0,6 0,2 14 0,1 1.8 1 0,6 0,2
0,8 1.8 0,8 0,6 0,3 0,8 01 2,1 0,9 0,6 0,1
10 0,5 15 0,8 04 0,1 0,5 0,1 19 0,8 0,2 0,1
0,8 14 0,6 0,5 0,2 0,8 0,1 2 0,9 0,2 0,1
1 19 0,6 04 0,1 1 0,1 19 0,8 0,3 0,1
Média 0,97 1,63 0,93 0,46 0,18 0,97 0,16 14 0,8 0,43 0,17
Mutagenicidade Antimutagenicidade
CN 3,85 38,5 77 192 CN CP 3,85 38,5 77 192
1 3 0 0 0 7 3 6 4 3 12 8
0 0 0 0 8 0 10 3 4 9 8
2 0 0 0 8 9 0 8 1 6 3 6
0 0 0 4 9 0 8 0 2 2 8
8 0 0 0 0 8 0 7 2 8 8 9
0 0 5 0 7 0 9 2 8 7 8
4 0 2 0 0 6 0 5 1 6 6 11
0 0 0 4 5 0 6 0 4 5 9
5 3 5 5 3 5 3 4 0 6 9 6
4 5) 0 1 4 4 9 2 2 9 6
6 3 7 0 4 5 3 8 1 3 3 7
2 4 0 0 4 2 5 3 4 5 5
7 2 0 0 0 6 2 5 0 3 4 6
3 0 0 0 8 3 9 1 4 8 4
8 0 0 0 0 8 0 10 1 5 6 8
1 0 0 0 4 1 4 2 4 6 6
9 0 0 0 0 8 0 7 1 3 8 4
0 3 0 4 5 0 6 3 5 7 8
10 2 5 0 2 5 2 4 1 4 6 9
1 0 0 0 8 1 11 0 4 6 8
Média 1,2 1,55 0,5 1,25 6,45 1,2 7,05 14 44 6,45 72
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Os dados mostram que 0 extrato aquoso de M. guianensis apresenta agdo citotoxica
nas concentraces de 77 e 192mg/mL (P<0,001), (Tabela 9; Figura 14 a), o que ndo €
preocupante visto que essas concentracdes sdo, respectivamente, 20 vezes mais concentradas
que a usualmente utilizadas pela populacdo que é 3,85mg/mL (CAMPAROTO et al., 2002).
Nas concentracGes de 3,85 e 38,5mg/mL, o0s extratos apresentaram acdo antitoxicologica
(P<0,001), contra os efeitos ocasionado pelo paracetamol na concentracdo de 800mg/L
conforme foi observado no CP (Figura 14 b). Na concentracdo de 77mg/mL observou-se acao
bem como acdo antitoxicoldgica (P<0,05), demonstrando que houve uma interacdo benéfica

com o CP.

Figura 14. Média do tamanho da germinacdo dos meristemas de A. cepa.
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A: Analise citotoxica; B: Analise anticitotoxica. *(P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001). CN: Controle
negativo. CP: Controle positivo.

Os resultados da toxicidade e antitoxicidade dos diferentes tratamentos sobre o ciclo

celular de A. cepa podem ser observados na Tabela 9 e Figura 15.

Tabela 9. Tratamento, nimero total de células de A. cepa analisadas no ciclo celular em
Interfase, préfase, metafase, anafase e telofase.

Tratamento Numero de Células Indice Mitotico
Total Interfase Mitose (%)
CN 20.000 16.720 3.280 16,40
3,85mg/mL 20.000 10.177 9.823 49,11 ***
38,5mg/mL 20.000 17.002 2.998 14,99
77mg/mL 20.000 18.174 1.826 9,13 *
192mg/mL 20.000 18.886 1.114 5,67 ***
CP 20.000 19.011 989 4,94
CP + 3,85mg/mL 20.000 11.099 8.901 44 50 ***
CP + 38,5mg/mL 20.000 17.933 2.067 10,33 ***
CP + 77mg/mL 20.000 18.355 1.645 8,22 *
CP + 192mg/mL 20.000 18.906 1.094 5,47

Significante para *(P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001)
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Figura 15. Células de A. cepa em mitose com aumento de 400X.

G H |

A e B: células em profase; C e D: células em metafase; E, F e G: células em anafase; H: células em tel6fase; I:
ocorréncia de ponte anafasica.

Os resultados mostraram que o tratamento de 3,85mg/mL aumentou a diviséo celular
de maneira significativa (P<0,001), diferentemente das concentracdes de 77mg/mL (P<0,05) e
192mg/mL (P<0,001), que demonstraram acdo antiproliferativa do indice mitdtico. Esses
dados corroboram com os resultados de efeitos toxicos ocasionados pela concentracdo de
77mg/mL (Tabela 8; Figura 14 a).

Os tratamentos de 3,85mg/mL (P<0,001), 38,5 mg/mL (P<0,001) e 77mg/mL
(P<0,05) apresentaram acdo inibitoria dos efeitos ocasionados pelo CP, estando de acordo
também com os testes antitoxicoldgicos descritos anteriormente.

O Unico tratamento que apresentou acdo mutagénica foi o de 192mg/mL (P<0,001)
(Figura 16 a), sendo observadas nesta concentracdo algumas pontes anafasicas (Figura 15 i),
que sdo alteracOes ocorrentes devido a mutagenicidade (STURBELLE et al., 2008).

Nos testes de antimutagenicidade os resultados coincidiram com os de antitoxicidade,

tendo acdo significante as concentracfes de 3,85 e 38,5mg/mL (P<0,001) (Figura 16 b).
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Figura 16. Média do nimero de micronucleos encontrados em 1000 células de A. cepa,
germinadas em extrato aquoso de M. guianensis.
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A: Andlise mutagénica; B: Anélise antimutagénica. *(P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001). CN: Controle
negativo. CP: Controle positivo.

O extrato aquoso da entrecasca M. guianensis nas concentracbes de 3,85 e 38,5
mg/mL ndo apresenta acao citotoxica e mutagénica, e ainda atuam como anticitotoxico e
antimutagénico, porém, mesmo nessas concentracdes é indicado estudos de biacumulagdo,
para um melhor entendimento dos efeitos da utilizacdo desses extratos vegetais a longo prazo
(SILVA; FERREIRA, 2003).

O tratamento de 77mg/mL demonstrou ter acdo citotoxica e anticitotoxica na presenca
de paracetamol, porém, ndo demonstrou acdo mutagénica e antimutagénica. A concentracao
de 192mg/mL demonstrou ser citotoxica e mutagénica. Mesmo com potencial citotdxico e
mutagénico dessas concentracdes € improvavel a ocorréncia de acdo negativa no corpo
humano, visto que a dose utilizada pelas populacdes tradicionais é 50 vezes inferior a
concentragdo de 192mg/mL.

Os resultados acima descritos estdo de acordo com estudo realizado por Hurtado
(2013), onde nos testes de atividade genotdxica o extrato acetdnico da entrecasca e os eluatos
de M. guianensis demonstraram atividade antiproliferativa com tempo de exposicao
prolongado, ndo apresentando acéo clastogénica e aneugénica. Resultado semelhante também
foi observado na espécie M. senegalensis, que ndo apresentou atividade mutagénica (REID et
al., 2006).

Em outro estudo a analises de células meristematicas de A. cepa demonstrou que
concentragdes mais elevadas de extrato de M. ilicifolia promoveram reducdo no indice
mitotico e nenhum surgimento de alteragdes cromossémicas (CAMPARATO et al., 2002).
Entretanto, Souza et al. (2005) demonstraram que na concentracdo de 40 mg/mL, houveram

alteracbes cromossomicas (pontes anafésicas) que também foi observado no tratamento de
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192mg/mL do presente estudo, sugerindo um potencial genotoxico e efeito alelopatico que
podem ser explicado pela presenca de saponinas, taninos e flavonas ocorrentes na espécie M.
ilicifolia (MARIOT; BARBIERI, 2007).

A espécie M. guianensis produz duas classes de triterpenos na sua entrecasca 0S
friedelanos e os quinonametideos (HURTADO, 2013), porém, poucos sao 0s estudos que
enfatizam os efeitos toxicos e mutagénicos dos triterpenos de maneira isolada.

Composto triterpenoidico maitensina atua in vitro contra células tumorais e em
tumores experimentais, onde o extrato de M. ilicifolia apresentou atividade inibitéria sobre
diferentes sarcomas e células neoplésicas (SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA;
COLACO, 2009), reforcando os resultados antimutagénicos das concentracbes 3,85 e
38,5mg/mL do extrato aquoso de M. guianensis, que ocorreu provavelmente devido a pre-
senca de friedelanos que também apresentam atividade citotoxica sobre linhagens tumorais in
vitro (SHIROTA et al., 1994; ZENG, 1994).

Em outro estudo a espécie M. guianensis também ndo provocou hemdlise em
eritrocitos humanos, ndo apresentou efeito coagulante ou anticoagulante até a concentracao de
1 mg/mL e ainda demonstrou potencial antiagregante possibilitando a utilizacdo dessa espécie
para fins farmacologicos (MAIA; LIMA; VASCONCELLOS, 2009).

E importante lembrar que apesar da literatura destacar os triterpenos como principais
compostos bioativos da familia Celastraceae, a mesma também € rica em sesquiterpenos, que
podem ser 0s principais responsaveis por causarem pequenos danos no DNA quando essas
plantas sdo administradas em concentracfes elevadas (CORSINO et al., 1998), como

observado no presente estudo com 192mg/mL.
5.2.2 Genotoxicidade aguda em camundongos
5.2.2.1 Ensaio cometa
Os resultados de genotoxicidade aguda demonstrados pelo indice e frequéncia de
danos realizados pelo ensaio cometa podem ser observados na Figura 17. As concentracdes

3,85mg/mL, 38,5mg/mL e 77mg/mL, ndo apresentaram efeitos genotoxicos, diferentemente

da concentragdo 192mg/mL que apresentou genotoxicidade significativa em relagéo ao CN.
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Figura 17. Efeito genotdxico e antigenotdxico agudo avaliado em indice de danos e
frequéncia de danos pelo teste cometa em sangue periférico de camundongos, submetidos a
tratamento com extrato aquoso de M. guianensis.
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M: Machos; F: Fémeas; T: Total — Machos e Fémeas. Estatisticamente significante para genotoxicidade
*(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001) quando comparado ao CN. Estatisticamente significante para
antigenotoxicidade®(p<0,05), #(p<0,01) e **(p<0,001) quando comparado ao CP.

Na analise do potencial antigenotoxico, as duas concentracGes testadas 3,85mg/mL,
38,5mg/mL demonstraram reducéo significativa tanto do indice de danos como da frequéncia

de danos em relacéo ao grupo do CP.
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5.2.2.2 Correlagédo PCE/NCE

Os dados correspondentes a correlacdo PCE/NCE influenciados pelo extrato aquoso
de M. guianensis, estdo organizados na Tabela 10. A correlagdo PCE/NCE das concentracfes
3,85mg/mL e 38,5mg/mL néo apresentou diferenca significativa em relacdo ao CN. O mesmo
ndo foi observado nas concentra¢fes 77mg/mL e 192mg/mL que diminuiram a correlag&o,
demonstrando a ocorréncia de citotoxicidade (SHAHRIMET al., 2006; SILVA et al., 2011),
essa que é normalmente confirmada devido ao efeito dose resposta (KRISHNA; HAYASHI,
2000), pois quando nédo corre esse efeito a provavel explicacdo é a frequéncia de depressdo
celular (NESSLANY et al., 2004) o que pode ocasionar apoptose (OUANES et al., 2003), por
estar sujeita a regulacdo do balanco entre a ativacdo e a repressdo da morte celular em
determinadas situacfes (KAUFMANN; HENGARTNER, 2001).

As concentragdes 3,85mg/mL e 38,5mg/mL que ndo apresentaram citotoxicidade,
também demonstraram acéo anticitotoxica aumentando a correlagdo PCE/NCE, revertendo

significativamente o dano ocasionado pela ciclofosfamida.

5.2.2.3 Micronucleo em medula 6ssea

A média de micronucleos a cada 1000 células da medula dssea de camundongos

submetidos ao tratamento com diferentes concentracdes do extrato aquoso de M. guianensis,

pode ser observado na Figura 18.
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Tabela 10. Média + desvio padrdo do nimero de Eritrocitos Policromaticos (PCE),
Eritrocitos Normocromaticos (NCE) e da relagdo PCE/NCE em células da medula
0ssea de camundongos, submetidos a tratamento com extrato aquoso de M.

guianensis.
Traemento o0 N (PCE)  (NCE) Correlagao
(mg/mL) (PCE/NCE)
Macho 4  257,1+82  242,9%8.2 1,06 + 0,07
CN Fémea 4 2616+58  2334%58 1,10 £ 0,05
Total 8 2504+75 2406%75 1,08 + 0,06
Macho 4 1835+13,6 3165+13,6 0,58 £ 0,07 ***M
CP Fémea 4 1737+47  3262%47 0,53 £ 0,02 ***
Total 8 1786+11,3 321,4+113 0,56 + 0.06 ***T
Macho 4  2622+81  237,7%81 1,10 + 0,07
3,85 Fémea 4 2581%67  241,9%6,7 1,07 +0.06
Total 8 2602+78  239,8+78 1,08 + 0,07
Macho 4  2526+58  247,4+58 1,02 £ 0,05
38,5 Fémea 4  2541+73 2459+73 1,03 £ 0,06
Total 8 2534+66  2466+6,6 1,03 £ 0,05
Macho 4 2362+132 2637+132 0,90 + 0,09 **M
77 Fémea 4 2381+11,3 261,9+11,3 0,91 % 0,08 ***"
Total 8 2372+123 2628+123 0,90 + 0,09 **=*T
Macho 4  2161+112 2839+112 0,76 + 0,07 ***M
192 Fémea 4 2165+94 283594 0,77 £ 0,06 ***
Total 8 2163+104 283,7+104 0,76 + 0,07 ***7
Macho 4 2155+66  2845+6,6 0,76 % 0,04 ***M#M
3,85+ CP Fémea 4  2194+74  2806%74 0,78 + 0,05 *** ¥
Total 8 2174+73 2826%73 0,77 + 0,04 ***T#T
Macho 4  2212+86  2787+8,6 0,79 # 0,05 ***M###M
38,5+ CP Fémea 4 2221+79  277,9%79 0,80 £ 0,05 ***F#r
Total 8 2217+82  2783%8.2 0,80 £ 0,05 ***T##T

Estatisticamente significante para genotoxicidade*"(p<0,05), **"(p<0,01) e ***™(p<0,001) quando comparado
a0 CN macho.*"(p<0,05), **F(p<0,01) e ***(p<0,001) quando comparado ao CN fémea. *'(p<0,05),
**T(p<0,01) e ***"(p<0,001) quando comparado ao CN total. Estatisticamente significante para
antigenotoxicidade™(p<0,05), *™(p<0,01) e "™(p<0,001) quando comparado ao CP macho. *(p<0,05),
" (p<0,01) e "*(p<0,001) quando comparado ao CP fémea. *'(p<0,05), “T(p<0,01) e *T(p<0,001) quando
comparado ao CP total.
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Figura 18. Efeito mutagénico avaliado pela média do niamero de micronucleos em células da
medula 6ssea de camundongos, submetidos a tratamento com extrato aquoso de M.
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M: Machos; F: Fémeas; T: Total — Machos e Fémeas. Estatisticamente significante para mutagenicidade
*(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001) quando comparado ao CN. Estatisticamente significante para
antigenotoxicidade®(p<0,05), #(p<0,01) e **(p<0,001) quando comparado ao CP.
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As concentragdes 3,85mg/mL, 38,5mg/mL e 77mg/mL ndo apresentaram efeitos
mutagénicos em camundongos machos e fémeas, porém, quando foi realizada a média total a
concentracdo 77mg/mL demonstrou-se mutagénica em relacdo ao CN, essa que também foi
observada na concentracdo de 192mg/mL em camundongos machos, fémeas e na média total.

Mais uma vez as concentragbes 3,85mg/mL, 38,5mg/mL demonstraram efeitos
antigenotoxico, atuando como antimutagénico, diminuindo significativamente o nimero de
micronucleos em relacéo ao CP.

A inocuidade genotoxica e acdo antigenotdxica das concentrages 3,85mg/mL,
38,5mg/mL do extrato aquoso de M. guianensis ja foram observadas em estudo utilizando o
modelo A. cepa, onde as mesmas demonstraram agdo anticitotoxica e antimutagénica em
relacdo a germinacdo dos meristemas, indices mitoticos e formacdo de microndcleos
(MENEGUETTI et al., 2014b), estando também de acordo com Hurtado (2013), onde fracdes
de M. guianensis demonstraram atividade antiproliferativa com tempo de exposicao
prolongado, ndo apresentando acdo clastogénica e aneugénica, esta que também foram
observada em estudo realizado por Mendes et al. (2012), demonstrando que o0 extrato
alcoolico de M. rigida ndo provoca anomalias cromossomicas.

A acdo antimutagénica também foi observada por meio do teste
Salmonela/Microssoma (Teste de Ames) onde o extrato hidroalcodlico da casca de M.
krukovii apresentou atividade inibitoria contra as linhagens T98 e T100 (BRUNI et al., 2006).

Estudos mostram que os triterpenos quinonametideos sdo 0s principais responsaveis
pela acdo antigenotdxica encontrada em algumas espécies do género Maytenus, atuando in
vitro contra células tumorais e em tumores experimentais, tendo a espécie Maytenus ilicifolia
apresentado atividade inibitdria sobre diferentes sarcomas e células neoplésicas (SANTANA
et al.,, 1971; SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009), reforcando os resultados encontrados nas
concentracdes de 3,85 mg/mL e 38,5mg/mL do extrato aquoso de M. guianensis, que ocorreu
provavelmente devido a presenca dos triterpenos quinonametideos identificados nesta planta
(FACUNDO et al., 2015). Resultados similares foram observados com o quinonametideo
tingenona (maitenina) em testes in vitro que demonstrou inibicdo das células neoplésicas
Leuk-P 138, CA 9KB e V79 (KUPCHANAND; KARIM, 1976).

Estudo realizados em humanos com outros triterpenos isolados de Maytenu ssp
demonstram a reducdo de cerca de 50% das lesdes na base da lingua e da laringe, ocasionadas

por carcinoma epidermoide e 40% do linfoepitelioma com invasdo para orbita, além de
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resultados positivos em 2 de 7 pacientes com carcinoma epidermoide de Gtero (SANTANA et
al., 1971).

Em outra série clinica o triterpeno maitenina “analogo do tingenona” (MORITA et al.,
2008; GULLO et al., 2012; FACUNDO et al., 2015) também isolado do género Maytenus
potencializou outras substancias anticancerigenas de origem natural em onze pacientes com
carcinoma basocelular avangado, onde todos os pacientes melhoraram clinicamente,
apresentando reducdes superiores a 50% do tamanho da lesdo (MELO et al., 1974; CORSINO
et al., 2000).

Os efeitos antiulcerogénicos ocorrem principalmente devido a atividade antioxidante
dos derivados da catequina encontrados em algumas espécies do género Maytenus, e esses
atuam de maneira mais efetiva sobre o tubo digestivo, inibindo a lesdo de células da mucosa
por radicais livres gerados no processo digestivo, esse efeito relaciona-se também com uma
acdo antimutagénica, protegendo contra agentes genotoxicos que podem induzir
transformacdo maligna em células da mucosa intestinal (KRULET al., 2001).

A acdo antioxidante ja foi relatada nas espécies M. guianensis (MACARIET al.,
2006), M. procumbens (MOMTAZ et al., 2013) e M. ilicifolia (MACARI et al., 2006; NEGRI
et al.,, 2009) onde inibe a peroxidacdo lipidica (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009) e
demonstra atividade quelante de metais pesados, além de agir sobre diferentes radicais livres
(HO et al., 1992; MELO et al., 2001).

No presente estudo a concentra¢do de 77mg/mL do extrato aquoso de M. guianensis,
ndo apresentou acdo genotdxica para o indice e frequéncia de danos avaliados pelo teste
cometa, e nem para formacao de micronucleos em medula 6ssea de camundongos machos e
fémeas. Por outro lado, apresentou efeitos genotdxicos na média total do teste de microntcleo
e também na relacdo PCE/NCE. Os resultados negativos para a concentracdo de 77mg/mL no
teste cometa pode ter ocorrido devido o presente estudo ter analisado apenas os efeitos
agudos, sendo indicados estudos futuros para uma melhor compreenséo dos efeitos crénicos
ocasionado pela ingestdo de infusdo de extratos aquosos de M. guianensis, pois de acordo
com Bode e Dong (2014), muitos compostos naturais encontrados em varias plantas
consumidas pelas populacdes tradicionais sdo potenciais agentes cancerigenos ou promotores
de tumores e deve ser evitado seu uso por longos periodos.

Na concentracdo de 192mg/mL os dados demonstraram efeitos genotoxicos em todos
0s testes realizados, estando de acordo com estudo realizado por Meneguetti et al. (2014)

onde as concentracfes de 77mg/mL e 192mg/mL apresentaram agdo citotoxica e mutagénica.
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E importante lembrar que as concentragdes 77mg/mL e 192mg/mL séo
respectivamente vinte e cinquenta vezes mais concentradas que a usualmente utilizadas pela
populacéo que é 3,856mg/mL (CAMPAROTO et al., 2002), 0 que traz uma certa tranquilidade
em relacdo ao uso dessa espécie na etnofarmacologia.

Essa genotoxicidade encontrada em altas concentragdes ndo foi evidenciada em outros
estudos utilizando plantas do mesmo género, onde a toxicologia cronica da infuséo de M.
ilicifolia foi testada em ratos e camundongos com doses 20 a 40 vezes maiores que a
comumente utilizada por humanos, ndo havendo alteragdes no peso, no comportamento, na
temperatura e nos pardmetros bioguimicos séricos e hematoldgicos (CARLINI,;
FROCHTENGARTEN, 1988).

Em outro estudo toxicoldgico, desta vez agudo realizado em camundongos e ratos
sobre a forma de infusdo e extrato liofilizado de M. ilicifolia, ndo foram evidenciados efeitos
toxicos, em doses até 1600 vezes maiores que as utilizadas pelo homem (SANTOS-
OLIVEIRA et al., 2009)

Em seres humanos, um estudo de Toxicologia clinica (Fase 1), administrou durante 14
dias, o dobro da dosagem de M. ilicifolia utilizado na etnofarmacologia, ndo sendo
observados resultados anormais que pudessem ser atribuidos ao uso da planta, apenas
sintomas como boca seca, nausea, gastralgia em poucos voluntarios, com melhora no decorrer
do estudo, demonstrando ndo ser toxico para o ser humano quando utilizado da forma da
medicina popular (CARLINI; FROCHTENGARTEN, 1988).

Outro ponto importante a ser destacado é que foi possivel evidenciar no presente
estudo a compatibilidade dos resultados utilizando técnicas de anélise em células vegetais (A.
cepa) e animais (camundongos), esta que foi comprovada em outros estudos (FISKESJO,
1994; BAGATINI et al., 2007) demonstrando a importancia da utilizacdo de metodologias
alternativas (em células vegetais ou in vitro) para a primeira triagem dos estudos de
genotoxicidade em extratos vegetais, 0 que evita o sacrificio desnecessario de dezenas de

camundongos.

5.3 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou em células de A. cepa inocuidade em relacdo aos

efeitos citotdxicos e mutagénicos em concentragdes até 10 vezes maior que a utilizada no uso
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tradicional de M. guianensis, estas que também ndo apresentam efeitos genotoxicos e ainda
possui acdo antigenotdxica em camundongos tratados de forma aguda. Sendo indicados
estudos futuros de bioacumulacdo e dos efeitos cronicos dessa espécie, para melhor
compreensdo sobre 0 seu mecanismo de acdo, garantindo assim a eficacia e seguranca de sua
utilizacdo e desenvolvimento de fitoterapicos e farmacos tendo esta espécie como matéria
prima.
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6. CAPITULO IV

Fracionamento, Isolamento e Caracterizacdo dos Constituintes Quimicos de
Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek (Celastraceae) da Floresta

Amazonica

Esse capitulo é referente aos dados do artigo:

Chemical constituents from Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek (Celastraceae)

Amazon rainforest

Publicado no Biochemical Systematics and Ecology — Journal (Anexo 1V)

biochemical

Biochemical Systematics and Ecology | i

and ecology

Journal
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6.1 MATERIAL E METODOS

6.1.1 Preparo do extrato bruto e eluatos

As entrecascas do caule foram secas em estufa (TE-394/2, Tecnal) com ventilacdo
forcada a 50°C por 48 h, sendo em seguida realizada raspagem para retirada da entrecasca
visando aumentar a superficie de contato, obtendo-se 1,9 kg, estas que foram extraidas trés
vezes com acetona (3L x 3) em temperatura ambiente, durante 72h, em cada ciclo. Os extratos
foram filtrados em papel filtro e o solvente rotaevaporado (rotaevaporador TE-211, Tecnal) a
80°C onde se obteve o Extrato Acetonico Bruto da Entrecasca (EBC) em quantidade de 200g.

Os eluatos foram preparados a partir de 509 do EBC, sendo fracionado em
cromatografia de coluna com silica gel, por meio de eluicdo com hexano, cloroférmio, acetato
de etila e metanol até a exaustdo, dando origem a 14,42 g do Eluato Hexanico da Entrecasca
(EHC), 12,55 g do Eluato Cloroférmico da Entrecasca (ECC), 25,81 g do Eluato Acetato de
Etila da Entrecasca (EAC) e 28,19 g de Eluato Metilico da Entrecasca (EMC).

As folhas foram secas em estufa (TE-394/2, Tecnal) com ventilacdo forcada a 50°C
por 48h, sendo posteriormente trituradas para aumentar a superficie de contato com o
solvente, obtendo-se 1,9 kg de folhas trituradas, estas que foram extraidas trés vezes com cada
solvente (1,5L x 3) na seguinte ordem de polaridade hexano, cloroférmio, acetato de etila e
etanol, obtendo-se 8,11 g de Eluato Hexanico das Folhas (EHF), 10,77 g de Eluato
Cloroférmico das Folhas (ECF), 3,50 g de Eluato Acetato de Etila das folhas (EAF) e 4,61 g
de Eluato Etandlico das Folhas (EEF).

6.1.2 Isolamento dos metabdlitos secundarios

Uma porg¢éo de 60mg do EBC foi submetida a cromatografia flash usando um sistema
de eluicdo em gradiente de hexano-acetona, 75mL do extrato foram coletados e monitorizados
por cromatografia em camada fina (TLC), utilizando misturas de hexano-acetona de
polaridade crescente. As fracdes 3-5 (eluente: hexano-acetona, 80:20) originaram um residuo
de 62,2mg o qual foi submetido a cromatografia flash usando hexano e acetona como fase
movel, para se obter (1) (25,1 mg, eluente: hexano-acetona, 95:05) e (2) (33,2 mg, eluente:

hexano-acetona 90:10). As fracdes 13-85 (eluente: hexano-acetona, 8,5:1,5) foram
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combinados de acordo com a analise por TLC, para se obter a subfracdo A (736 mg). Esta
subfracdo A, foi adicionalmente cromatografada sobre gel de silica, eluida com misturas de
hexano-acetona de polaridade crescente, para obter (3) (19,9 mg, eluente: hexano-acetona,
90:10), (4) (51 mg, eluente: hexano acetona, 75:25), (5) (33,4 mg, eluente: hexano-acetona,
70:30), (6) (51 mg, eluente: hexano-acetona, 60:40) e (7) (35 mg , eluente: hexaneacetone,
55:45).

Utilizou-se 6,0g do EHF este que foi cromatografada em coluna de gel de silica (50g),
efetuando a eluicdo com n-hexano, e posteriormente, com n-hexano: CHCI3 misturados com
polaridade crescente. Doze fragdes de 60mL cada foram recolhidas. A partir destas fragdes, os
compostos (8) com 27,0 mg e (9) com 31,9 mg foram obtidos e purificado por recristalizacdo
com éter etilico.

As estruturas de todos os compostos isolados foram elucidadas pela analise de seus
dados espectrais (IR, MS, *H e *3C, incluindo COSY, HMQC, HMBC e NOESY) e por
comparagdo com os dados da literatura.

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados foram identificados como friedelina (1) (ALMEIDA et al., 2011),
friedelinol (2) (ALMEIDA et al., 2011), 16B-hidroxifriedelina (3) (DUARTE et al., 2009),
29-hidroxifriedelina (4) (BETACOR et al., 1980), tingenona (5) (SOTANAPHUN et al.,
1998), 22p-hidroxitingenona (6) (LEE et al., 2004) e 22p-hidroxipristimerina (7) (JELLER et
al., 2004) . O composto (8) foi identificada com uma mistura de p-amirina (8a) e a-amirina
(8b) (DIAS et al., 2011), e (9) como B-sitosterol (FACUNDO et al., 2008) (Figura 19).
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Figura 19. Metabolitos secundarios isolados do EHC de M. guianensis.

R1=R2=0; R3=H; R4=CHj3 (1)
Ri=Rs=H; R:=OH; R&=CHs  (2)
R1=R2=0; Rs=OH; R&=CHs  (3)
R1=R2=0; R3=H; R&=CH,0H  (4)

R1=R2=H; R3=R4=CHj (8a)
R1=CH3; R2=R4=H; R3=CH3 (8b)

R=H  (5)
R=OH (6)

9)

(1) Friedelina; (2) Friedelinol; (3) 16p-hidroxifriedelina; (4) 29-hidroxifriedelina; (5) Tingenona; (6)
22B-hidroxitingenona; (7) 22p-hidroxipristimerina; (8) Mistura de p-amirina (8a) e a-amirina (8b);
(9)B-sitosterol.
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Estudo fitoquimico anterior da casca da raiz de M. guianensis relatou a presenca de
epicalocatequina, proantocianidinas, esteroides, triterpenos e alcaloides sesquiterpene (DE
SOUSA et al., 1986).

Os compostos (1), (2), (3), (4), (8a), (8b) e (9) foram previamente obtidos a partir de
varias espécies do género Maytenus, tais como Maytenus distichophylla (1, 2 e 4) (DUARTE
et al., 2013), Maytenus obtusifolia (1 e 4) (DA SILVA et al., 2008), Maytenus umbellata (8a)
(GONZALES et al., 1986), Maytenus gonoclada (1 e 2) (SILVA et al., 2011), Maytenus
robusta (1, 2 e 4) (SOUSA et al., 2012), Maytenus phyllanthoides (8a e 8b) (MOO-PUCA et
al., 2014), Maytenus diversifolia (1, 3 e 8-A) (NOZAHI et al., 1986).

Os derivados de Friedo-nor-oleanano séo membros de um pequeno grupo de produtos
naturais, que sdo tipicos e estreitamente relacionados as familias Celastraceae e
Hippocrateaceae (CORSINO et al., 2000). Tingenona (5) foi relatado em Maytenus
acanthophylla (DE OLIVEIRA et al., 2006), Maytenus mekongensis (LHINHATRAKOOL et
al., 2011), Maytenus imbricado (RODRIGUES et al., 2012), Maytenus ilicifolia (SANTOS et
al., 2010 ), Maytenus vitis-idaea (ALMEIDA et al., 2010), Tripterygium regelii
(Celestraceaea) (RYU et al., 2010), Hippocratea excelsa (Celestraceaea) (GONZADO et al.,
2007), Cheiloclinium cognatum (Hippocrateaceae) (LIAO et al., 2008), Salacia campestris
(Hippocrateaceae) (CARVALHO et al., 2005) e 22p-hidroxitingenona (6) foi relatada de
Maytenus retusa (ORAMAS et al., 2010), Maytenus chuchuhuasca (MORITA et al., 2008 ),
M. ilicifolia (BUFFA-FILHO et al., 2002), Maytenus aquifolium (CORSINO et al., 2000),
Elaeodendron croceum (Celestracaee) (YELANI et al., 2010), Elaeodendron schlechteranum
(Celestracaee) (MAREGESI et al ., 2010), Gliptopetalum sclerocarpum (Celestracaee)
(Sotanaphun et al., 1998), Salacia chinensis (Hippocrateaceae) (CORSINO et al., 2000) e S.
campestris (Hippocrateaceae) (CORSINO et al., 2000). O metabolito 22p-Hidroxipristimerina
(7) foi anteriormente obtido a partir de Cheiloclinium cognatum (Hippocrateaceae) (JELLER
et al., 2004).

6.3 CONCLUSAO

A presente investigagdo fitoquimica de M. guianensis levou ao isolamento e

identificacdo de nove triterpenos, quatro friedelanos (1), (2), (3) e (4) um oleanano (8a), um
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ursano (8b), trés Friedo-nor-oleanano (5), (6), (7), e um esterdide, B-sitosterol (9), todos
isolados pela primeira vez a partir desta espécie.

E importante destacar que 22f-hidroxipristimerina (7) foi isolado pela primeira vez a
partir da familia Celastraceae, tendo sido anteriormente relatado na familia Hippocrateaceae.
Esta constatacdo leva a concluséo de que estes derivados Friedo-nor-oleanano,
estruturalmente caracterizados por o anel AB, sdo sistematicamente importantes e podem ser

componentes caracteristicos comuns de ambas as familias Hippocrateaceae e Celastraceae.
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7. CAPITULO V

Triagem da Acédo Antiplasmodial e Antileishmanial in vitro de Compostos e
Metabolitos Secundarios Isolados de Maytenus guianensis Klotzsch ex

Reissek (Celastraceae) Chichua Amazénico

Dados a Serem Submetidos a Revista Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz
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7.1 MATERIAL E METODOS

7.1.2 Avaliacdo da atividade antileishmanial

Os testes foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia Aplicada a Saude, da
Fundacéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) na Unidade de Porto Velho, Rondonia.

7.1.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos, 8-10 semanas de idade, obtidos no Biotério
da (FIOCRUZ-RO). Os animais foram mantidos em condi¢des padronizadas de biotério. Os
experimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) mediante aprovacio do projeto de pesquisa, submetido ao
CEUA da Fundacédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RO), sob o protocolo nimero: 2013/12.

7.1.2.2 Parasitos

Foram  utilizadas formas  promastigotas de  Leishmania  amazonensis
(IFLA/BR/67/PHS8),

As culturas foram mantidas a partir de camundongos previamente inoculados com 10°
promastigotas de L. amazonensis, pela via subcuténea, na pata traseira direita. Ap6s dois
meses de infeccdo, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, as patas
contendo a lesdo foram removidas e a pele necrosada retirada, em condicdes estéreis. O tecido
retirado das patas infectadas foi macerado em meio RPMI para obteng@o de amastigotas de L.
amazonensis. O material obtido da maceracao foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos a
4 °C. O sobrenadante foi removido cuidadosamente e o precipitado suspenso em meio
RPMI/SFB (RPMI suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino). Essa cultura foi mantida a

24 °C, durante cerca de cinco dias até a evolucéo de amastigotas para promastigotas.
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7.1.2.3 Cultivo dos parasitas

Para a propagacédo in vitro destas promastigotas, uma aliquota dos parasitos, em fase
estacionaria de crescimento, foi diluida em eritrosina B 0,04% e contada em cémara
hemocitométrica de Neubauer, em microscépio Optico (aumento de 400X). Os parasitos
corados de vermelho foram considerados mortos e aqueles birrefringentes e mdveis foram
considerados vivos. Para obtencdo do valor médio dos parasitos em 1 mL, foi realizado o
célculo utilizando-se a formula: (n° de parasitos = média dos quatro quadrantes x n° da
diluicdo x 10%) (SILVA-JARDIM, 2004). Apés a realizacdo dos calculos, 5x10°
promastigotas/mL foram colocadas em meio RPMI/SFB e os parasitas foram mantidos a 24

°C e replicados (a cada cinco dias) por sucessivas passagens, até o maximo de 15 dias.

7.1.2.4 Determinacdes da atividade antileishmanial

A viabilidade das promastigotas expostas aos compostos foi avaliada por dois
métodos: contagem direta e ensaio colorimétrico empregando o sal MTT ((3-4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Nos dois métodos aproximadamente
5x10° promastigotas de L. amazonensis em inicio de fase estacionaria foram incubadas com
100 pg/mL do composto em diferentes concentracdes, a suspensdo dos parasitas foi ajustada
por meio de contagem realizada em camara de Neubauer. Para os dois métodos, o controle
negativo utilizado foi apenas promastigotas incubadas em meio de cultura e no controle
positivo os parasitas foram incubados com solucéo de Pentamidina a 5 pg/mL. Para o método
de contagem o experimento utilizou microtubos (tipo eppendorf) e para 0 método de MTT foi
utilizado placas de cultura de células (96 pocos). Os experimentos foram incubados a 25°C
durante 48 h. Apds o periodo de incubacdo os dois métodos se diferiram. No ensaio de
contagem direta, uma aliquota de 10 pL dos parasitas de cada tubo foi diluida no corante
eritrosina B 0,04% e contada na camara hemocitométrica de Neubauer, em microscopio
Optico (aumento de 400X). Para obter o valor médio de parasitas foi feito um célculo
utilizando-se a formula: (n® de parasitas = média dos quatro quadrantes x n° da diluicéo x 10%)
e os resultados foram expressos em porcentagem. No ensaio de MTT, a placa foi
centrifugada (a 1500 rpm durante 15 minutos a 4°C) e 80 pL do volume do poco da placa foi

retirado e 0 mesmo volume de meio RPMI foi adicionado ao po¢o. Em seguida 10 pL da



78

solugéo de MTT (5 mg/mL), foi pipetado em todos os pocos da placa e esta foi incubada por
mais 4 h na mesma estufa. Apos esse periodo, 0 mesmo procedimento de centrifugacdo foi
realizado e 150 pL de DMSO (Dimetil Sulfoxido) foram adicionados a placa. Apds novo
periodo de incubacdo (1h) em temperatura ambiente, as placas foram levemente agitadas e
lidas espectrofotometricamente a 570 nm. Como controle negativo foi utilizado apenas células
incubadas em meio de cultura, e como controle positivo as células foram incubadas com
solucdo de Pentamidina a 100 ug/mL. Os resultados foram determinados utilizando-se a
formula 1- (média da densidade Optica/média do controle x 100) e expressos em porcentagem
(Citotoxicidade).

7.1.3 Avaliacdo da atividade antiplasmodial

Os testes foram realizados no Laboratério de Bioensaios de Malaria e Leishmaniose
da (FIOCRUZ) na Unidade de Porto Velho, Rondénia.

7.1.3.1 Cultivo do Plasmodium falciparum

As cepas W2 (resistentes a cloroquina) foram descongeladas e mantidas em cultura
de suspensédo de hemécias humanas de doadores voluntarios do sistema ABO do tipo A ou O
com fator Rh(+) com hematdcrito de 5%, seguindo a técnica de Trager e Jensen (1976). O
cultivo foi realizado em meio completo composto por RPMI 1640 (Sigma) suplementado com
5% de plasma humano desfibrinador A+ ou O+ ou com albumax (Gibco) na concentracdo
final de 1%; Hepes 22,8 mM (Promega); glicose 11,1 mM (Sigma); HPX 0,36 mM (50
Hg/mL™) (Sigma); NaHCOs; 23,8 mM (Merck); gentamicina 40 pg/mL™ (Sigma). Os
parasitos foram mantidos em estufa a 37°C, condicionados em garrafas de cultura de 25 cm?
(Sarstedt) sob tensdo de gases (5% de O, + 5% de CO, + N, balanceado). O acompanhamento
do desenvolvimento dos parasitos foi realizado por meio da preparacdo estendida em laminas

(esfregaco) para analise em microscopio 6ptico em aumento de 1000X.
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7.1.3.2 Sincronizagéo dos parasitos para utilizagdo nos testes in vitro

Os cultivos com predominio de anéis utilizados nos ensaios de quimioterapia foram
obtidos por sincronizacdo com sorbitol conforme descrito por Lambros e Vanderberg (1979).
O meio de cultura foi retirado da garrafa, sendo adicionados ao sedimento contendo o sangue
parasitado 10 mL de uma solugéo de sorbitol 5% e glicose 0,5%.

O conteudo foi transferido para um tubo de centrifuga de fundo conico de 15 mL
(tipo Falcon) e incubado a 37 °C por 10 min. Apos esse periodo o material foi centrifugado
por 5 min a 1000 xg & temperatura ambiente de 24 °C. O sobrenadante foi retirado e o
sedimento ressuspendido com meio RPMI suplementado com soro humano A+ ou O+
inativado, ajustando-se o hematdcrito para 5%. Essa suspensdo apos transferéncia para uma
placa de Petri ficou em repouso a 37°C por aproximadamente 10 min para sedimentacdo das
hemacias. Posteriormente a parasitemia foi determinada por meio de esfregago sanguineo. O
hematdcrito e a parasitemia, pré-determinados para cada teste, foi ajustado com a adi¢do de
hemécias e meio RPMI completo em quantidades adequadas.
7.1.3.3 Preparo das placas para os ensaios de quimioterapia

Culturas de parasitos sincronizadas com predominio de anéis de P. falciparum foram
distribuidas em placas de cultura de 96 pocgos (KASVI K12-96) adicionando-se 180 pL/pogo
de meio de cultura RPMI contendo 0,05% de parasitemia e 1,5% de hematdcrito para o teste
de ELISA anti-HRPII. Anteriormente a adi¢do da suspensdo dos parasitos, 20 pL dos
compostos a serem testados foram adicionados a placa teste, em triplicata e em diferentes
concentracdes seriadas (100 - 0.31 mg/mL™). Os pocos controles (seis por teste) continham
hemécias normais ndo tratadas (controle negativo) e hemacias infectadas com o antimalarico
Artemisinina (ART) controle positivo, este que foi testado em paralelo em todos os

experimentos realizados em diluices seriadas de 500 & 7,8 ng/mL™.

7.1.3.4 Teste imunoenzimatico anti-HRPII

No ensaio imunoenzimatico anti-HRPII (NOEDL et al., 2002) duas placas de 96
pocos (KASVI K12-96) foram preparadas para cada experimento, uma placa-teste contendo
0S parasitos e 0s compostos a serem testados, e outra pré-sensibilizada com o anticorpo

monoclonal anti-HRPII. As placas-testes foram incubadas por 24 h a 37 °C, e o contetdo de
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seis pocos (controle positivo) foi retirado e congelado a -20 °C para ser utilizado
posteriormente como background. A placa foi novamente incubada por 48h nas condigdes
ideais para o crescimento do parasito. Apds 72 h de incubacéo, as placas foram congeladas e
descongeladas duas vezes a -70 °C para que ocorresse a lise das hemacias. Para a
sensibilizagdo das placas no teste anti-HRPII, 100 puL do anticorpo primario (MPFM-55A
ICLLAB®, EUA) a 1,0 ug/mL™ foi adicionado a cada poco da placa de ensaio (Maxysorp,
Nunc, Denmark). Apos incubacéo por 12 a 16h a 4°C, o contedo dos pocos foi descartado e
200 uL/pogo da solucdo de bloqueio (PBS-BSA 2%) adicionada, sendo a placa mantida a
temperatura ambiente por 2h. Apos esse tempo, 0 conteldo dos po¢os passou hovamente por
descarte e a placa lavada trés vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% (PBS-T). A cada pogo da
placa foram adicionados 100 pL das amostras da cultura de P. falciparum hemolisadas. Em
seis pocos da placa foram adicionados 100 uL dos controles congelados nas primeiras 24h
(background). A placa foi entdo incubada por 1h a temperatura ambiente, em camara Umida,
sendo em seguida lavada trés vezes com PBS-T, adicionando-se a cada pogo 100 uL do
anticorpo secundario (MPFG55P ICLLAB®, EUA) diluido a 1:5.000. Apds incubacdo a
temperatura ambiente de 24 °C por 1h, em camara Umida, a placa foi lavada trés vezes com
PBS-T e 100uL de uma solugdio de TMB - 3,3",5,5-Tetrametilbenzidina (TMB)
acrescentados a cada poco. A placa foi incubada entre 5 a 10 min a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, e a reacdo interrompida adicionando-se 50 plL/pogo de solugdo de acido
sulfurico 1 mol/L. A leitura das absorbancias foi realizada a 450nm em espectofotbmetro de
microplacas (leitor de ELISA) (BIO-RAD Modelo 3550).

7.1.3.5 Andlise estatistica antiplasmodial

A determinacgéo da ICs, foi realizada a partir de regressdo linear, relacionando-se o
percentual de inibicdo em fungéo do logaritmo das concentragdes testadas e admitindo-se um
intervalo de 99% (p<0,01), para a reta obtida utilizando-se o programa Microcal Origin

versao 8.0.
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7.1.3.6 Ensaios in vitro de citotoxicidade

7.1.3.6.1 Cultivo de linhagens celulares

As linhagens celulares HepG2 (derivada de um hepatoma humano) foram cultivadas
como recomendado (CALVO-CALLE et al., 1994). As mesmas foram mantidas em garrafas
de cultura de 75cm? (Corning) suplementadas em RPMI contendo 5% de soro fetal bovino
(SBF) (Gibco/Invitrogen) e 40mg/L de gentamicina (Schering-Plough). As células foram
mantidas em estufa com 5% de CO, a 95 % de umidade e a 37°C. O meio das garrafas foi
substituido a cada dois dias. Ap6s confluéncia de cerca de 80%, a cultura de células foi
repicada, ou utilizada na realizacdo de ensaios de citotoxicidade. Quando necessario, 0
congelamento das células foi realizado em ampolas de criopreservacdo com uma solucao
contendo 95% de SBF e 5% de DMSO (Sigma-Aldrich).

7.1.3.6.2 Preparo das placas

Para o preparo das placas testes, as células foram lavadas com meio sem SBF, tratadas
com 1mL de tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco/Invitrogen) e incubadas a 37 °C por 3 min, para
que as células se descolassem da garrafa. Ao conteldo resultante da tripsinizacdo foram
adicionados 9mL de meio completo, seguido por centrifugacdo a 80g por 5min na temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em meio completo
contendo 5% SBF. Apo6s a contagem, em camara de Neubauer, a suspensdo foi ajustada para
1x10°/mL e 180pL acrescentados a cada poco da microplaca. As células foram incubadas por
12 & 16h em estufa de CO; a 37 °C para adesdo aos pocos da microplaca. Em seguida, 20uL
de meio completo contendo diferentes concentragdes dos compostos (1000 - 1pg/mL) foram
adicionados aos pogos da microplaca. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C, 5% de
CO; e 95% de umidade.

7.1.3.6.3 Ensaio de citotoxicidade utilizando MTT

A citotoxicidade foi determinada por meio do método colorimétrico do MTT (3-
([(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio]) (MADUREIRA et al., 2002). Ap6s 24 horas
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foi adicionado em cada pogo, 20uL de MTT a uma concentracdo de mg/mL™ em PBS (p/v) e
as placas ficaram por trés horas em estufa 37 °C. Ao final desse periodo, 0 meio de cultura,
juntamente com o excesso de MTT, foi desprezado e em seguida, 100uL. de DMSO (Sigma-
Aldrich) foram adicionados a cada poco. A leitura Optica foi feita utilizando um

espectrofotbmetro de microplacas em A de 570 nm.

7.1.3.6.4 Determinacdo da dose letal minima (MDLsp) e indice de seletividade

A MDLs para a linhagem HepG2, foi determinada por meio de curvas dose-resposta,
em funcdo de regressdo ndo linear, sendo utilizado o programa Origin (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, EUA), para calcular o mesmo.

O indice de seletividade (I1S) das amostras testadas foi obtido calculando-se o valor de
MDLso HepG2 dividido pelo valor de 1C50 da cepa W2 de P. falciparum. Valores maiores
que 25 foram considerados ndo toxicos, maiores que 10 e menores que 25 foram considerados
parcialmente toxicos, enquanto substancias com valores abaixo de 10 foram consideradas
toxicas (BEZIVIN et al., 2003).

7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.2.1 Ac¢ao antileishmanial

Os eluatos utilizados para o teste Antileishmanial foram: EHC, EAC, EHF, ECF, EAF
e EEF. No método de contagem direta, 0s compostos que apresentaram melhores resultados
foram EHC e EEF para os eluatos solubilizados em etanol, com 100% e superior a 80% de
inibicdo, respectivamente (Figura 20a). Ja utilizando o solvente DMSO os eluatos EAF com
inibicdo superior a 60% e ECF e EHF ambos com inibi¢do superior a 50% foram os que
apresentaram os melhores resultados (Figura 20b).

O EHC também foi o que apresentou 0s melhores resultados no teste MTT, com mais
de 90% de citotoxicidade (Figura 20c), seguido do EHF que apresentou mais de 60% (Figura
20d).
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A acdo antiparasitaria de eluatos hexanicos contra promastigotas de Leishmania, ja foi
observado em outras espécies da regido amazonica, tais como Annona foetida (COSTA et al.,
2006), Garcinia brasiliensis (PEREIRA et al., 2011) e Lacistema pubescens (SILVA et al.,
2014a) contra L. amazonensis, Gustavia elliptica contra L. braziliensis (ALMEIDA et al.,
2011) e Guarea kunthiana e Casearia sylvestris contra L. donovani (MESQUITA et al.,
2005).

Uma das provaveis explicacBes para a atividade antileishmanial de extratos e eluatos
hexanicos é a presenca de terpendides, estes que apresentam afinidade com a polaridade do
hexano, e sdo encontrados em vérias espécies do género Maytenus (PINHEIRO, 1980;
GONZALEZ et al., 1982; BAUDOUIN et al., 1984; ITOKAWA et al., 1993; SHIROT et al.,
1998; SALAZAR et al., 1999; PIACENTE et al., 1999; NAKAGAWA et al., 2004; DA
SILVA et al., 2008; HURTADO, 2013; FACUNDO et al., 2015).

Os melhores resultados antileishmanial com metabdlitos secundérios foram para a
Tingenina B solubilizada em etanol (Figura 21a) e Tingenina + Tingenina B solubilizada em
DMSO (Figura 21b) ambos com 100% de inibicdo de promastigotas no método de contagem
direta, e citotoxicidade superior a 90% e 80% para 0 Tingenina B e 80% para Tingenina +
Tingenina B (Figura 21c e d) no teste MTT.
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Figura 20. Acéo antileishmanial de eluatos de M. guianensis.
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Figura 21. Acdo antileishmanial de metabolitos secundarios isolados de M. guianensis.
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Tingenina B tem demonstrado em outros estudos atividade antiparasitaria contra
Trypanosoma cruzi 1C50<0.25ug/mL, Trypanosoma brucei 1C50<0.25ug/mL e Leishmania
infantum 1C5¢<0.51ug/mL (Maregesi et al., 2010).

Torres-Santos et al. (2004) e Teles et al. (2011) realizaram estudos da acdo de
triterpenos isolados sobre as formas promastigotas de L. amazonensis e descobriram que a
presenca do grupamento acido carboxilico confere a atividade antiprotozoéria e triterpenos
pentaciclicos com maior numero de grupamentos hidroxilas apresentam maior acéo
antipromastigotas, esta caracteristica quimica também é observada na tingenina B.

Tingenina B é um triterpeno pentaciclico com esqueleto quinonametideo, e outros
compostos com esse mesmo esqueleto tem demonstrado um grande potencial para producéo
de drogas mais potentes conta leishmaniose (SANTOS et al., 2013) e doenca de Chagas
(LIAO et al., 2008; SANTOS et al., 2013)

Outros estudos demonstram que o0s triterpenos, estimulam a granulocitose e
fagocitose, auxiliando no combate a infeccdo (AKIHISA et al., 1996), provocando
extravasamento citoplasmatico, formacdo de corpusculos lipidicos e inchagco mitocondrial
(TELES et al., 2015). Porém, mesmo com essas informacfes até 0 momento o mecanismo de
acao pelo qual os triterpenos inibem o crescimento de formas promastigotas de Leishmania

spp ainda nao foi totalmente elucidado (LIMA et al., 2011).

7.2.2 Acéo antiplasmodial

Os eluatos utilizados para o teste Antileishmanial foram: EHC, ECC, EAC e EMC,
tendo apresentado a melhor acdo anti-P. falciparum o EHC com I1Cs0<1,563ug/mL, seguido
do EMC e ECC com IC5=32,22ug/mL e 50,92ug/mL respectivamente (Tabela 1). Ja entre 0s
metabolitos o que demonstrou melhor efeito antiplasmodial foi Tingenina B (Tabela 11 e
Figura 22).

Tabela 11. Atividade anti-P. falciparum (cepa W2) de eluatos e metabdlitos secundarios
isolados de M. guianensis.

Amostras 1Cso (1g/mL) 1Csg (ug/mL) 1Csq (ug/mL)
Placa 1 Placa 2 (média + DP)

Eluato Hexanico da Entrecasca (EHC) 4,15 18,38 =11,26 +7,11**

Eluato Cloroférmico da Entrecasca (ECC) 47,43 54,42 =50,92 + 3,49**

Eluato Acetato de Etila da Entrecasca (EAC) > 100 > 100 > 100*

Eluato Metilico da Entrecasca (EMC) 17,67 10,30 =13,98 + 3,68 **

29-hidroxifriedelina > 100 > 100 > 100*

Friedelina > 100 > 100 > 100*

Friedelinol > 100 > 100 > 100*

Tingenina B 2,64 11,75 =7,19 + 4,55***

Artemisinina (ART) 0,0088 0,0083 = 0,0085+ 0,00025***

ICs0: Concentracdo inibitdria de 50% da populacdo em teste: ICs, atividade baixa *(1Cs0>100); ICso atividade moderada
**(10<IC5>100); ICs atividade alta ***(1C5,<10).
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Figura 22. Atividade anti-P. falciparum (cepa W2) de eluatos e Tingenina B isolado de M.
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Tabela 12. indice de seletividade primario de eluatos e Tingenina B isolado de M.

guianensis.

Amostras I1Cso (ug/mL) MTT - HepG2 IS
(média + DP) MDLsg, (ug/mL) + DP

Eluato Hexanico da Entrecasca (EHC) =11,26+7,11 =5,9+1,9 ~ 0,52***
Eluato Cloroférmico da Entrecasca (ECC) =50,92 + 3,49 > 500 ~ 9,81***
Eluato Metilico da Entrecasca (EMC) =13,98 + 3,68 > 500 ~ 35,76*
Tingenina B =7,19+455 > 250 ~ 34,78*
Artemisinina (ART) =0,0085+ 0,00025 >50 ~ 5882,35*

ICs: Concentragdo inibitoria de 50% da populagdo em teste. MDLs,: Dose letal minima para 50% da
populacdo em teste. IS: Indice de seletividade: IS ndo-toxico *(1S>25); IS parcialmente tdxico **(10<1S>25);
IS toxico ***(IS<10).

A acdo antiplasmodial de eluatos hexanicos contra P. falciparum, também ja foi
observada em outras espécies da regido amazébnica, tais como: Xylopia aromatica,
Anemopaegma arvense, Cybistax antisyphilitica e Casearia sylvestris (MENEGUETTI et al.,
2015a).

A acdo antioxidante da espécie M. guianensis (MACARIET al., 2006) inibe a
peroxidacdo lipidica (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009) e demonstra atividade quelante de
metais pesados, além de agir sobre diferentes radicais livres (HO et al., 1992; MELO et al.,
2001), o que pode ter relagdo com o efeito anti-P. falciparum observado no presente estudo.

Em outro estudo o EHC de M. guianensis demonstrou uma alta acdo anti- P.
falciparum, porém, contra cepa 3D7 (sensivel & cloroquina) com 1Csp=0,3ug/mL
(HURTADO, 2013), resultados bem superiores aos encontrados no presente estudo contra a
Cepa W2.

Foi constatado que o EHC M. guianensis é rico em triterpenos, o que ja havia sido
descrito por Facundo et al. (2015) com estudo dos constituintes quimicos da espécie. A
presenca desses terpenoides pode justificar a eficacia antiparasitaria que é demonstrada por
varios estudos (MAES et al., 2004; TORRES-SANTOS et al., 2004; SULSEN et al., 2008;
DANELLI et al., 2009; TELES et al., 2011; SANTOS et al., 2013; BARRERA et al., 2013;
BEGUM et al.,, 2014; TOLEDO et al., 2014; SILVA et al.,, 2014b; BERNAL; COY-
BARRERA, 2014).

A atividade antiplasmodial moderada do EHC, EMC e ECC pode estar correlacionada
ao efeito sinérgico entre os triterpenos existentes nestes eluatos. Essa acao ja foi observada
com a combinacédo entre terpendides e inibidores da atividade proteolitica do proteossomo, o
que potencializou a acdo antimalarica (GOULART, 2006). Os metabolitos secundarios

quando administrados concomitantemente com outros, podem apresentar diferentes efeitos
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dos apresentados pelos mesmos isoladamente, podendo diminuir a toxicidade, profilaxia no
desenvolvimento de resisténcia dos parasitas as drogas, ou até mesmo apresentar a acao
inversa, com aparecimento de efeitos toxicos, diminuicdo da acdo de uma ou mais drogas, ou
até mesmo o aparecimento de um novo efeito que ndo é observado nos farmacos utilizados
isoladamente (FIVELMAN et al., 2004).

Na busca de novos farmacos antimaléricos algumas combinagdes se demonstram
eficazes, tais como: Malarone (combinacdo de atovaquone e proguanil) (SRIVASTAVA et
al., 1997), Lapdap (combinacdo de cloroproguanil e dapsoma), Coartem (combinacdo de
artemisinina e lumefantrina) e outras terapias que combinam derivados de artemisinina com
artesunato-melgoquina, que além de potencializar o medicamento demonstrou eficacia na
prevencdo da resisténcia do parasita a droga (SILVA, 2012), efeito semelhante também foi
observado com a combinacdo entre fosmidomicina, lincosamida, lincomicina e clidamicina
em testes in vitro e in vivo (WIESNER et al., 2002).

O EHC apresentou elevada citotoxidade contra a linhagem celular HepG2 (célula
neoplasica de figado humano), o que desencoraja a realizacdo de estudos futuros com esses
eluatos contra P. falciparum. No entanto é importante lembrar que células HepG2 também
sdo utilizadas para avaliagdo da genotoxicidade e antigenotoxicidade de extratos de plantas
medicinais e componentes bioativos (ANGELI et al., 2010; YANG et al., 2011; PILLAY et
al., 2013; SOUZA et al., 2013), sendo que a elevada citotoxicidade contra HepG2 pode
representar uma possivel atividade anticancerigena do EHC, o que vem de encontro com
resultados antigenotdxicos descritos para o extrato aquoso de M. guianensis (MENEGUETTI
et al., 2014b; MENEGUETTI et al., 2015b), sendo indicado estudos futuros para avaliacéo
deste potencial.

Em outra pesquisa o metabolito Tingenina B isolado demonstrou atividade contra
cepas de Plasmodium falciparum (sensiveis a cloroquina) com 1Cs0=0.36pg/mL, além de
atividade microbioldgica contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Escherichia coli
ambos com 1Cg<0.25ug/mL (MAREGESI et al., 2010), apresentando também efeito
significativo contra Bacillus subtilis, Sarcinia lutea, Klebsiella pneumoniae e Microsporum
gypseum com a Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) de 1,0, 1,0, 4,0 e 4.0pg/mL,
respectivamente (SOTANAPHUN et al., 1998). Também é relevante destacar que Tingenina
B tem demonstrado atividade antitumoral (UFMG, 2015; SHIROTA et al., 1994;

BAVOVADA, 1990), e no presente estudo ndo demonstrou acgdo citotoxica contra células
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HepG2, demonstrando um grande potencial deste metabdlito, tanto para agdo antiplasmodial
como antigenotdxica.

A acdo antiparasitaria do EHC (rico em triterpenos) e do triterpeno Tingenina B pode
estar relacionada com a lise da membrana plasmatica do parasita, 0 que ocasiona o
esgotamento dos gradientes i0nicos, efluxo de nutrientes e outros componentes
citoplasmaticos, provocando consequentemente a morte celular, tanto em Plasmodium como
em Leishmania (MARR et al., 2012).

Outras provaveis explicacdes para a acdo antiparasitaria desses terpenoides seria a
ativacdo da morte celular programada nestes parasitos, uma vez que este processo ja foi
identificado tanto em Plasmodium quanto Leishmania (MESLIN et al., 2011) e a interferéncia
de uma ou mais substancias no processo de diferenciacdo celular destes parasitos em seus
hospedeiros, o qual demonstra ser um processo extremamente complexo, com ajuste fino da
regulacdo da expressdo génica, resultando em um turnover de proteinas e destruicdo de
organelas, este que também pode ocorrer tanto em Plasmodium quanto em Leishmania, além

de outras espécies de protistas patogénicos (DUSZENKO et al., 2011).

7.3 CONCLUSAO

Constatou-se que o EHC de M. guianensis, apresentou os melhores resultados entre o0s
eluatos contra cepa W2 de P. falciparum com ICsp= 11,26 pg/mL e L. amazonensis com
inibicdo entre 90 a 100% das formas promastigotas, porém, este eluato apresentou
citotoxicidade contra linhagem celular HepG2. Ja entre os metabdlitos isolados do EHC, o
que apresentou melhor resultado contra P. falciparum foi a Tingenina B com ICs= 7,19
pug/mL. Este que seguido do Tingenina + Tingenina B apresentam os melhores resultados
contra promastigotas de L. amazonensis, com inibig&o ficando entre 80 a 90%.

Foi possivel evidenciar que a especie M. guianensis possui potencial
antiparasitolégico com atividade antiplasmodial e antileishmanial, sendo indicados estudos
futuros para elucidacdo do mecanismo de acdo dos mesmos e avaliagdo do potencial
genotoxico dos eluatos e metabolitos secundarios isolados, a fim de potencializar a eficacia

etnofarmacoldgica e minimizar os possiveis efeitos adversos.
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Constatou-se que a espécie M. guianensis possui potencial anticitotoxico,
antimutagénico, antigenotoxico e antiparasitologico com atividade antiplasmodial e
antileishmanial.

Por meio do teste de A. cepa foi possivel evidenciar a inocuidade em relacdo aos
efeitos citotoxicos e mutagénicos em concentrag@es até 10 vezes maiores que a utilizada no
uso tradicional de M. guianensis, além de um potencial anticitotoxico e antimutagénico nas
mesmas concentragdes, essas que também ndo apresentam efeitos genotoxicos e ainda possui
acao antigenotdxica em camundongos tratados de forma aguda. Sendo indicados estudos
futuros de bioacumulacdo e dos efeitos crénicos dessa espécie, com o intuito de garantir sua
eficacia e seguranca para o desenvolvimento de fitoterapicos e/ou farmacos.

A investigacdo fitoquimica em M. guianensis levou ao isolamento de nove triterpenos,
incluindo friedelanos, Friedo-nor-oleanano, oleanano e ursano e um esterdide. Todos foram
isolados a partir desta espécie pela primeira vez. Também foi possivel observar que a
presenca de triterpenos Friedelanos pode ser empregada como 0s componentes comuns das
familias Hippocrateaceae e Celastraceae.

Na investigacdo antiparasitaria detectou-se que o EHC de M. guianensis, apresentou
0os melhores resultados entre os eluatos contra cepa W2 de P. falciparum com
IC50=11,26ug/mL e L. amazonensis com inibicdo entre 90 a 100% das formas promastigotas,
porém, este eluato apresentou citotoxicidade contra linhagem celular HepG2. Ja entre os
metabolitos isolados do EHC, o que apresentou melhor resultado contra P. falciparum foi o
Tingenina B com 1C50=7,19ug/mL, este que seguido do Tingenina + Tingenina B apresentam
os melhores resultados contra promastigotas de L. amazonensis, com inibi¢do ficando entre 80
a 90%.

Foi possivel observar que a espécie M. guianensis possui um potencial
antiparasitologico com atividade antiplasmodial e antileishmanial, sendo necessarios estudos
futuros para elucidacdo do mecanismo de acdo dos mesmos e avaliagdo do potencial
genotoxico dos eluatos e metabdlitos secundarios isolados, a fim de potencializar a eficacia

etnofarmacoldgica e minimizar os possiveis efeitos adversos.
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ABSTRACT:

The preoccupation to find new drugs for the treatment of malaria is increasing steadily
due to the resistance of the parasite, which is a threat to disease control. The present
study describes a literature review on the antimalarial ethnopharmacology (Anti-
Plasmodium falciparum - in vitro) of the Brazilian Amazon plants. It was found a great
diversity of plant species in the Brazilian Amazon with potential for research of new
herbal and secondary metabolites with antiplasmodial action, in addition to treating
other neglected parasitic diseases. However, for these studies is needed in addition to
financial support, the interaction between different laboratories and research groups for
the formation of multidisciplinary and interdisciplinary teams, which will enhance the
research level in the region and increase the likelihood of new antimalarial drugs
discovery.

Keywords: Plasmodium falciparum. Drug therapy. Ethnopharmacology.

INTRODUCTION

Malaria is an infectious and parasitic disease, not contagious, with episodes of acute
manifestations and chronic evolution, which affects millions of people in tropical and
subtropical regions of the world (Ferreira, 2005; Ferreira et al., 2012; WHO, 2014).

The etiological agents of malaria are protozoa of the phylum Protozoa, Sporozoea
class, Plasmodiidae family and genus Plasmodium, of which there are five species with
potential for human transmission: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium

malariae, Plasmodium ovale and Plasmodium knowlesi (Sabbatani et al., 2009; Hellemond et
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al., 2009; S4, 2011), occurring the majority in wild environment by the bite of the female
mosquitoes of genus Anopheles (Mariath et al., 2009).

In Latin America, malaria is among the four major endemic diseases, mainly affecting
people in poor countries of the American continent (Ferreira et al., 2012). In Brazil, 99% of
the cases are concentrated in the Legal Amazon, where reported new cases are more than 170
thousand each year (Monteiro et al., 2013; Brasil & Daniel-Ribeiro, 2015). This higher
incidence of the disease in the Amazon is owing to the fact that it is a region where conditions
are favorable to the existence of the vector, due to lack of proper sanitation, disordered
settlements and invasion of forests by human population (Costa et al., 2010). Besides, often
reside in places of difficult access, where they are helpless in relation to basic health, having
to look for alternative treatments in plant biodiversity for their illness. However, about 99% of
the plants of this region have not yet proven their pharmacological effect and their active
principles identified (Santos, 2009), which represents a major pharmacological and economic
potential to be exploited (Cechinel-Filho & Rosendo, 1998; Féo et al., 2012).

This study aimed to perform a literature review describing the antimalarial
ethnopharmacology (Anti-Plasmodium falciparum — in vitro) of plants in the Brazilian
Amazon. The proposed study was due the preoccupation in search for new drugs for the
treatment of malaria, due the drug resistance of the parasite, this being considered a threat to
disease control (Villalobos et al., 1997), because the resistance of P. falciparum has been
widely documented for various drugs in different countries (Dobenstyn et al., 1979; Alencar
et al., 1997; Reyes et al., 1985; Fontanet et al., 1993; Villalobos et al., 1997; Sidhu et al.,
2002; Chen et al., 2005; Pimentel et al., 2007; Mita & Tanabe, 2012; Bolzani & Bolzani,
2013; Ariey et al., 2014).

Antimalarial Drugs

Data in literature show that of 1,535 new drugs registered between 1975 and 2004
only 1% were developed to treat tropical diseases (Dias & Dessoy, 2009; Santos et al., 2012).
The figures reveal a policy of exclusive research, in which only 10% of global spending on
health research is spent on diseases that affect 90% of the global burden, the challenge
therefore, is to provide alternatives to treatment in affected populations that, in most of cases,
presents improperly (Sobrinho et al., 2007).

The malarial Plasmodium has a complicated life cycle, so malaria must be treated

with drug combinations, as well as therapy must be acting in each phase of this cycle and
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certain criteria must be considered, such as the type of Plasmodium, the patient clinical
classification and the group to which it is part. These aspects will determine the need for a
different treatment for each situation (Osorio-de-Castro et al., 2011).

The first antimalarial drugs were created in the 1940s, being derived from natural
products or synthetic compounds (Scalercio, 2010), having quinine the earliest medication
used to treat malaria, which acts as an erythrocyte schizonticide with quick action, also acting
on gametocytes of P. vivax, P. ovale and P. malariae, but having no action on tissue schizonts
of P. vivax and P. ovale or gametocytes of P. falciparum (Gomes et al., 2011).

Quinine was discarded after the introduction of synthetic derivatives, being
reintroduced when the emergence of resistant strains occurred and has been used for
infections with P. falciparum resistant to chloroquine, as well as in the treatment of severe
malaria, in which can also be used quinidine that proved to be more effective, but more toxic,
than quinine (Silva et al., 2005).

Chloroquine has few adverse effects when used for chemoprophylaxis and was
considered safe for pregnant women, however, when used at high doses in acute treatment,
may occur nausea, vomiting, dizziness, blurred vision, headache, symptoms of urticarial and
retinopathies (Cabral, 2010).

Due to the increasing resistance to antimalarial drugs such as chloroquine, quinine and
mefloquine there was a rise in the number of cases in some tropical countries and this fact has
been a threat to the local health system. Based on this assumption new drugs have been tested
worldwide with the goal of which is preventing P. falciparum, resistance. Among these drugs,
arthemether associated to lumefantrine was approved, for use in over 80 countries, causing no
serious effects in 99% of patients who are carriers of malaria caused by P. falciparum, the
other 1% had cough, diarrhea, vomiting and anemia (Pinheiro, 2008). Among the newer drugs
for malaria control is artemisinin and its derivatives. They act quickly in the destruction of
blood schizont preventing the formation of gametocytes, and such derivatives are generally
used in combination with other long half-life drug, including mefloquine, piperaquine,
amodiaquine, lumefantrine, forming a set of combination therapies established by Artemisinin
Combined Therapy (ACT) (Tedfilo, 2008).

Another drug therapy scheme used in several countries is the combination of
sulfadoxine and pyrimethamine. However, the levels of resistance to this drug increased and

are associated with mutations in two genes: DHPS and DHFR (Tedfilo, 2008).
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The mefloquine is another drug used to combat P. falciparum resistant to chloroquine.
However, this drug has some side effects such as gastrointestinal complications, dizziness and
psychological effects, and even these effects being temporary, its use is not recommended to
treat patients with history of epilepsy or psychiatric disorders (Franca, 2008).

We can also cite derivatives of the phenanthrene, and amodiaquine, hydroxyl-
chloroquine as drugs used for the treatment of malaria caused by P. falciparum strains
resistant to chloroquine (CRS). However, they are less effective than drugs mentioned above
and more toxic than chloroquine, wherein similar effects are also observed with halofantrine,
besides the occurrence of cross-resistance to mefloguine (Franca, 2008).

For the malaria control is necessary that new compounds and an effective vaccine are
developed. Within this context research is being done based on empirical knowledge of

traditional populations of the Brazilian Amazon region to search for new antimalarial drugs.

Antimalarial Ethnopharmacology

76 plant species of the Amazon were found with possible antimalarial activity, being
distributed in 32 botanical families. Among the plants studied, 26 species belonging to 12
families, showed activity Anti-Plasmodium falciparum in vitro, by their crude extracts,
fractions and isolated secondary metabolites, and 66 compounds were active against strains:
3D7, W2, FcB1, K1, Dd2, D2, D6, F32, FcM29 and Nigerian strains of P. falciparum.

Anti-P. falciparum activity of extracts and fractions
Chloroquine-sensitive strains

The P. falciparum 3D7 strain, which had its genome sequenced in 2002 (Gardner et
al., 2002) is a chloroquine-sensitive strain (CSS), as well as D6 and F32 strains.

In the present study, 10 extracts and 2 fractions were found (with activity against 3D7

strain) prepared from 11 species belonging to five families, as can be seen in Table 1.



Table 1. Anti-P. falciparum activity (3D7 strain) of extracts and fractions of
Amazonian plants (Branddo et al., 1997; Okunade & Lewis, 2004; Kvist et al.,
2006; Dolabela, 2007; Mariath et al., 2009; Dolabela et al., 2008; Hurtado, 2013;
Borges et al., 2013; De Paula, 2014).

Antiplasmodial activity

Family Specie Sample (ug/ml)
Aspidosperma rigidum Stem(dichloromethane) 1,0
Extract Fxk
Aspidosperma spruceanum  Stem(dichloromethane) 6,0
Extract il
Aspidosperma parvifolium Bast (ethanol) 20,5
Extract *x
Apocynaceae Aspidosperma Core (ethanol) 39,0
cylindrocarpon Extract **
Aspidosperma excelsum Bast (ethanol) 42,0
Extract *x
Aspidosperma rigidum Stem (ethanol) 48,0
Extract *x
Aspidosperma spruceanum Stem (ethanol) 100,0
Extract *
Asteraceae Bidens pilosa Leaves and root 50,0
(butanol) **
Fraction
Celastraceae Maytenus guyanensis Bast (hexano) 0,3
Fraction foieie
Rutaceae Esenbeckia febrifuga Stem (ethanol) 21,0
Extract **
Verbenaceae Lantana cujabensis Leaves and root 23,3
(ethanol) **
Extract

ICso: Inhibitory concentration for 50% of the test population: low activity *(ICs,>100); moderate activity **(10<ICs,>100); high activity
*%(]Cg0<10).

The samples that produced the best results were the Maytenus guyanensis (bast)
hexane extract and the A. rigidum (stem) ethanol extract.

Activity against P. falciparum strains observed in studies using species of the genus
Maytenus, where the aqueous and methanol extracts of M. undata, showed an 1C5,<10ug/ml,
both for D6 (CSS) and W2 (CRS) (Muthaura et al., 2007). It is believed that the antiparasitic
action of species of this genus is mainly due to the occurrence of friedelane triterpenes
(Muhammad et al.,, 2000), like 3-oxo-friedelane, 3B-hydroxyfriedelane, 3-0xo0-16p-
hydroxyfriedelane that were isolated from M. guyanensis (Lima et al., 2013; Hurtado, 2013)
and other species from the same genus (Nozaki et al., 1986).

The A. rigidum specie, belongs to Apocynaceae family, which is widely quoted in
fever and malaria treatments (Branddo et al., 1992, Oliveira et al., 2011, Coutinho et al.,
2013), also being cited with antibacterial action against Escherichia coli (Meneses-Pereira et

al., 2006) and antileishmanial activity (Tanaka et al., 2007; Ferreira et al., 2004). The
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following alkaloids of genus Aspidosperma have been isolated: - yohimbine (OH-17emp),
10-methoxygeissoschizol, ramiflorines A and B (Marques et al., 1996; Oliveira et al., 2009)
and isositsiriquina (Oliveira et al., 2001), which in combination or in isolation may be
responsible for the antiparasitic action of the species.

The antiplasmodial action was assessed with the species A. megalocarpon and A.
oblongum, against F32 and D6 strains, respectively. The methanol extract of A.
megalocarpon, showed a moderate result, 1C5,=25,0ug/mL (Weniger et al., 2001), and high
action against D2 (CRS), and for this species were also tested for antiplasmodial action these
metabolites: aspidolimidine, aspidoalbine and fendlerine (Mitaine et al., 1998), The results
and discussion of these metabolites are shown in the "Anti-P. falciparum activity of
secondary metabolites” topic. The bast ethanol extract of A. oblongum, presented high
antiplasmodial action with 1C5,=0,85ug/mL (Cabral et al., 1993). This species also presented
the best results against the W2 strain, detailed in Table 2 and discussed in the following

section.

Chloroquine-resistant strains

The W2 and FcB1 strains of P. falciparum (CRS), are used to search for effective
drugs against resistant strains, especially chloroquine.

It was found 10 extracts and one fraction (with activity against W2 strain) prepared
from nine species belonging to four plant families. Against the FcB1 strain, two extracts and
twelve fractions were prepared from five species belonging to four plants species, as can be

seen in Table 2.

Table 2. Anti-P. falciparum activity (W2 and FcB1 strains) of extracts and fractions
of Amazonian plants (Cabral et al., 1993; Sanaiotti et al., 1997; Miranda, 2000;
Miranda & Absy, 2000; Okunade & Lewis, 2004; Carvalho, 2007; Dolabela, 2007;
Mesquita et al., 2007; Dolabela et al., 2008; Mariath et al., 2009; Oliveira, 2012; De
Paula, 2014; Meneguetti et al., 2014).

Antiplasmodial activity

Family Specie Sample (ug/ml)
W2 FcB1
Xylopia aromética Core of the root - 4,7
(hexane) kk
Fraction
Xylopia aromética Bark of the root - 6,8
(hexane) kk
Annonaceae Fraction
Xylopia aromatica Bast (hexane) _ 15,3
Fraction *x
Aspidosperma macrocarpon Bark of the root - 49
(ethanol) Fkx

Extract
Apocynaceae Aspidosperma oblongum Bast (ethanol) 4,7
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Extract ookl
Aspidosperma spruceanum Stem 6,0 o
(dichloromethane) Fkk
Extract
Aspidosperma rigidum Stem 19.7 o
(dichloromethane) -
Extract
Aspidosperma parvifolium Bast (ethanol) 32,8 o
Extract **
Aspidosperma rigidum Stem (ethanol) 36,5 _
Extract **
Aspidosperma cylindrocarpon Core (ethanol) 44,0 _
Extract **
Aspidosperma spruceanum Stem (ethanol) 65,0 o
Extract **
Anemopaegma arvense Root (hexane) o 16,1
Fraction *x
Anemopaegma arvense Leaf (hexane) _ 243
Bignoniaceae Fraction **
Cybistax antisyphilitica Core (hexane) _ 26,5
Fraction **
Anemopaegma arvense Bast (hexane) . 27,6
Fraction **
Celastraceae Maytenus guyanensis Ethyl acetate (hexane) 56,6 _
Fraction **
Rutaceae Esenbeckia febrifuga Stem (ethanol) 15,5 _
Extract **
Casearia sylvestris Bast (hexane) _ 0,9
Fraction el
Casearia sylvestris Bast (hexane) _ 1,0
Fraction el
Casearia sylvestris Bark of the root _ 1,2
(hexane) Hokk
Salicaceae - - Fraction
Casearia sylvestris Leaf (hexane) _ 13
Fraction Hxk
Casearia sylvestris Core of the root _ 23
(hexane) ke
Fraction
Casearia sylvestris Bark of the root _ 7,7
(ethanol) Extract ool
Verbenaceae Lantana cujabensis Leaf and stem (ethanol) 14,7 _
Extract **

ICso: Inhibitory concentration for 50% of the test population: low activity *(ICs,>100); moderate activity **(10<ICs>100); high activity
***(1C50<10).

The A. oblongum and A. spruceanum species, as well as the others of Apocynaceae
family, presented mainly alkaloids among its secondary metabolites, and among these we may
mention the A. oblongum species: 10-methoxy-17-epi alloyohimbine, 19,20-dehydro-P-
yohimbie, 3,4-dehydro-B yohimbine, p-yohimbine oxindole, p-yohimbine pseudoindoxyle,
pyohimbine N-oxide, 10-methoxy-P-yohimbine, 10-methoxy-a-yohimbine, 19,20-dehydro-a-
yohimbine, aricine pseudoindoxyle, methoxy antirhine, 10- methoxy sitsirikine, tetradehydro-
sitsirikine (Robert et al.,, 1983) and for A. spruceanum specie: spruceanumines A,
spruceanumines B, aspidospermidine, demethoxypalosine, aspidocarpine , aspidolimine,

fendlerine, aspidolimidine, obscurinervidine e obscurinervine (Oliveira et al., 2009). It is
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believed that the mixture of these metabolites are responsible for the antimalarial activity
against W2 strain.

The best results against the FcB1 strain, were obtained from different fractions of C.
sylvestris, which is characterized by the presence of substances of interest such as: coumarins,
flavonoids, lignans and several diterpenes (Yamagushi et al., 2011). Beyond the antimalarial
activity (Mesquita et al.,, 2007), also presents action against Leishmania donovani
promastigotes, Trypanosoma cruzi amastigotes (Espindola et al. 2004, Mesquita et al. 2005),
Aedes aegypti larvae (Rodrigues et al., 2006) and antimicrobial action against fungi:
Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, C. tropicalis and bacteria:
Bacillus subtilis, B. cereus, Staphyloccoccus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella
enteritidis (Ferreira et al., 2011).

Other chloroquine-resistant strains were used, besides W2 and FcB1, such as: D2,
Dd2, K1, FcM29 e Nigerian Strains, in studies against P. falciparum in vitro. The results of

extracts and fractions of Amazonian plants against these strains are shown in Table 3.

Table 3. Anti-P. falciparum activity (D2, Dd2, K1 and Nigerian Strains) of extracts
and fractions of Amazonian plants (Cabral et al., 1993; Mitaine et al., 1998; Weniger
et al., 2001; Mitaine-Offer et al., 2002; Amarante et al., 2011; Silva et al., 2013; De
Paula, 2014).

Antiplasmodial activity

Family Specie Sample (ug/ml)
Nigerian
D2 Dd2 K1 Strains
Aspidosperma megalocarpon Bast (methanol) 8,0
Extract ookl - —_ -
Apocynaceae Aspidosperma ulei Bast (ethanol) - . 17,6
Extract **
Aspidosperma megalocarpon Bast (methanol) 57,3
Extract — — — el
Montrichardia linifera Stem <10
(diclhoromethane) . o o o
Fraction
Montrichardia linifera Stem (methanol) . <10 o o
Fraction ool
Araceae Montrichardia linifera Stem (ethanol) - 10<1Cs5,<100 . .
Extracto **
Montrichardia linifera Stem (ethyl acetate) 10<IC5,<100
Fraction — *x — —
Montrichardia linifera Stem (hexane) - >100,0 _ _
Extract *
Montrichardia linifera Stem (hexane) - >100,0 _ _
Fraction *
Tachia grandiflora Root (Chloroform) 10,5
Gentianaceae s . Fraction — — - —
Tachia grandiflora Leaves (Chloroform) 35,8
Fraction — — *x —

I1Cso: Inhibitory concentration for 50% of the test population: low activity *(ICs,>100); moderate activity **(10<ICs,>100); high activity
*%%(|C50<10).
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The plant species presenting high antiplasmodial activity were A. megalocarpon and
M. linifera, both had some secondary metabolites tested, as described and discussed in the
following topic. The leaves from M. linifera presented alkaloids and triterpenes, substances
suggested as the responsible for the antiplasmodial activity (Basco et al., 1994; Costa et al.,
2009).

Anti-P. falciparum activity of secondary metabolites

Importantly, both the above data, against CRS and CSS, were obtained from extracts
and fractions, and these results can theoretically be potentiated with isolation of secondary
metabolites of these plants. Some research groups are making efforts for the isolation of these
substances in order to obtain a drug with enhanced antiplasmodial activity and less likely to
cross-action interactions and toxic effects. On the other hand, there are some difficulties in
working with these metabolites, like in obtaining the amount that often is insufficient for the
in vivo tests, as well as performing the in vitro tests, due to the difficult solubility of these
compounds, which often occurs fully on toxic solvents to the culture media.

Some results of secondary metabolites isolated from plants of the Brazilian Amazon
are shown in Table 4 and Figure 1.

The most promising results were presented by the following metabolites:
neosergeolide, aspidocarpine, elipticina, simalikalactone D and orinocinolide, isolated from
the species: Picrolemma sprucei, Aspidosperma desmanthum, Aspidosperma vargasii,
Quassia amara and Simaba orinocensis respectivily, all of them presenting action against
CRS.

The neosergeolide, simalikalactone D and orinocinolide metabolites belongs to the
triterpenes quassinoids group, which constitute a class of substances found almost exclusively

in plants of Simaroubaceae family (Almeida et al., 2007).
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Table 4. Anti-P. falciparum activity (3D7, FcM29, K1, W2 and Nigerian Strains) of
secondary compounds isolated from Amazonian plants (Amorim et al., 1986; Amorim
et al., 1988; Mitaine et al., 1998; Mitaine-Offer et al., 2002; Muhammad et al., 2004;
Dolabela, 2007; Almeida et al., 2007; Bertania et al., 2006; Andrade-Neto, 2007;
Dolabela et al., 2008; Calderon et al., 2009; Passemar et al., 2011; De Paula, 2014;

Chierrito et al., 2014).

Atividade antiplasmaodica

Family Specie Sample (ug/ml)
37 FeM29 KL w2 odenn
trains
Aspidosperma desmanthum Aspidocarpine 0,007
(Figure 1.A) — — Fkx — —
Aspidosperma megalocarpon Fendlerine 25,6
(Figure 1.B) — *k — — —
Aspidosperma megalocarpon Aspidolimidine 28,0
(Figure 1.C) — — — — el
Aspidosperma megalocarpon Aspidoalbine 59,2
(Figure 1.D) — ol — — —
Aspidosperma oblongum Usambarensin 0,23
(Figure 1.E) — falaiel — — —
Apocynaceae Aspidosperma oblongum Ochrolifuanin A 0,47
(Figure 1.F) — falaiel — — —
Aspidosperma parvifolium Uleine 0,75
(Figure 1.G) _ _ _ oo _
Aspidosperma parvifolium Uleine 11,9
(Figure 1.G) ** — — — —
Aspidosperma ulei 20-epi-dasycarpidone 45
(Figure 1.H) — — — ookl —
Aspidosperma vargasii Ellipticine 0,018
(Figure 1.1) — — — ookl —
Piperaceae Montrichardia linifera 4-Nerolidylcatechol 0,21
(Figure 1.J) — — Hkk — —
Esenbeckia febrifuga Skimmiamine 75,3
(Figure 1.K) _ _ _ ** _
Esenbeckia febrifuga Rutaevine >100,0
(Figure 1.L) _ _ _ * _
Esenbeckia febrifuga Rutaevine >100,0
(Figure 1.L) * — — — —
Rutaceae Esenbeckia febrifuga g-Fagarine 109,8
(Figure 1.M) * — — — —
Esenbeckia febrifuga g-Fagarine 157,2
(Figure 1.M) — — * —
Esenbeckia febrifuga Skimmiamine 166,0
(Figure 1.K) * — — — —
Esenbeckia febrifuga Flindersiamine 265,6
(Figure 1.N) * — — — —
Esenbeckia febrifuga Flindersiamine 348,0
(Figure 1.N) — — — * —
Picrolemma sprucei Neosergeolide 0,001
(Figure 1.0) — — ool — —
Simaroubaceae Quassia amara Simalikalactone D 0,037
(Figure 1.P) — — — faiaiel —
Simaba orinocensis Orinocinolide 0,085
(Figure 1.Q) — — — faiaiel —

1Cso: Inhibitory concentration for 50% of the test population: low activity *(ICs,>100); moderate activity **(10<ICs,>100); high activity

##% (| C50<10).
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Figure 1. chemical structure of secondary compounds isolated from Amazonian plants with
activity Anti-P. falciparum. A) Aspidocarpine; B) Fendlerine; C) Aspidolimidine; D)
Aspidoalbine; E) Usambarensin; F) Ochrolifuanin A; G) Uleine; H) 20-epi-dasycarpidone; I)
Ellipticine; J) 4-Nerolidylcatechol; L) Rutaevine; M) g-Fagarine; N) Flindersiamine; O)
Neosergeolide; P) Simalikalactone D; Q) Orinocinolide.
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The quassinoids are considered chemically triterpenes biodegradable with high
standard oxygenation, presenting a wide range of biological activity (Polonsky & Fortschr,
1985), as: antiviral (Apers et al., 2002), anthelmintic (Nunomura et al., 2006) and antimalarial
(Andrade-Neto, 2007), being these metabolites known by inhibiting growth of P. falciparum
in vitro at nanomolar concentrations, having the ICs, three times lower than chloroquine and
quinine on the inhibition of P. falciparum and five times lower against P. berghei. They also
demonstrate better inhibition in vivo (rodents) than chloroguine and artemisinin. However,
typically they induce toxicity due primarily to inhibition of protein synthesis (Fandeur et al.,
1985; Kuo et al. 2004; Muhammad et al., 2004; Andrade-Neto, 2007; Silva et al., 2009).

The other two metabolites which had 1Csy <0.1 pg/mL were alkaloid ellipticine and
aspidocarpoine.

The aspidocarpine and ellipticine metabolites, which are indolic alkaloids, exhibit a
wide range of biological activities beyond antiplasmodial, antimicrobial, antibacterial and
cytotoxic action, the latter being responsible for ellipticine to become one of the most studied
indolic alkaloid eventually being used in clinical trials of cancer treatment (Mitaine et al.,
1998; Pedersen et al., 2005; Endress et al., 2007).

The M. linifera and A. oblongum species have potentiated their results with the
isolation of the metabolites 4-nerolidylcatechol, usambare and ochrolifuani, in where the best
ICso results of fractions and extracts ranged between 4,0-10ug/mL, while the isolated
compounds 1Cso ranged between 0,21 and 0,47ug/mL, both tested against CRS, showing the
importance of the isolation of substances to the search for new drugs. On the other hand A.
megalocarpon, had its action reduced with the isolation of metabolites fendlerine,
aspidolimidine e aspidoalbine, once its metanol extract showed an 1C5,=8,0ng/mL, and the
isolated compound ICs between 25,6 and 59,2ug/mL all tested against CRS, demonstrating
that in this species the good activity of the extract may be related with the interaction between
the different alkaloids or that the main antiplasmodial metabolite was not isolated and/or
tested.

Besides the species with verified data of action against P. falciparum others are cited
by traditional populations in antimalarial, antifever and antiparasitic, such as: Apocynaceae:
A. album, A. auriculatum, A. cuspa, A. discolor, A. sandwithianum, A. schultesii, A.
tomentosum; Apocynaceae: Himatanthus sucuuba; Asteraceae: Ageratum conyzoides;
Bixaceae: Bixa orellana; Clusiaceae: Mammea americana; Compositae: Acanthospermum

australe, Pluchea sagitalis, Spilantes oleracea, Vernonia condensata; Convolvulaceae:
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Calycobolus sp; Euphorbiaceae: Croton cajucara, C. lechleri Euphorbia papillosa; Fabaceae:
Bowdichia sp, Erythrina sp, Senna occidentalis, S. alata, S. spruceana; Guttiferae: Vismia
japurensis; Labiatae: Leonotis nepetaefolia, Ocimum sp; Leguminosae: Bauhinia rutilans,
Desmodium aakendens; Malpighiaceae: Banisteriopsis caapi, Malvaceae: Gossypium
herbaceum, Sida spinosa; Meliaceae: Carapa guianensis; Menispermaceae: Abuta concolo, A.
grandifolia; Moraceae: Ficus sp; Nyctaginaceae: Boerhavia hirsuta; Piperaceae: Piper
glabratum, P. acutifolium, P. callosum; Pocynaceae: Geissospermum sericeum;
Portulacaceae: Portulaca pilosa; Rhamnaceae: Ampelozizyphus amazonicus; Rubiaceae:
Coutarea hexandra, Cinchona sp, Remijia sp, Psychotria viridis; Solanaceae: Physajis
brasiliensis. These species are indicated for antiplasmodial action studies of its extracts,
fractions and isolates (Di Stasi, 2002; Lee & Coll, 2002; Andrade-Net et al., 2003; Barbosa et
al., 2003; Quignard et al., 2003; Berg, 2010; Araujo Jr et al., 2007; Flores et al., 2008;
Calderon et al., 2009; Fao et al., 2012; Bezerra et al., 2012).

FINAL CONSIDERATIONS

It was found a great diversity of plant species in the Brazilian Amazon with potential
for research of new herbal and secondary metabolites with antiplasmodial action, in addition
to treating other neglected parasitic diseases. This review demonstrated that future studies
should be directed to species that present the quassinoids triterpene metabolites and indole
alkaloids, that showed the best actions anti-P . falciparum. However, for these studies is
necessary, in addition to financial support, the interaction between different laboratories and
research groups for the formation of multidisciplinary and interdisciplinary teams, because
this would increase the level of research and maximize the probability of discovery of new

antimalarial drugs.

RESUMO
Etnofarmacologia antimalarica na Amazénia Brasileira

Esta cada vez maior a necessidade em se buscar novos farmacos para o tratamento da
malaria, principalmente devido a resisténcia do parasito, 0 que é uma ameaca ao
controle da doenga. O presente estudo descreve uma revisdo bibliogréafica sobre a
etnofarmacologia antimalarica (Anti-Plasmodium falciparum - in vitro) de plantas da
Amazébnia brasileira. Constatou-se uma grande diversidade de espécies vegetais na
Amazonia brasileira com potencial para a investigacdo de novos fitoterapicos e
metabolitos secundarios com acdo antiplasmodial, além do tratamento de outras
parasitoses negligenciadas. Porém, para a realizacao desses estudos sdo necessarios além
de apoio financeiro, a interacdo entre diferentes laboratdrios e grupos de pesquisa para
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a formacao de equipes multidisciplinares e interdisciplinares, o que ird potencializar o
nivel da pesquisa na regido e aumentar a probabilidade de descoberta de novos
farmacos antimalaricos.

Palavras-chave: Plasmodium falciparum. Quimioterapia. Etnofarmacologia
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Resumo

O género Maytenus é o maior da familia Celastraceae com cerca de 225 espécies. Maytenus guyanensis é uma drvore endémica
de terra firme na Amazonia, e conhecida como chichud, xixud, chuchahuasi, chucchu huashu, chuchuasi e chuchasha. Suas
raizes e caule sdo utilizados como analgésico, anti-inflamatorio, afrodisiaco, relaxante muscular, antirreumdtico, antidiarreico
e antiparasitdrio sendo também indicada no tratamento de artrite, impoténcia, resfriado, bronquite, hemorroidas e cincer.
O presente estudo objetivou realizar uma andlise citotoxica e mutagénica do extrato aquoso de M. guyanensis. Os métodos
utilizados foram: indice mitotico, germinacdo dos meristemas e andlise de micronticleo em Allium cepa. Constatou-se que
o0 extrato aquoso da entrecasca M. guyanensis nas concentracoes de 3,85 e 38,5 mg/mL ndo apresenta acdo citotoxica e
mutagénica, e ainda atuam como anticitotoxico e antimutagénico. O tratamento de 77mg/mL demonstrou ter acdo citotoxica,
e anticitotoxica na presenca de paracetamol, porém sem acdo mutagénica e antimutagénica. A concentragio de 192mg/mL
demonstrou ser citotéxica e mutagénica. O estudo demonstrou a incolumidade em relagdo aos efeitos citotoxicos e mutagénicos
no uso tradicional M. guyanensis, sendo indicados estudos futuros in vitro (linfcitos) e in vivo (camundongos) para uma
melhor compreensdo dos efeitos fisiolégicos dos extratos e compostos isolados, e até mesmo para o desenvolvimento de um
fitoterdpico ou farmaco tendo esta espécie como matéria prima.

Palavras-chave: Citotoxicidade, Mutagenicidade, Maytenus guyanensis.

Abstract

The Maytenus genus is the largest in the Celastraceae family this comprises about 225 species. Maytenus guyanensis is
an endemic tree of dry land in the Amazon, and known as chichud, xixud, chuchahuasi, chucchu Huashu, chuchuasi and
chuchasha. Its roots and stems are used as analgesic, anti-inflammatory, aphrodisiac, muscle relaxant, antirheumatic, anti-
diarrheal and anti-interference is also indicated for the treatment of arthritis, impotence, flu, bronchitis, hemorrhoids and
cancer. This study aimed to perform a cytotoxic and mutagenic analysis of aqueous extract of M. guyanensis. The methods
used were: mitotic index, germination of meristems and analysis of micronucleus in Allium cepa. It was found that the
aqueous extract of M. guyanensis bark at concentrations of 3.85 and 38.5 mg / mL does not presented cytotoxic and mutagenic
action, and also acted as anticitotéxico and antimutagenic. The treatment of 77mg/mL demonstrated to have effects cytotoxic
and anticitotoxica in the presence of paracetamol, this concentration showed no mutagenic and antimutagenic action. The
concentration of 192mg/mL was identified action cytotoxic and mutagenic. The study demonstrated the safety cytotoxic and
mutagenic of use traditional of M. guyanensis. Future studies are indicated in vitro (lymphocytes) and in vivo (mice) for a
better understanding of the physiological effects of extracts and isolated compounds for better conclusions on the safe use of the
same, and even the development of a herbal drug or taking this species as raw material.

Keywords: Cytotoxicity, Mutagenicity, Maytenus guyanensis.
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1 Introducao

A utilizacao de plantas com fins medicinais para
tratamento, cura e/ou prevengao de doengas ¢ uma das
mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(DUTRA, 2009). Os produtos naturais desempenham um
papel importante na descoberta e desenvolvimento de
novas entidades quimicas como materiais de partida para
a sintese de drogas mais especificas e eficientes (LANG
et al., 2008). A flora brasileira possui ampla utilizagao
pela populagao, mas existe o consenso da insuficiéncia de
estudos cientificos acerca do assunto (SILVA et al., 2012),
principalmente se tratando da seguranga e efetividade
dos produtos naturais (BRASIL, 1996; FDA, 2008), sendo
imprescindivel a realizacao de testes toxicoldgicos e
mutagénicos. Varios autores salientaram a importancia e
a utilidade de testes com vegetais na avaliagao de riscos
de genotoxicidade, pois apesar das diferencas entre os
metabolismos de plantas e animais os resultados mu-
tagénicos possuem alta compatibilidade (HURTADO,
2013; BAGATINI et al., 2007; FISKES]JO, 1994).

Entre os modelos vegetais, o sistema teste Allium cepa
apresenta-se como um bioindicador ideal para o primei-
ro screening da genotoxicidade de extrato de plantas
medicinais, devido ao seu baixo custo, confiabilidade
e concordancia com outros testes de genotoxicidade
(FAO et al., 2012; POLETTO et al., 2011; BAGATINI et
al., 2007), como observado por Teixeira et al. (2003) em
extratos de Psidium guajava L. e Achillea millefolium L. em
trés sistemas testes: células meristematicas de A. cepa,
células da medula ssea de ratos e linfocitos humanos,
sendo observado resultados antimutagénicos dessas
espécies nos trés sistemas testados, demonstrando a
equivaléncia entre os mesmos.

O Brasil possui quase 19% da flora mundial, sendo a
Floresta AmazoOnica, uma das mais ricas e diversificadas
do mundo, onde cerca de 99% das plantas medicinais nao
tém sua eficacia e seguranca farmacoldgica comprovada
(GIULIETTI et al., 2005; FAO et al., 2012).

A familia Celastraceae é encontrada principalmente
em regides tropicais, estando representadas por 98 gé-
neros e aproximadamente 1.264 espécies, caracterizadas
em seus habitats naturais como arvores, arbustos, trepa-
deiras e cipos (LORENZI & MATOS, 2008). No Brasil,
0s géneros mais representativos da familia Celastraceae
sdo: Maytenus e Salacia, respectivamente (LIAO, 1994).
Muita atengao tém sido dada as espécies desta familia,
devido ao seu amplo leque de atividades bioldgicas
descritos na literatura (FONSECA et al., 1997; LIAO et
al., 1997; RODRIGUES et al., 2006).

Maytenus guyanensis ¢ uma arvore endémica de terra
firme na Amazodnia, conhecida como chichua, xixua,
chuchahuasi, chucchu huashu, chuchuasi e chuchasha
(REVILLA, 2002; BORRAS, 2003). Suas raizes e caule sao
utilizados como analgésico, anti-inflamatdério, afrodisi-
aco, relaxante muscular, antireutmatico e antidiarréico
(BORRAS, 2003). Como cosmético é utilizado nas erup-

¢Oes cutaneas e prevencao de cancer de pele (REVILLA,
2002). O uso de antioxidantes naturais tem aumentado
com as descobertas das propriedades dos componentes
que sao produzidos pelas plantas por meio do meta-
bolismo secundario, devido a atuagao como agentes
redutores, sequestradores de radicais livres, quelantes
de metais ou desativadores do oxigénio singleto e/ou
exibir simultaneamente, mais de uma dessas funcdes
(CANTERLE, 2005).

O presente estudo objetivou realizar uma analise cito-
toxica e mutagénica do extrato aquoso de M. guyanensis,
com o intuito de averiguar a possivel incolumidade do
uso tradicional dessa espécie.

2 Material e métodos
2.1 Coleta e identificacio do material vegetal

As entrecascas de M. guyanensis foram coletadas em
fevereiro de 2008 na Reserva Florestal Adolpho Ducke,
localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-
010) (Lat 02°53°20"’S, Long 59°58'54""W). A identificagao
da espécie foi realizada no Herbario do Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazoénia (INPA), exsicata n® 188.485.

2.2 Preparo do extrato

A entrecasca de M. guyanensis foi triturada para au-
mentar a superficie de contato com o solvente. O extrato
foi preparado por meio de maceragao em H20 mineral
por 72 horas, nas seguintes concentragdes: (3,85mg/mL)
normalmente utilizada pela populagao, (38,5mg/mL)
10 vezes mais concentrada, (77mg/mL) 20 vezes mais
concentrada e (192mg/mL) 50 vezes mais concentrada
(CAMPAROTO et al., 2002).

2.3 Analise citotoxica e mutagénica

O experimento utilizou a espécie Allium cepa, (conhe-
cida popularmente como cebola de cabeca) organica de
tamanho uniforme, de mesma origem, nao germinadas
e saudaveis.

Em cada concentragao e controles foram utilizadas
10 bulbos e A. cepa, sendo estes submersos para germi-
nac¢ao em 50mL dos extratos em estudo a 24C?, durante
72 horas.

Foram utilizados os seguintes tratamentos: Controle
Negativo (CN) contendo H,O mineral e Controle Posi-
tivo (CP) contendo paracetamol diluido na concentra-
¢ao de 800mg/L, esta que ¢ descrita como citotoxica e
mutagénica (BESSEMS et al., 1995; STURBELLE et al.,
2008; DUSMAN et al., 2012). Para os testes citotoxicos
e mutagénicos foi utilizado o CN e o extrato aquoso de
M. guyanensis nas seguintes concentragdes: 3,85mg/mL,
38,5mg/mL, 77mg/mL e 192mg/mL. Ja para os testes
anticitotoxicos e antimutagénicos foram utilizadas as
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Figura 1. Medicao das raizes de A. cepa.

mesmas concentra¢des do extrato aquoso de M. guya-
nensis descrito acima, adicionado do CP.

2.3.1 Analise Citotoxica

A analise citotoxica em A. cepa foi realizada com
base na germinacao dos meristemas (FISKESJO, 1985).
As raizes foram medidas com 72 horas, apds o inicio
da germinagao.

De cada bulbo de A. cepa foram medidas as trés
maiores raizes, totalizando 30 raizes por tratamento.
A medigao foi realizada com régua escolar simples
graduada em cm (Figura 1).

2.3.2 Analise Mutagénica e Indice Mitético

Em torno de 72h apos o inicio do teste, os meriste-
mas foram coletados com 0,1 a 2,5 cm de comprimento,
lavados em agua destilada, seguida de hidrélise com
HCL 1IN por 10 minutos em banho-maria a 60C?, sendo
os tubos resfriados em agua corrente.

Apos nova lavagem dos meristemas hidrolisados
em agua destilada foram realizados esfregacos em duas
laminas por bulbo (totalizando 20 laminas por trata-
mento), postas em seguida sob gelo seco por um minuto
para retirada da laminula e aguardado por 30 minutos

em temperatura ambiente para secagem. Em seguida,
as mesmas foram coradas conforme Meneguetti et al.
(2012), utilizando o kit Pandtico Rapido composto de trés
recipientes: primeiro triarilmetano a 0,1%, segundo xan-
tenos a 0,1% e terceiro tiazinas a 0,1%, sendo as laminas
submersas 10 vezes em cada recipiente com submersoes
de 1 segundo de duracgao na sequéncia descrita acima
(OLIVEIRA; YAMASHITA; MENEGUETT], 2013; FAO
et al., 2012; SILVA et al., 2012; POLETTO et al., 2011).

Posteriormente as ldminas foram lavadas em agua
deionizada com o pH 7,0 e secas em temperatura am-
biente. Em cada lamina foram contadas mil células e
quantificado a quantidade de microntcleos (Figura.2)
e o percentual de células em interfase e mitose.

2.4 Analise estatistica

Utilizou-se o software Graphad Prism 5.0 sendo apli-
cada a Analise de Variancia (ANOVA) e o teste Tukey,
sendo considerado significante a partir de P<0,05.

Para o calculo de Indice Mitético aplicou-se a seguinte
equacao: (Numero Total de Células em Mitose + Nuimero
Total de Células x 100).

Figura 2. A — Células de A. cepa, aumento de 100X, B — Micronticleo em célula de A. cepa, aumento de 400X

(MENEGUETTI et al., 2012).
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3 Resultados e discussao

Os resultados obtidos por meio das analises toxicolo-
gicas, antitoxicoldgicas, mutagénicas e antimutagénicas
do extrato aquoso de M. guyanensis, sao mostrados na
Tabela 1.

Os dados mostram que o extrato aquoso de M. guya-
nensis apresenta agao citotoxica nas concentragdes de
77 e 192mg/mL (P<0,001), (Tabela 1; Figura 3 a), o que
nao é preocupante visto que essas concentragdes sao,
respectivamente, 20 vezes mais concentradas que a
usualmente utilizadas pela populagao que é 3,85mg/
mL (CAMPAROTO et al., 2002). Nas concentragdes de
3,85 e 38,5mg/mL, os extratos apresentaram agao antito-
xicoldgica (P<0,001), contra os efeitos ocasionado pelo
paracetamol na concentragao de 800mg/L conforme
foi observado no CP (Figura 3 b). Na concentracao de
77mg/mL observou-se agao toxica, bem como acao an-
titoxicoldgica (P<0,05), demonstrando que houve uma
interacao benéfica com o CP.

Os resultados da toxicidade e antitoxicidade dos
diferentes tratamentos sobre o ciclo celular de A. cepa
podem ser observados na Figura 4 e Tabela 2.

Os resultados mostraram que o tratamento de 3,85mg/
mL aumentou a divisao celular de maneira significativa
(P<0,001), diferentemente das concentracoes de 77mg/mL
(P<0,05) e 192mg/mL (P<0,001), que demonstraram agao
antiproliferativa do indice mitético. Esses dados corro-
boram com os resultados de efeitos toxicos ocasionados
pela concentracao de 77mg/mL (Tabela 1; Figura 3 a).

Os tratamentos de 3,85mg/mL (P<0,001), 38,5 mg/
mL (P<0,001) e 77mg/mL (P<0,05) apresentaram agao
inibitéria dos efeitos ocasionados pelo CP, estando de
acordo também com os testes antitoxicologicos descritos
anteriormente.

O tnico tratamento que apresentou acao mutagénica
foi o de 192mg/mL (P<0,001) (Figura 5 a), sendo observada
nesta concentracao algumas pontes anafasicas (Figura 4
i), que sao alteragdes ocorrentes devido a mutagenicidade
(STURBELLE et al., 2008).

Nos testes de antimutagenicidade os resultados
coincidiram com os de antitoxicidade, tendo a¢ao signi-
ficante as concentragdes de 3,85 e 38,5mg/mL (P<0,001)
(Figura 5 b).

O extrato aquoso da entrecasca M. guyanensis nas
concentragoes de 3,85 e 38,5 mg/mL nao apresenta acao
citotoxica e mutageénica, e ainda atuam como anticitotoxi-
co e antimutagénico, porém mesmo nessas concentragdes
¢ indicado estudos de biacumulagao, para um melhor
entendimento dos efeitos da utilizacao desses extratos
vegetais a longo prazo (SILVA; FERREIRA, 2003).

O tratamento de 77mg/mL demonstrou ter agao
citotdxica e anticitotoxica na presenca de paracetamol,
porém nao demonstrou a¢ao mutagénica e antimuta-
génica. A concentracao de 192mg/mL demonstrou ser
citotoxica e mutagénica. Mesmo com potencial citoto-
xico e mutagénico dessas concentragdes, é improvavel
a ocorréncia de acao negativa no corpo humano, visto
que a dose utilizada pelas populacdes tradicionais é 50
vezes inferior a concentracao de 192mg/mL.

Os resultados acima descritos estao de acordo com
estudo realizado por Hurtado (2013), onde nos testes de
atividade genotodxica o extrato acetonico da entrecasca
e os eluatos de M. guyanensis demonstraram atividade
antiproliferativa com tempo de exposi¢ao prolongado,
nao apresentando agao clastogénica e aneugénica. Re-
sultado semelhante também foi observado na espécie M.
senegalensis, que nao apresentou atividade mutagénica
(REID et al., 2006).

Em outro estudo a analises de células meristematicas
de A. cepa demonstrou que concentragdes mais elevadas
de extrato de M. ilicifolia promoveram reducao no indice
mitotico e nenhum surgimento de alteragdes cromos-
somicas (CAMPARATO et al., 2002). Entretanto, Souza
et al. (2005) demonstraram que na concentragao de 40
mg/mL, houveram alteracdes cromossomicas (pontes
anafasicas) que também foi observado no tratamento de
192mg/mL do presente estudo, sugerindo um potencial
genotoxico e efeito alelopatico que podem ser explicado
pela presenca de saponinas, taninos e flavonas ocorren-

25 Citotoxico

1,63

Anticitotoxico
1.40

151 o9

& & & 5° Q K
B Mg/mL

Figura 3. A e B) Média do tamanho da germinacao dos meristemas de A. cepa, para analise citotoxica e
anticitotoxica. *(P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001). CN: Controle negativo. CP: Controle positivo.
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Tabela 1. Germinacao em das raizes de A. cepa (toxicidade e antitoxicidade) e niimero de microntcleos por 1000
células (mutagenicidade e antimutagenicidade). (Concentragdes em mg/mL).

Toxicidade Antitoxicidade
Espécimes
(A. cepa) CN 3,85 38,5 77 192 CN Ccp 3,85 38,5 77 192
1 1,5 18 0,5 04 0,2 15 1l 2,4 1,1 03 0,2
1,6 19 08 05 0,1 1,6 0,4 22 0,9 0,2 0,2
1,5 1,1 0,8 0,4 0,1 15 0,1 2 0,9 0,2 0,1
2 15 1,1 0,8 0,8 0,2 15 0 0,5 0,6 0,3 0,2
1,3 14 09 04 0,2 13 0 04 09 03 0,1
0,9 1l 14 0,3 1 0,9 0 0,4 0,8 0,3 0,1
3 1,3 2 0,8 08 02 13 0,1 1,6 0,6 04 03
1,2 2 15 0,6 0,1 1,2 0,1 1,4 0,6 0,1 0,3
1,4 2,1 1,5 0,7 0,1 14 0,1 1,3 0,5 0,1 03
4 0,5 19 0,8 0,5 0,2 05 0,1 2 0,4 04 0,2
0,8 1,6 0,9 0,6 0,2 0,8 0,3 1,9 0,4 0,3 0,1
it 19 0,8 0,6 0,2 1 0,4 1,8 0,4 0,1 0,1
5 0,6 19 1,1 0,6 0,1 0,6 0,2 0,7 1,2 0,4 0,2
0,5 1,7 1 05 0,1 05 04 1 1,1 0,6 0,2
0,5 19 1 0,5 0,1 0,5 0,2 0,6 1,1 0,3 0,2
6 0,8 1,5 09 03 0 08 0 1,2 0,6 0,8 0,1
0,9 1,2 0,9 0,3 0,1 09 0 1 0,6 1 0,1
0,8 1,2 0,8 0,2 0,1 0,8 0 0,9 0,5 0,7 0,2
7 0,6 14 0,9 0,4 0,2 0,6 0,2 0,8 il 0,5 0,2
0,9 15 0,8 04 0,2 09 0,1 0,8 0,9 03 0,2
0,9 1,2 1 0,3 0,2 09 02 09 0,8 02 0,3
8 1,4 1,1 1,2 0,2 0,1 14 0,1 2) 1 0,9 0,1
0,4 18 12 0,2 0,1 04 0 1,3 1,1 0,8 0,1
0,2 19 1,5 0,3 0 0,2 0 151 0,8 0,9 0,2
9 15 19 0,6 0,6 0,3 15 0,1 1.9 09 0,7 0,2
1,4 2,3 0,7 0,6 0,2 14 0,1 1,8 1 0,6 0,2
0,8 1,8 0,8 0,6 0,3 0,8 0,1 2,1 0,9 0,6 0,1
10 0,5 1,5 0,8 0,4 0,1 0,5 0,1 1,9 0,8 0,2 0,1
0,8 14 0,6 05 0,2 08 01 2 0,9 0,2 0,1
1 1,9 0,6 04 0,1 1 0,1 1,9 0,8 03 0,1
Média 0,97 1,63 0,93 0,46 0,18 0,97 0,16 14 0,8 0,43 0,17
Mutagenicidade Antimutagenicidade
CN 3,85 38,5 77 192 CN cp 3,85 38,5 77 192
1 3 0 0 0 7 3 6 4 3 12 8
0 0 0 0 8 0 10 3 4 9 8
2 0 0 0 3 9 0 8 il 6 3 6
0 0 0 4 9 0 8 0 2 2 8
3 0 0 0 0 8 0 7 2 8 8 9
0 0 5 0 7 0 9 2 8 7 8
4 0 2 0 0 6 0 5 1 6 6 11
0 0 0 4 5 0 6 0 4 5 9
5 3 5 5 3 5 3 4 0 6 9 6
4 5 0 1 4 4 9 2 2 9 6
6 3 7 0 4 5 3 8 1 3 3 7
2 4 0 0 4 2 5 3 4 5 b
7 2 0 0 0 6 2 5 0 3 4 6
3 0 0 0 8 3 9 1 4 8 4
8 0 0 0 0 8 0 10 1 5 6 8
1 0 0 0 4 1 4 2 4 6 6
9 0 0 0 0 8 0 7 1 3 8 4
0 3 0 4 5 0 6 3 5 7 8
10 2 5 0 2 5 2 4 1 4 6 9
1 0 0 0 8 1 J0] 0 4 6 8
Média 1,2 1,55 0,5 1,25 6,45 12 7,05 14 44 6,45 72

CN: Controle negativo. CP: Controle positivo.
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Figura 4. Células de A. cepa em mitose, aumento de 400X. A e B) células em profase; C e D) células em metafase;
E, F e G) células em anafase; H) células em teldfase; I) ocorréncia de ponte anafasica.

Tabela 2. Tratamento, nimero total de células de A. cepa analisadas no ciclo celular em interfase, profase,
metafase, anafase e teldfase.

Tratamento Numero de Células Indice
Total Interfase Mitose Mitético (%)
CN 20.000 16.720 3.280 16,40
3,85mg/mL 20.000 10.177 9.823 49,11 ***
38,5mg/mL 20.000 17.002 2.998 14,99
77mg/mL 20.000 18.174 1.826 913"
192mg/mL 20.000 18.886 1.114 5.57
CP 20.000 19.011 989 4,94
CP +3,85mg/mL  20.000 11.099 8.901 44,50 ***
CP +38,5mg/mL  20.000 17.933 2.067 10,332
CP +77mg/mL 20.000 18.355 1.645 8227%

CP+192mg/mL  20.000 18.906 1.094 5,47




307

150

MENEGUETTI et al.: Analise Citotoxica e Mutageénica...

Mutagénico

1,58
120 1,25
0,50
& - 50 <
Mg/mL

A

Antimutagénico

4.40

L 2

Micronicleos
L
)

1.20 1.40

& & & o0 QA &

Figura 5. A e B) Média do nimero de micronticleos encontrados em 1000 células de A. cepa, germinadas em
extrato aquoso de M. guyanensis, para analise mutagénica e antimutageénica. *(P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001).

CN: Controle negativo. CP: Controle positivo.

tes na espécie M. ilicifolin (MARIOT; BARBIERI, 2007).

A espécie M. guyanensis produz duas classes de
triterpenos na sua entrecasca os friedelanos e os qui-
nonametideos (HURTADO, 2013), porém poucos sao os
estudos que enfatizam os efeitos toxicos e mutagénicos
dos triterpenos de maneira isolada.

Composto triterpenoidico maitensina atua in vitro
contra células tumorais e em tumores experimentais,
onde o extrato de M. ilicifolia apresentou atividade ini-
bitoria sobre diferentes sarcomas e células neopldsicas
(SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA; COLACO,
2009), reforcando os resultados antimutagénicos das
concentragoes 3,85 e 38,5mg/mL do extrato aquoso de
M. guyanensis, que ocorreu provavelmente devido a pre-
senca de friedelanos que também apresentam atividade
citotoxica sobre linhagens tumorais in vitro (SHIROTA
etal.,, 1994; ZENG, 1994).

Em outro estudo a espécie M. guyanensis também
nao provocou hemoélise em eritrécitos humanos, nao
apresentou efeito coagulante ou anticoagulante até a
concentragao de 1 mg/mL e ainda demonstrou potencial
antiagregante possibilitando a utilizagao dessa espécie
para fins farmacoldgicos (MAIA; LIMA; VASCON-
CELLOS, 2009).

E importante lembrar que apesar da literatura destacar
os triterpenos como principais compostos bioativos da
familia Celastraceae, a mesma também ¢é rica em ses-
quiterpenos, que podem ser os principais responsaveis
por causarem pequenos danos no DNA quando essas
plantas sao administradas em concentragoes elevadas
(CORSINO et al., 1998), como observado no presente
estudo com 192mg/mL.

4 Conclusao

O presente estudo demonstrou em células de A.
cepa incolumidade em relagao aos efeitos citotdxicos e

mutagénicos em concentragoes até 10 vezes maior que
a utilizada no uso tradicional de M. guyanensis. Sao
indicados estudos futuros in vitro (linfdcitos) e in vivo
(camundongos) para uma melhor compreensao dos
efeitos fisiologicos dos extratos e compostos isolados,
para melhores conclusdes sobre o uso seguro da mesma,
e até mesmo o desenvolvimento de um fitoterapico ou
farmaco tendo esta espécie como matéria prima.
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ABSTRACT

The species Maytenus guyanensis Klotzsch ex Reissek, Celastraceae, present a wide variety of possible
pharmacological activities and its roots and stems are used by popular medicine in the western Amazon
rainforest. Few studies have demonstrated the genotoxic safety of the popular use of this species, and
owing to this, the present study aimed to perform an analysis of the acute genotoxicity in vivo of the
aqueous extract of M. guyanensis. Male and female mice from Mus musculus species, of weights ranging
from 20 to 40 g, organized in eight groups with different treatments were used. The aqueous extracts of the
bark of M. guyanensis were administered orally by gavage with 0.1 ml of the test substance per 10 g of the
animal, followed by performance of comet assay in peripheral blood, PCE/NCE correlation and occurrence
of micronuclei in the bone marrow. It was found that the aqueous extract of M. guyanensis, with ten
times higher concentration than those used in ethnopharmacology, did not present genotoxic effect and,
moreover, it has antigenotoxic action in mice treated acutely. Further studies regarding bioaccumulation
and chronic effects of this species are suggested, in order to improve the understanding of its mechanism
of action, ensuring the efficacy and safety of its utilization and developing phytotherapics and drugs.

© 2015 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introduction

The popular medicinal species Maytenus guyanensis Klotzsch
ex Reissek belongs to Celastraceae botanical family and is a small

Brazil possesses almost 19% of the world’s flora, of which the endemic tree, popularly known as “chichua”, “xixua”, “chuchauasi”,

Amazon Forest is one of the most rich and diversified area on the “chuchuhuashu”, *“chuchuasi”, “chuchasa” or “tonipulmon

planet; however, roughly 99% of the medicinal plants do not have
its efficacy and pharmacological safety proven (Giuliettiet al., 2005;
Fao et al., 2012; Meneguetti et al., 2014), making necessary a phy-
tochemical and pharmacological approach (Andrade et al., 2007),
which may represent a great economic potential to be explored
by the pharmaceutical industry (Cechinel-Filho and Rosendo,
1998).

* Corresponding author.
E-mail: dionatas@icbusp.org (D.U.d.O. Meneguetti).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bjp.2015.03.003

(Revilla, 2001; Prata, 2007; Prata and Mendonca, 2009). The
species present a wide variety of possible pharmacological activi-
ties, wherein its roots and stems are used popularly as analgesic,
muscle relaxant, wound healing, insecticide, immunosuppressive,
anti-inflammatory, anti-ulcerogenic, anti-rheumatism, anti-
diarrheal, antibacterial, antifungal, anti-helminthic, antiprotozoal,
antitumor, aphrodisiac and gynecologically active (Revilla, 2002;
Borras, 2003; Macari et al., 2006; Fonseca et al., 2007).
Phytochemical studies of species from the genus Maytenus have
demonstrated presence of several chemical groups, in which we
can contrast the quinone-methide triterpenoids that presented
several biological activities, such as tripanocide (Duarte et al.,

0102-695X/© 2015 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.
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2002), anti-helminthic (Mena-Rejon et al., 2007), cytotoxic and
antitumor (Morita et al., 2008). Other metabolites identified within
this genus were: tannins, flavonoids and alkaloids (Santos-Oliveira
et al., 2009; Gonzalez et al., 1996; Chavez et al., 1998).
Phytochemical studies of leaves, stem barks and roots of M.
guyanensis lead to isolation and identification of ten terpenoids,
wherein five are friedelane: friedeline, friedelol, 16pB-friedeline,
29-hydroxifriedeline and 3,7-friedelodione; one of them is a 3-
amerine oleanane; one of them is a ®-amerine ursane, and three are
friedo-nor-oleanane (quinine-methides): tingenone, 22-hydroxy-
tingenone and 22-hidroxi-pristimerine. In addition, two steroids:
[3-sitosterol and sitostenone, one sesquiterpene alkaloid named
N,N-dimethylserine (Sousa et al., 1986; Facundo et al., 2015) and
one flavonoid: 4-methyl-epigalocatequine (Macari et al., 2004)
were also identified; however, few studies have demonstrated the
genotoxic safety of the popular use of this species, and owing to
it, the present study aimed to perform an analysis of the acute
genotoxicity in vivo of the aqueous extract of M. guyanensis.

Materials and methods
Collection and identification of botanical material

The barks of Maytenus guyanensis Klotzsch ex Reissek, Celas-
traceae, were collected in February 2008 at the Adolpho Ducke’s
Forest Reserve, located at the km 26, AM-010 road (Manaus-
Itacoatiara — Lat 02°53’S, Long 59°58’ W). The identification of the
species was done at the Herbario do Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazonia (INPA), Exsiccate n® 188.485.

Extract preparation

Barks from M. guyanensis were grinded to improve solvent con-
tact area. The extract was prepared by infusion with distilled water
for 10 min at 80°C, at the following concentrations: 3.85 mg/ml,
value normally used by populations and ten, twenty and fifty
times more concentrated (Camparoto et al.,2002; Meneguetti et al.,
2014).

Animals’ treatment

The tests were performed from January to March 2014, at Lab-
oratory de Genetic e Toxicology Applied from Centro academic
Lutheran de Ji-Parana (CEULJI/ULBRA), in Ji-Parana city, Rondonia,
Brazil. All of the experiments were approved by Ethics Commit-
tee on Animal Use (CEUA) from Oswaldo Cruz Foundation - RO
(Fiocruz-RO), protocol number 2013/12.

Mus musculus’s male and female mice were used, acquired from
CEULJI/ULBRA vivarium, with weight ranging from 20 to 40g. The
aqueous extracts from barks of M. guyanensis were administered
via oral gavage, two amounts at 48 and 24 h, respectively, before
the test began. The animals were weighed before the dosage and
the volume administered was calculated as 0.1 ml of the testing
substance per 10 g of the animal.

The animals were divided into eight groups, each one contain-
ing eight animals, four were male and four female, and they were
maintained in environments with controlled temperature (25°C),
with cycles of 12 h of light and 12 h of darkness, in polyethylene
cages, with access to water and food.

The following groups were organized as follows:

G1 - negative control (CN), where only H,O was administered;
G2 to G5 - treated with aqueous extracts of M. guyanensis in
concentrations 3.85 mg/ml, 38.5 mg/ml, 77 mg/ml and 192 mg/ml,
respectively;

G6 and G7 - treated, respectively, with 3.85mg/ml and
38.5 mg/ml, with addition of 2.0 mg cyclophosphamide per 100 g
of animal weight, treated via intraperitoneal injection, 24 h before
the application of the first dose of the aqueous extract of M. guya-
nensis. These concentrations were chosen, based on a study carried
out by Meneguetti et al. (2014), in which these same concentra-
tions presented anticytotoxic and anti-mutagenic action in in vitro
studies;

G8 - positive control (CP), just 2.0 mg of cyclophosphamide was
administered per 100 g of mice weight (Magalhdes etal., 2010), via
intraperitoneal injection, 24 h before the application of the first
dose of the aqueous extract of M. guyanensis, being also treated
with 0.1 ml of H,O per 10g of the animal, via gavage, at the same
periods as too much groups.

Comet assay

The genotoxicity and acute antigenotoxicity analysis were done
by comet assay, from the method described by Singh et al. (1988)
and reviewed by Tice et al. (2000). The experiment was performed
in blood cells from the animals submitted to the treatment with the
aqueous extract of M. guyanensis. The peripheral blood of animals
was collected after the decapitation with a guillotine, wherein two
slides per animal were prepared.

The samples in cellular suspension were mixed with a thin layer
of agar “low melting” 0.75% and laid upon layers pre-covered with
normal agarose at 1.5%. These slides were plunged in a lysis solution
(2.5M NacCl, 100 mM EDTA and 10 mM Tris, pH 10 with addition of
1% Triton X-100 and 10% DMSO at the time of use), for 96 h at 4°C.
The lysis enables the migration of the DNA fragments that were
brought about after incubation of the slides in alkaline tampon
(300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH>13) for 20 min and, subse-
quently, an electric current of 300 mA and 25V (0.90V/cm) was
applied for 15min in a DNA electrophoresis vat. The slides were
neutralized after electrophoresis with three tampons at 0.4 M, pH
7.5 and colored with silver nitrate.

The analysis of the cells was performed randomly by visual
evaluation, totaling 100 cells/slide, wherein two parameters
were considered: Damage Index (0-400) and Damage Frequency
(0-100%).

Correlation PCE/NCE and occurrence of micronuclei in bone
marrow

Phosphate tampon

The solutions A and B were prepared separately. For the solu-
tion A, 27.6g of anhydride potassium phosphate (KH;PO4) was
added per liter of distilled water. In the solution B was added 35.6 g
of sodium dibasic phosphate (NA;PO4-7H50) per liter of distilled
water. After, 16.5ml of the solution A was added to 46 ml of the
solution B and 37.5ml of distilled water was added, filling with
100 ml with the phosphate tampon with pH=5.8 (Silvaetal.,2011).

Bone medulla gathering and preparation of the microscopic slides

After the animals were sacrificed by guillotine decapitation, the
femurs were withdrawn, cleaned and the two ends removed with a
surgical scissor. The bone marrow was extracted with a histological
needle directly upon the slide with 10 .l of fetal bovine serum, and
with a curved histological needle the marrow was homogenized
with serum, wherein a smear of each femur was made, and two
slides per animal were prepared.

The slides were dried in an incubator at 37°C, colored with a
mixture of Giemsa (10%) and phosphate tampon (pH=5.8), washed
with distilled water, dried at room temperature and marked with
a numeric code, for a “blind” analysis. The coloration was used to
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Fig. 1. Genotoxic and antigenotoxic acute effects evaluated in damage index and damage frequency by the comet test in peripheral blood of mice, which underwent the

treatment with aqueous extract of M. guyanensis. M: Males; F: Females; T: Total —

Male and Female. Statistically significant for genotoxicity *(p <0.05), **(p<0.01) and

***(p<0.001) when compared to CN. Statistically significant for antigenotoxicity #(p <0.05), ##(p<0.01) and **#(p <0.001) when compared to CP.

differentiate light blue polychromatic erythrocytes (PCE) and red
normochromatic erythrocytes (NCE) (Ribeiro et al., 2003).

Analyses of slides

The zig-zag model was used to determine simultaneously the
amount of micronuclei of each 1000 PCE and the relationship
between PCE and NCE in 1000 erythroid cells per slide.

This relationship was established to avoid determination of
false-negatives, demonstrating whether there was cytotoxicity or
cellular depression (Shahrim et al., 2006). Afterwards, the count of
only micronuclei in PCE was continued until the count of 1000 cells.
The count of micronuclei occurred only in PCE, due to its indication
for organisms with acute exposition analysis (Villela et al., 2003),
the same as used in the present study.

Statistical analysis

The variance analysis was done by the ANOVA test, using
Turkey’s test as a counterproof, affecting the comparison of the
means of different treatments with the control groups. For this
purpose, the software Graph pad Prism 5.0 was used.

Results

Comet assay

The acute genotoxicity results demonstrated by the index
and frequency of damage performed by the comet assay can be
observed in Fig. 1. The 3.85 mg/ml, 38.5 mg/ml and 77 mg/ml con-
centrations did not present genotoxic effects, unlike the 192 mg/ml,
that presented significant genotoxicity relative to CN.



In the analysis of the antigenotoxic potential, 3.85 mg/ml and
38.5mg/ml concentrations demonstrated significant decrease in
both the damage index and the damage frequency relative to the
CP group.

Correlation PCE/NCE

The data corresponding to the correlation PCE/NCE influenced
by the aqueous extract of M. guyanensis are organized in Table 1.
The correlation PCE/NCE of the 3.85 mg/ml and 18.5 mg/ml concen-
trations did not present significant difference relative to CN. This
result was not observed in the 77 mg/ml and 192 mg/ml concentra-
tions, that decreased the correlation, demonstrating the occurrence
of cytotoxicity (Shahrim et al.,, 2006; Silva et al,, 2011), that is
normally confirmed due to the dose-response effect (Krishna and
Hyashi, 2000) and the likely explanation is that the frequency of cell
depression (Nesslany et al., 2004) can induce to apoptosis (Ouanes
etal.,,2003), due to it being subjected to balance regulation between
the activation and suppression of cell death in certain situations
(Kaufmann and Hengartner, 2001).

The 3.85mg/ml and 38.5mg/ml concentrations that did
not present cytotoxity, also demonstrated anticytotoxic action,
increasing the PCE/NCE correlation, significantly reversing the
damage caused by cyclophosphamide.

Micronuclei in bone marrow

The mean of micronuclei for each 1000 cells of mice bone mar-
row subjected to treatment with different concentrations of the
aqueous extract of M. guyanensis, can be visualized in Fig. 2.

The 3.85 mg/ml, 38.5mg/ml and 77 mg/ml concentrations did
not present mutagenic effects in male and female mice, however,
when the total mean was assessed, the 77 mg/ml concentration
showed to be mutagenic relative to CN, which was also observed
in the 192 mg/ml concentration in male, female and total mean.

The 3.85mg/ml and 38.5 mg/ml concentrations demonstrated
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antigenotoxic effects again, acting as antimutagenic, decreasing
significantly the number of micronuclei relative to CP.

Discussion

The genotoxic safety and antigenotoxic action of 3.85 mg/ml and
38.5 mg/ml concentrations of the aqueous extract of M. guyanensis
was already seen in a previous study using Allium cepa, where these
same concentrations demonstrated anticytotoxic and antimuta-
genic action relative to meristems germination, mitotic indexes
and micronuclei formation (Meneguetti et al., 2014), being also
in agreement with Hurtado (2013), in which fractions of M. guya-
nensis showed anti-proliferative activity within a wide period of
time, not presenting clastogenic or aneugenic actions, where this
latter was also observed in a study carried out by Mendes et al.
(2012), demonstrating that the ethanolic extract of M. rigida does
not induce chromosomal abnormalities.

The antimutagenic action was also observed by Salmonela/
Microsome test (Ames Test) in which the hydroalcoholic extract of
the bark of M. krukovii presented exhibits inhibitory activity against
the T98 and T100 lines (Bruni et al., 2006).

Previous studies have demonstrated that the quinone-methide
triterpenes are one of the main causes of the antigenotoxic action
found in some species of the genus Maytenus, acting in vitro against
tumor cells and against experimental tumors, in which the species
Maytenus ilicifolia presented inhibitory activities against different
sarcomas and neoplastic cells (Santana et al., 1971; Santos-Oliveira
et al,, 2009), strengthening the results found in the 3.85 mg/ml and
38.5 mg/ml concentrations of the aqueous extract of M. guyanensis,
that probably occurred due to the presence of quinone-methide

Fig. 2. Mutagenic effect evaluated by the mean of the number of micronuclei in
mice bone marrow cells, subjected to treatment with aqueous extract of M. guya-
nensis. M: Males; F: Females; T: Total - Male and Female. Statistically significant for
mutagenicity *(p<0.05), **(p<0.01) and ***(p<0.001) when compared to CN. Sta-
tistically significant for antigenotoxicity *(p <0.05), ##(p<0.01) and **#(p<0.001)
when compared to CP.

triterpenes identified previously in this species (Facundo et al.,
2015). Similar results were observed with the tingenone-quinone
methide (maitenine) in vitro tests that demonstrated inhibition of
Leuk-P 138, CA 9KB and V79 neoplastic cell lines (Kupchan and
Karim, 1976).

Studies performed in humans with other triterpenes isolated
from Maytenus ssp. demonstrated the decrease of wounds on the
base of the tongue and pharynx by approximately 50%, caused by
epidermoid carcinomas and 40% of the lymphoepithelioma with
invasion to the orbit, besides positive results in 2 of the 7 patients
with uterine epidermoid carcinoma (Santana et al., 1971).

In another clinical series, the triterpene maitenine “tingenone
analog” (Morita et al., 2008; Gullo et al., 2012; Facundo et al.,
2015), also isolated from the genus Maytenus, potentiated other
anti-cancerogenic substances of natural sources in eleven patients
with advanced basal-cell carcinoma, in which all of the patients
presented clinical recovery, with reduction of wound size by more
than 50% (Melo et al., 1974; Corsino et al., 2000).

The anti-ulcerogenic effects occurred mainly due to the antiox-
idant activities of catequine derivatives found in some species of
the genus Maytenus, and these derivatives act in a more effective
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Mean + standard deviation of the number of Polychromatic Erythrocytes (PCE), Normochromatic Erythrocytes (NCE) and of the PCE/NCE ratio in mice bone marrow cells,

which underwent the treatment with aqueous extract of Maytenus guyanensis.

Treatment (mg/ml) Gender N (PCE) (NCE) Correlation (PCE/NCE)
CN Male 4 2571 +£ 82 2429 + 8.2 1.06 + 0.07
Female 4 2616 + 5.8 2384 + 5.8 1.10 + 0.05
Total 8 2594 + 7.5 2406 + 7.5 1.08 + 0.06
CcP Male 4 1835 + 13.6 3165 + 13.6 0.58 + 0.07***M
Female 4 1737 + 4.7 3262 +4.7 0.53 + 0.02***F
Total 8 1786 + 11.3 3214+ 11.3 0.56 + 0.06***T
3.85 Male 4 2622 + 8.1 2377 8.1 1.10 + 0.07
Female 4 2581 + 6.7 2419 + 6.7 1.07 + 0.06
Total 8 2602 + 7.8 2398 +7.8 1.08 + 0.07
385 Male 4 2526 + 5.8 2474 +5.8 1.02 + 0.05
Female 4 2541 +£73 2459 +7.3 1.03 + 0.06
Total 8 2534 + 6.6 2466 + 6.6 1.03 + 0.05
77 Male 4 2362 + 13.2 2637 + 13.2 0.90 + 0.09**M
Female -4 2381 +11.3 2619 +11.3 0.91 + 0.08***F
Total 8 2372+ 123 2628 +12.3 0.90 + 0.09***T
192 Male 4 2161 +£11.2 2839 + 11.2 0.76 + 0.07***M
Female 4 2165 + 94 2835+ 94 0.77 + 0.06***F
Total 8 2163 + 104 2837 + 104 0.76 + 0.07***T
3.85+CP Male 4 2155 + 6.6 2845 + 6.6 0.76 -+ 0.04***MH#M
Female 4 2194+ 74 2806 + 7.4 0.78 -+ 0.05***HHH#E
Total 8 2174+ 73 2826 + 7.3 077 -£0,04°**T##EL
38.5+CP Male 4 2212 + 8.6 2787 + 8.6 0,79 = 0.05***M#¥HM
Female 4 2221 +79 2779 +7.9 0.80 - 0.05***FFHF
Total 8 2217 £ 82 2783 + 8.2 0.80 -1 0,05***THHT

Statistically significant for genotoxicity: *M(p <0.05), **M(p<0.01) and ***M(p <0.001) when compared to male CN. *F(p <0.05), **F(p<0.01) and ***F(p <0.001) when com-
pared to female CN. *T(p<0.05), **T(p<0.01) and ***T(p<0.001) when compared to total CN. Statistically significant for antigenotoxicity: *M(p<0.05), *#M(p<0.01) and
###M(p <0.001) when compared to male CP. #¥F(p <0.05), #*F(p<0.01) and ###F(p <0.001) when compared to female CP. #T(p <0.05), #T(p <0.01) and *#*#T(p <0.001) when

compared to total CP.

way on the wound of the digestive tract, inhibiting the damage
of mucosa cells by free radicals generated by the very digestive
process. This effect is also related to an anti-mutagenic action, pro-
tecting against genotoxic agents that may induce the malignant
transformation of the intestinal mucosa cells (Krul et al., 2001).

The antioxidant action was already reported for the species M.
guyanensis (Macari et al., 2006), for M. procumbens (Momtaz et al.,
2013) and for ilicifolia (Macari et al., 2006; Negri et al., 2009) in
which the lipid peroxidation is inhibited (Santos-Oliveira et al,,
2009) and shows chelant activity of heavy metals, besides acting
on different free radicals (Ho et al., 1992; Melo et al., 2001).

In this study, the concentration of 77 mg/ml of the aqueous
extract of M. guyanensis did not present genotoxic action for the
index and frequency of damage evaluated by the comet assay, or
for the formation of micronuclei on the bone marrow of male and
female mice. On the other hand, it presented genotoxic effects in
the total mean of the micronuclei test and also in the ratio PCE/NCE.
The negative results for the concentration of 77 mg/ml in the comet
assay might have occurred due to analyses of only the acute effects,
in which further studies are suggested for a better comprehension
of the chronic effects caused by the ingestion of infusions of aque-
ous extracts of M. guyanensis; according to Bode and Dong (2014)
several natural compounds found in various plants consumed by
traditional population are potential carcinogens or tumor promo-
ters and its use for long periods of time should be avoided.

In the 192 mg/ml concentration the data demonstrated geno-
toxic effects in all of the tests performed, being in agreement with
a study done by Meneguetti et al. (2014), in which the 77 mg/ml
and 192 mg/ml concentrations presented cytotoxic and mutagenic
actions.

It is important to highlight that 77 mg/ml and 192 mg/ml
concentrations are, respectively, twenty- and fifty-fold more con-
centrated than the concentration normally used by the population:
3.85mg/ml (Camparoto et al., 2002), bringing a certain tranquility
relative to the use of this species in the ethnopharmacology.

This genotoxicity found in high concentrations was not
evidenced in other studies using plants of the same genus, in which

the chronic toxicology of the infusion of M. ilicifolia was tested in
rats and mice with doses ranging from 20 to 40 fold higher than
that commonly used by humans, not causing changes in weight,
behavior, temperature and in the biochemical parameters of the
serum and hematological parameters (Carlini and Frochtengarten,
1988).

In other toxicologic studies, this time acute, performed in mice
and rats by infusions and lyophilized extract of M. ilicifolia, and toxic
effects were not evidenced in doses until 1600-fold higher than the
doses used by humans (Santos-Oliveira et al., 2009).

In human beings, a study of clinical toxicology (Phase I trial),
administered during 14 days, the double of the dosage of M. ilici-
folia used in ethnopharmacology, did not observe abnormal results
that could be attributed to the plant use. Only symptoms like dry
mouth, nausea, and gastralgia in a few volunteers were recorded,
with recovery during the study, demonstrating thus that M. ilicifo-
lia is not toxic for humans when used in the same way as popular
medicine (Carlini and Frochtengarten, 1988).

It was found that aqueous extract of M. guyanensis in con-
centrations up to tenfold higher than the concentration used in
ethnopharmacology does not present genotoxic effects and, more-
over, it has antigenotoxic actions in mice treated acutely. Further
studies of bioaccumulation and chronic effects of this species are
suggested in order to improve the understanding of its action
mechanisms, ensuring the efficacy and safety of its utilization and
development of phytotherapics and drugs.
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1. Subject and source

The genus Maytenus belongs to Celastraceae family and consists of about 850—1300 species, which are distributed
worldwide, particularly in subtropical and tropical regions, China, Africa, Paraguay, Brazil, Argentina and Uruguay and in
southern regions of Saudi Arabia (Mohamed and Perwez, 2014). Maytenus guianensis Klotzsch ex Reissek is known
popularly in Brazilian Amazon rainforest as “chichud” and has been used as a medicinal plant in the treatment of
inflammation, contraceptive, cancer, aphrodisiac, anti-rheumatic agents (Prata and Mendonga, 2009; Macari et al., 2006).
Stem bark and leaves of M. guianensis were collected in February 2009 in Manaus, Amazonia, Brazil. The plant was
identified by Dr. Cid Ferreira of the Amazon Research Institute (INPA), where a voucher specimen was deposited under
No. 188.485.

2. Previous work

The Maytenus genus has been widely studied with numerous compounds isolated from the various species. Maytenus
species are known to elaborate sesquiterpenes, friedo-nor-oleanane triterpenes, sesquiterpene pyridine alkaloids, flavonoids

* Corresponding author.
E-mail address: viacundo@unir.br (V.A. Facundo).
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and tannins and phenolic acids (Martins et al., 2012; Da Silva et al., 2008; Lhinhatrakool et al., 2011; De Souza et al., 1986).
Previous phytochemical investigations of the roots Maytenus guianenis have reported the presence of 4-O-methyl-(—)-epi-
gallocatechin, proanthocyanidin A, dulcitol, B-sitostenone, friedelan-3,7-dione, N,N-dimethylserine and mayteine (De Sousa
et al., 1986).

3. Present study

The stem barks of M. guianensis (1.9 kg) were extracted three times with acetone (3L x 3) at room temperature.
The extracts were filtered and evaporated to dryness under reduced pressure to give the corresponding residues
(MGCA) in amounts of 200.0 g. A portion of the MGCA (60.0 mg) was flash chromatographed using a hexane-acetone
gradient elution system. Fractions (75 ml) were collected and monitored by thin layer chromatography (TLC), using
hexane-acetone mixtures of increasing polarity. Fractions 3—5 (eluent: hexane-acetone, 80:20) furnished a residue
(62.2 mg) which was submitted to flash chromatography using hexane and acetone as mobile phase to afford (1) (25.1 mg,
eluent: hexane-acetone, 95:05) and (2) (33.2 mg, eluent: hexane-acetone 90:10). Fractions 13—85 (eluent: hexane-
acetone, 8.5:1.5) were combined according to their TLC analysis to afford the sub fraction A (736.0 mg). This
sub fraction A was further chromatographed over silica gel eluted with mixtures of hexane:acetone of increasing
polarity to afford (3) (19.9 mg, eluent: hexane-acetone, 90:10), (4) (51.0 mg, eluent: hexane-acetone, 75:25), (5)
(33.40 mg, eluent: hexane-acetone, 70:30), (6) (51.0 mg, eluent: hexane-acetone, 60:40) and (7) (35.0 mg, eluent: hexane-
acetone, 55:45).

The leaves of M. guianensis (1.9 kg) were extracted with 95% EtOH (3 x 2.0 L) at room temperature. The extracts were
concentrated, defatted with n-hexane and partitioned with EtOAc. The hexane layer was concentrated (6.0 g) and chroma-
tographed on silica gel columm (50.0 g), eluting with n-hexane, and subsequently, with n-hexane:CHCl3 mixtures of
increasing polarity. Twelve fractions of 60 mL each were collected. From these fractions, compounds (8, 27.0 mg) and (9,
31.9 mg) were obtained and further purified by recrystallisation with ethyl ether.

The structures of all isolated compounds were elucidated by analysis of their spectral data (IR, MS, 'H and >C NMR,
including COSY, HMQC, HMBC and NOESY) and by comparison with the literature data. They were identified as friedelin (1)
(Almeida et al., 2011), friedelinol (2) (Almeida et al., 2011), 166-hydroxyfriedelin (3) (Duarte et al., 2009), 29-hydroxyfriedelin
(4) (Betacor et al., 1980), tingenone (5) (Sotanaphun et al., 1998), 228-hydroxytingenone (6) (Lee et al., 2004) and 22(-
hydroxypristimerin (7) (Jeller et al., 2004). The compound (8) was identified with a mixture of f-amyrin (8a) and a-amyrin
(8b) (Dias et al., 2011), and (9) as §-sitosterol (Facundo et al., 2008).

Ri=Re=0;Rs=H; Ri=CH; (1)
R1=R3=H; R;=0OH; R4=CH3 (2)
R1=R2=0; R3=OH; R&=CHs  (3)
Ry=R=0; Rs=H; Ri=CH.OH  (4)

Ri=Ro=H; Rs=Re=CHs (8a)
R1=CHs; Ro=R¢=H; Rs=CH; (8b)

R=H (5)
R=OH (6)

©)
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4. Chemotaxonomic significance

The family Celastraceae is well represented in Brazil by four genera Maytenus Klotzsch ex Reissek, Austroplenckia Lund,
Gouuppia Reissek and Fraunhofera Mart (Carvalho-Okano, 1992). The genus Maytenus, which includes more than 225
worldwide-distributed species, is one of the most representative of this family (Almeida et al., 2010). About 80 species
distributed in the Brazilian territory are currently recognized (Joffily and Vieira, 2005). Phytochemical study of the root bark
from M. guianensis have reported the presence of epicallocatechin, proanthocyanidin, esteroids, triterpenes and sesquiter-
pene alkaloids (De Sousa et al., 1986).

This phytochemical investigation in stem bark of M. guianensis led to isolation and identification of nine triterpenes, four
friedelanes (1), (2), (3) and (4) one oleanane (8a), one ursane (8b), three friedo-nor-oleanane (5), (6), (7), and one steroid, (-
sitosterol (9), for the first time identified from this plant. Compounds (1), (2), (3), (4), (8a), (8b) and (9) have been previously
obtained from several species of the genus Maytenus such as Maytenus distichophylla (1, 2 and 4), (Duarte et al., 2013),
Maytenus obtusifolia (1 and 4) (Da Silva et al., 2008), Maytenus umbellata (8a) (Gonzales et al., 1986), Maytenus gonoclada (1
and 2) (Silva et al., 2011), Maytenus robusta (1, 2 and 4), (Sousa et al., 2012), Maytenus phyllanthoides (8a and 8b) (Moo-Puca
et al., 2014), Maytenus diversifolia (1, 3 and 8a) (Nozahi et al., 1986).

The friedo-nor-oleanane derivatives are members of a small group of natural products, which are typical from the closely
related families Celastraceae and Hippocrateaceae (Corsino et al., 2000). Tingenone (5) was reported from Maytenus acan-
thophylla (De Oliveira et al., 2006), Maytenus mekongensis (Lhinhatrakool et al., 2011), Maytenus imbricate (Rodrigues et al.,
2012), Maytenus ilicifolia (Santos et al., 2010), Maytenus vitis-idaea (Almeida et al., 2010), Tripterygium regelii (Celes-
traceaea) (Ryu et al., 2010), Hippocratea excelsa (Celestraceaea) (Gonzado et al., 2007), Cheiloclinium cognatum (Hippo-
crateaceae) (Liao et al., 2008), Salacia campestris (Hippocrateaceae) (Carvalho et al., 2005) and 223-hydroxytingenone (6) was
reported from Maytenus retusa (Oramas et al., 2010), Maytenus chuchuhuasca (Morita et al., 2008), M. ilicifolia (Buffa-Filho
et al., 2002), Maytenus aquifolium (Corsino et al., 2000), Elaeodendron croceum (Celestracaee) (Yelani et al., 2010), Elaeoden-
dron schlechteranum (Celestracaee) (Maregesi et al., 2010), Gliptopetalum sclerocarpum (Celestracaee) (Sotanaphun et al.,
1998), Salacia chinensis (Hippocrateaceae) (Corsino et al., 2000), Salacia campestris (Hippocrateaceae) (Corsino et al., 2000).

22(-Hydroxypristimerin (7) has been previously obtained from Cheiloclinium cognatum (Hippocrateaceae) (Jeller et al.,
2004). Interesting to note is that 22(-hydroxypristimerin (7) was isolated herein for the first time from the family Celas-
traceae, although previously it was reported to be isolated from Hippocrateaceae family. This finding leads to the conclusion
that these friedo-nor-oleanane derivatives, structurally characterized by the AB ring, are systematically important and can be
as a common characteristic components of both families and Hippocrateaceae Celastraceae.
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Decisdo: Favoravel
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CNPqg, cuja decisdo Ihe serd comunicada por e-mail. Contudo, em caso de decisdo
desfavoravel, a solicitacdo serd encerrada, devendo outra ser formulada, caso seja de seu
interesse.

Atenciosamente,

Coordenacdo do Sistema de Autorizacdo de Acesso ao Patrimbnio Genético


javascript:void(window.open('/cpsess7044967956/horde/imp/dynamic.php?page=compose&to=coapg%40cnpq.br&popup=1','','width=820,height=610,status=1,scrollbars=yes,resizable=yes'))
javascript:void(window.open('/cpsess7044967956/horde/imp/dynamic.php?page=compose&to=vfacundo%40unir.br&popup=1','','width=820,height=610,status=1,scrollbars=yes,resizable=yes'))
javascript:void(window.open('/cpsess7044967956/horde/imp/dynamic.php?page=compose&to=calderon%40fiocruz.br&popup=1','','width=820,height=610,status=1,scrollbars=yes,resizable=yes'))
javascript:void(window.open('/cpsess7044967956/horde/imp/dynamic.php?page=compose&to=coapg%40cnpq.br&popup=1','','width=820,height=610,status=1,scrollbars=yes,resizable=yes'))

172

ANEXO VII
Resumo Publicado no 50° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
(MedTrop)



Anais

50° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical

AREA TEMATICA: F) DOENGAS POR PROTOZOARIOS
P-093

TITULO: ATIVIDADE ANTIPLASMODIAL DA FRAGAO (ACETATO DE ETILA) OBTIDOS DA ENTRECASCA DE MAYTENUS
GUIANENSIS KLOTZSCH EX REISSEK (CELASTRACEAE), XIXUA AMAZONICO

AUTOR(ES): DIONATAS ULISES DE OLIVEIRA MENEGUETTI, FLAVIO AUGUSTO DE SOUZA OLIVEIRA, RENATO ABREU LIMA,
FLAVIA APARECIDA MENEZES CARNEIRO, ELCI MARLEI FREITAG, DANIEL SOL SOL DE MEDEIROS, PATRICIA SOARES DE
MARIA DE MEDEIROS, VALDIR ALVES FACUNDO

INSTITUIGAO: UNIVERSIDADE FEDERAL DE RONDONIA (UNIR)

Introducao: A malaria é uma das principais infecgdes parasitarias ocorrentes no Brasil, concentrando mais de 90% dos casos na
regido amazonica. Nessa regido € comum a utilizacio de plantas medicinais como a espécie Maytenus guianensis para tratamento
alternativo para infecgdes e febres, que € o principal sintoma da malaria, sendo indicados estudos para comprovagdes das agdes
farmacologicas dessas espécies. Objetivo: O presente estudo objetivou analisar a acdo antiplasmodial da fracio (acetato de etila)
obtido de Maytenus guianensis. Métodos: As cascas do caule de M. guianensisforam coletadas em fevereiro de 2008 na Reserva
Florestal Adolpho Ducke localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010), a identificacdo da espécie foi realizada no
Herbario do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA), exsicata n® 188.485. As cascas do caule foram secadas em estufa
(TE-394/2, Tecnal) com ventilagdo forcada a 50°C por 48 horas. O extrato bruto foi obtido por maceragéo com etanol em temperatura
ambiente, 0 mesmo foi fracionado em cromatografia em coluna com silica gel, por meio de eluigio com hexano, cloroférmio, acetato
de etila e metanol. A fracio utilizada para o estudo foi a obtida com acetato de efila, devido a sua boa solubilidade, e esta foi
submetidos em testes de atividade in vitro contra Plasmodium falciparumcepa W2. Resultados: A fracdo (acetato de etila) apresentou
um IC50 com média = 56,57 ug/ml (desvio padréo de 21,55) e R2 de 0,99 (P<0,01). Apesar do IC50 da fracio estudada ser maior que
0 da droga utilizada como controle IQG = 3,51 pg/ml, R2de 0,99 (P<0,01), os resultados sdo animadores, visto que a cepa W2 é
resistente e cloroquina, e que da fracio em estudo podem ser isolados compostos com acdo antiplasmodial em concentragies ainda
menores. Conclusao:Constatou-se que a fracio (acetato de afila) de Maytenus guianensis apresenta agdo confra cepa W2 de P.
falciparum.

Palavras-chave: Atividade anfiplasmodial, Plasmodium falciparum e Maytenus guianensis.

Orgao de financiamento: CAPES
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ANEXO V1II

Resumos Publicados no 66° Encontro da Sociedade Brasileira Para o Progresso da Ciéncia
(SBPC)
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C. Ciéncias Biologicas - 11. Morfologia, Citologia ou Histologia - 1. Morfologia, Citologia ou
Histologia

ANALISE DA MUTAGENICIDADE DO EXTRATO AQUOSO DE Maytenus guyanensis
KLOTZSCH EX REISSEK (CELASTRACEAE), XIXUA AMAZONICO

Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti - Doutorando Programa de Pos Graduacdo em Biologia
Experimental (PPGBioExp) Fundacao Universidade Federal de Rondénia (UNIR); Docente Universidade
Federal do Acre (UFAC);

Jaqueline Barbosa da Silva - Faculdades Integradas Aparicio Carvalho (Fimca);

Renato Abreu Lima - Doutorando Rede de Biodiversidade e Biotecnologia da Amazonia Legal (Rede
Bionorte);

Andrina Guimardes Silva Braga - Doutoranda Rede de Biodiversidade e Biotecnologia da Amazénia Legal
(Rede Bionorte);

Valdir Alves Facundo - Orientador PPGBioExp e Rede Bionorte

INTRODUCAO:

O uso de plantas medicinais na medicina tradicional tem sido amplamente documentado na maioria dos
paises em desenvolvimento, a fim de ajudar a satisfazer algumas de suas necessidades de cuidados
primarios de saude. A familia Celastraceae contem 98 géneros e aproximadamente 1.264 especies,
encontradas principalmente nas regides tropicais. Os principais constituintes quimicos isolados sdo os
triterpenos pentaciclicos friedeldnicos e quinoidicos, os sesquiterpenos, os secofriedelanos, os esteroides, os
derivados agarofurdnicos, os glicosideos, as proantocianidinas, os flavonoides glicosilados, os alcaloides
piridinicos sesquiterpénicos e as catequinas. Dentre as especies utilizadas na medicina tradicional a
Maytenus guianensis, popularmente conhecida como “xixua”, ¢ uma drvore muito difundida na floresta
Amazdnica, e as especies deste género sdo ricas em triterpenos da classe dos friedelanos, muitos dos quais
com diversas atividades biologicas, porém poucos sao os estudos sobre seus efeitos mutagénicos, o que
justifica a realizacdo do presente estudo.

OBJETIVO DO TRABALHO:

Analizar a mutagenicidade do extrato aquoso de Maytenus guyanensis, por meio do teste de micronucleo
em Allium cepa.

METODOS:

As cascas do caule de M. guianensis foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke Localizada no
Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010), a identificacdo da especie foi realizada no Herbario do
(INPA), exsicata n® 188.485. As cascas do caule foram secas em estufa com ventilagdo a 50°C por 48 horas,
em seguida raspadas para retirada da entrecasca, que foi utilizada para preparacdo de extrato aquoso por
maceracdo durante 72 horas nas concentracoes de (3,85), (38,5) (77) e (192) gramas por litro (g/L), além do
controle negativo (CN) contendo agua mineral. Os bulbos de A. cepa foram postos a germinar com a parte
inferior em solucdo contendo 50 mL do extrato vegetal, por um periodo de 48 horas em temperatura de
24°C, sendo 10 repeticoes para cada tratamento. Os meristemas foram coletados quando atingiram
comprimento de 0,5 a 3,0 cm, sendo realizada hidrolise dos mesmos em uma solu¢do de HCI 1 N por 10
minutos em banho-maria a uma temperatura de 60°C, e posterior lavagem em agua destilada. Em seguida
realizaram-se os esfregacos em duas ldminas para cada repeticdo. Apos secas, as laminas foram coradas
com pardtico rdpido. As liminas foram analisadas em microscopia dptica, com aumento de 400x. Os
microntcleos foram observados a cada 1000 celulas por lamina.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para os tratamentos contendo CN, 3,85g/L, 38,5g/L, 77g/L e 192g/L do extrato, obteve-se respectivamente
(1,2), (1,5), (0,5), (1,2) e (6,45) micronucleos por 1000 celulas. A concentracdo 192g/L demonstrou uma
alta significancia estatistica (P<0,001), isso ndo € preocupante, pois essa concentracao € considerada alta.
Os resultados demonstram que M. guianensis € uma planta considerada segura em relacdo aos seus efeitos
mutagénicos, porem testes futuros em organismos animais sdo indicados para melhor compreensio dos
resultados.

CONCLUSOES:

Contatou-se que o extrato aquoso da entrecasca de M. guianensis nas concentragdes de 3,85g/L, 38,5g/L,
77g/L nao provoca mutagenicidade em celulas eucaricticas vegetais.

Palavras-chave: Xixua amazdnico, Maytenus guyanensis, Micronutcleo.
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C. Ciéncias Biologicas - 11. Morfologia, Citologia ou Histologia - 1. Morfologia, Citologia ou
Histologia

AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO AQUOSO DE Maytenus guyanensis KLOTZSCH
EX REISSEK (CELASTRACEAE), XIXUA AMAZONICO

Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti - Doutorando Programa de Pos Graduacdo em Biologia
Experimental (PPGBioExp) Fundacio Universidade Federal de Ronddnia (UNIR); Docente Universidade
Federal do Acre (UFAC);

Jaqueline Barbosa da Silva - Faculdades Integradas Aparicio Carvalho (Fimca);

Renato Abreu Lima - Doutorando Rede de Biodiversidade e Biotecnologia da Amazénia Legal (Rede
Bionorte);

Andrina Guimardes Silva Braga - Doutoranda Rede de Biodiversidade e Biotecnologia da Amazénia Legal
(Rede Bionorte);

Valdir Alves Facundo - Orientador PPGBioExp e Rede Bionorte

INTRODUCAO:

O Brasil possui uma das mais ricas floras do mundo, estima-se que ha mais de 56 mil especies de plantas
superiores. As plantas sao fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais
se constituem em modelos para sintese de um grande nimero de farmacos. A familia Celastraceae possui
distribuicdo tropical e subtropical com cerca de 98 géneros e com aproximadamente 1.264 especies. No
Brasil, foram registrados quatro géneros: Maytenus Juss, Austroplenckia Lund, Gouppia Reissek e
Fraunhofera Mar. O género Maytenus € o maior da familia Celastraceae este compreende cerca de 225
especies. Maytenus guyanensis € uma arvore endémica de terra firme na Amazénia, e conhecida como
chichud, xixud, chuchahuasi, chucchu huashu, chuchuasi e chuchasha. Suas raizes e caule sdo utilizados
como analgesico, anti-inflamatorio, afrodisiaco, relaxante muscular, antireutmatico e antidiarreico, sendo
tambem indicada no tratamento de artrite, impoténcia, resfriado, bronquite e hemorroidas. Devido a grande
utilizacdo dessa planta pelas populacdes tradicionais, ¢ indispensavel a realizacdo de estudos toxicologicos
para a prevencao de intoxicacades.

OBJETIVO DO TRABALHO:

Avaliacao da toxicidade do extrato aquoso de Maytenus guyanensis, por meio do teste de micronticleo em
Allium cepa.

METODOS:

As cascas do caule de M. guianensis foram coletadas em fevereiro de 2008 na Reserva Florestal Adolpho
Ducke Localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010), a identificacdo da especie foi
realizada no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia (INPA), exsicata n® 188.485. As
cascas do caule foram secas em estufa (TE-394/2, Tecnal) com ventilacdo forcada a 50° C por 48 horas, em
seguida raspadas para retirada da entrecasca, que foi utilizada para preparacdo de extrato aquoso por
maceragao durante 72 horas nas concentracdes de (3,85), (38,5) (77) e (192) gramas por litro (g/L), além do
controle negativo (CN) contendo agua mineral e controle positivo (CP), contendo 800mg/L de paracetamol.
A analise toxicologica em A. cepa € realizada com base na germinacdo dos meristemas. As raizes foram
medidas com 48 horas de germinacdo. A cada especie de A. cepa foram medidas as trés maiores raizes,
totalizando 30 raizes por tratamento. Para a avaliacdo estatistica utilizou-se a Analise de Varidncia
(ANOVA) e o teste Tukey, com auxilio do software Graphad Prism 5.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

No teste de toxicidade a media do crescimento dos meristemas foram CN (0,97cm), 3,85g/L (1,63cm),
38,5g/L (0,93cm), 77g/L (0,46cm) e 192g/L (0,18cm). As concentracées de 77g/l e 192g/L obtiveram
significancia estatistica em relacao ao controle negativo com (P<0,001), demonstrando uma agdo toxica.
Outro resultado que merece destaque foi a concentracdo de 3,85g/L que tambem apresentou uma
significancia de (P<0,001), porém ndo inibindo o crescimento dos meristemas e sim estimulando o seu
crescimento. Ja no teste de antitoxicidade a media do crescimento dos meristemas foram CP (0,16cm),
3,85g/L (1,40cm), 38,5g/L (0,80cm), 77g/L (0,43cm) e 192g/L (0,17cm). Os melhores resultados foram
3,85 g/L e 38,5 g/L, ambas com (P<0,001) em reacdo ao controle positivo, seguido da concentracao de 77
g/L com (p<0,05), essa ultima que apresentou tanto acdo toxica e antitoxica em relacao aos controles.

CONCLUSOES:

Constatou-se que extrato aquoso de M. guianensis nas concentracées de 3,85g/L e 38,5g/L nao apresentam
acao toxica, e essas mesmas concentracoes demonstraram ag¢ao antitoxica inibindo os efeitos ocasionados
por 800mg/L de paracetamol.

Palavras-chave: Maytenus guyanensis, Xixua amazénico, Allium cepa.
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ANEXO IX
Resumo Publicado no XI Congresso Latinoamericano de Botanica
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A Floresta Amazonica Brasileira, ateé pela sua riqueza e diversidade bioldgica, pode
oferecer a oportunidade para descobertas de inovadoras e eficientes moleéculas com
potencial de uso, em larga escala. O interesse em metabalitos secunddrios tem
crescido muito nos ultimos anos, devido a sua ampla utilizacdo como materia prima
na preparacao de substancias com atividade biologica. Especificamente em relacao
as plantas Amazonicas produtoras de Oleos essenciais e extratos vegetais, a
Maytenus guyanensis Klotzsch Ex Reissek € uma drvore endémica de nossa regiao,
e € conhecida popularmente como chichud. Suas raizes e caule sao utilizados como
analgesico, anti-inflamatorio, afrodisiaco, relaxante muscular, antireutmdtico e
antidiarreico, sendo tambem indicada no tratamento de artrite, impoténcia, resfriado,
bronquite e hemorroidas. Com isso, este trabalho teve como objetivo realizar uma
andlise fitoquimica da entrecasca de M. guyanensis. A elaboracao dos extratos das
cascas e cerne de M. guianensis foi realizada por percolacdo com etanol a
temperatura ambiente. Os fracionamentos destes extratos foram feitos com hexano,
cloroformio, acetato de etila e metanol. A concentracao dos extratos e fracoées foi
realizada em rotaevaporador sob pressao reduzida. O isolamento dos compostos
quimicos foi realizado por meio de cromatografia em coluna de silica gel e
cromatografia em camada delgada e sendo utilizados como eluentes, hexano,
cloroformio, acetato de etila e metanol, puros ou polaridade crescente. A
determinacao estrutural dos compostos isolados foi realizada por andlises de
espectroscopias de Ressonancia Magnetica Nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de
carbono-13 (RMN 13C), espectroscopia na regiao do infravermelho (l.V.) e
espectroscopia de massa (E.M). Da entrecasca de M. guyanensis foram isolados
cinco substancias de cardter terpenoides: (29-hidroxi-friedelan-3-ona), (16-hidroxi-
friedelan-3-ona), (3-hidroxi-friedelano), (Tingenona), (Tingenina B). Acredita-se que
esses compostos possam apresentar boas atividades biologicas, tanto na drea da
agropecudria contra fungos e bacterias patogénicas, como na drea méedica contra
principalmente protozodrios, ambos que sao alvos para estudos futuros com esses
compostos. Constatou-se que a entrecasca de M. guyanensis apresenta cinco
compostos de cardter terpenoides, sendo indicados estudos futuros para a
caracterizacdo dos compostos presentes para caracterizacao fitoquimica completa
dessa espéecie. (FAPEAM, CAPES)

Palavras-chave: Celastraceae, xixud amazonico, Andlise fitoquimica.
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ANEXO X
Resumos Publicados no VII Simpésio Iberoamericano de Plantas Medicinais
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ANALISE CITOTOXICA E ANTICITOTOXICA DO EXTRATO AQUOSO DA
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Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti', Renato Abreu Lima? Andrina Guimaraes Silva
Braga®, Fernanda Bay-Hurtado®, Valdir Alves Facundo'*

1. Docente Fundacdo Universidade Federal do Acre (UFAC), Programa de Pds Graduacdo em
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2. Rede de Biodiversidade e Biotecnologia da Amazonia Legal (Rede BIONORTE);

3. Departamento de Quimica (UNIR).

Introducdo: A Floresta Amazonica ate pela sua riqueza e diversidade biologica, pode
oferecer a oportunidade para descobertas de novas moléculas com potencial de uso.
Maytenus guianensis € conhecida popularmente como chichud. Suas raizes e caule sdo
utilizados como analgesico, antiinflamatorio, relaxante muscular, artrite e bronquite.
Objetivo: O presente estudo objetivou analisar a acao citotoxica e anticitotoxica do
extrato aquoso de M. guianensis. Metodo: As cascas do caule de M. guianensis foram
secas em estufa com ventilacao forcada a 50° C por 48 horas, em seguida raspadas para
retirada da entrecasca, que foi utilizada para preparacdo de extrato aquoso por
maceracao durante 72 horas nas concentracées de 3,85; 38,5; 77 e 192 ¢g/L, além do
controle negativo (CN) contendo agua mineral e controle positivo (CP), contendo 800mg/L
de paracetamol. Os bulbos de A. cepa foram postos a germinar com a parte inferior
mergulhada em solucao contendo 50 mL do extrato vegetal, por um periodo de 48 horas
em temperatura de 24°C, sendo 10 repeticoes para cada tratamento. Os meristemas
foram coletados quando atingiram comprimento de 0,5 a 3,0 cm, sendo realizada hidrolise
dos mesmos em uma solugcdo de HCI 1 N por 10 minutos em banho-maria a uma
temperatura de 60°C, e posterior lavagem em &dgua destilada. Em seguida, realizaram-se
os esfregacos em duas lAminas para cada repeticdo e coradas com pardtico rapido. As
laminas foram analisadas em microscopia dptica, com aumento de 400X, em cada lamina
foram contadas mil c€lulas e quantificado o Indice Mitotico (IM). Resultados: Os
resultados demonstram que o tratamento de 3,85mg/mL aumentou a divisao celular de
maneira significativa IM:49,11 (P<0,001), diferentemente das concentracées de 77mg/mL
IM:9,13 (P<0,05) e 192mg/mL IM:5,57 (P<0,001), que demonstraram acao antiproliferativa
do Indice Mitdtico. Os tratamentos de 3,85mg/mL IM:44,50 (P<0,001), 38,5 mg/mL
IM:10,33 (P<0,001) e 77mg/mL IM:8,22 (P<0,05) apresentaram acao inibitoria dos efeitos
ocasionados pelo CP. Conclusdo: Constatou-se que o extrato aquoso da entrecasca M.
guianensis nas concentracoes de 3,85 e 38,5 mg/mL ndo apresenta acdo citotoxica, e
ainda atuam como anticitotoxico, porém novas concentracoes precisam ser testadas para
um melhor entendimento dos efeitos da utilizacao desses extratos vegetais a longo prazo.

Palavras-chave: Xixud amazonico; Mitose; Interfase.

Agéncia Financiadora: Fundacdao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas
(FAPFAM).
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Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti®; Andrina Guimaraes Silva Braga®®; Valdir Alves
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Introducdo: As raizes e caule de Maytenus guianensis sao utilizados como analgegsico,
anti-inflamatorio, afrodisiaco, relaxante muscular, antireutmatico e antidiarreico. Como
cosmetico € utilizado nas erupcgodes cutdneas e prevencao de cancer de pele. Objetivos:
Investigar as atividades antioxidantes (AA) atraves da captura do radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH) do extrato etandlico da sobrecasca (ETOHMG) do caule de M.
guianensis e seus eluatos hexanico (EHMG), cloroformico (ECIMG) e aceténico (EACMG).
Metodos: Para a avaliacao da AA foi preparada uma solucéo de 100 microgramas/mL de
DPPH em metanol, as solucoes teste de M. guianensis foram preparadas em metanol,
para o ETOHMG, EHMG, ECLMG e EAcMG, nas concentracoes de 10, 50, 100, 150 e
250 microgramas/mL e para a solucao padrao de Ginkgo biloba. Em seguida em 2,5 mL
das solucées das amostras foram adicionados 1 mL da solucdo de DPPH e mantidas ao
abrigo de luz. Como branco foi utilizado 1 mL da solu¢ao de DPPH e 2,5 mL de metanol.
Vinte minutos apds a adicao de DPPH as amostras e ao branco, foram realizadas as
leituras em espectrofotémetro de Ultravioleta UV-Vis (Shimadzu UV 1601) em 517
nanometros. Os testes foram realizados em triplicata, e com a media dos dados calculou-
se a porcentagem da atividade antioxidante (% AA) e a concentracao efetiva 50%
(CE<sub>50</sub>0) foi determinada atraveés da regressao linear dos valores.
Resultados: Os resultados evidenciaram a AA da sobrecasca de M. guianensis, havendo
diferenca significativa positiva (teste de Tukey) nas concentragcées de 200
microgramas/mL nos EHMG (94,91 %) e ECIMG (96,11 %), concentracdo de 150
microgramas/mL no ETOHMG (95,93 %) e EHMG (95,59 %), ECIMG (94,53 %) e EAcMG
(94,70 %), quando comparados com o padrao comercial G. biloba (Egb 761). Para a
CE<sub>50</sub>0 os resultados obtidos com o ETOHMG (50,44 microgramas/mL) e
EACMG (49,52 microgramas/mL) foram os que mais se aproximam do valor obtido com o
extrato de G. biloba (Egb 761) (46,62 microgramas/mL. Conclusées: O extrato etandlico
da sobrecasca e do caule foram encontrada atividade antioxidante sendo que o eluato
acetonico se mostrou com melhor capacidade com relagdo aos demais, porém inferior ao
padrao de G. biloba.

Palavras-chave: Fitoquimica; Xixud; Amazonia.

Agéncia Financiadora: Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas
(FAPEAM) e a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



