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ex Benth. 2013. 148p. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas. Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora,

Minas Gerais.

RESUMO

As espécies do género Andira (Fabaceae), popularmente conhecidas como “angelins”,
destacam-se pelo uso popular como febrifugas, vermifugas e antimalaricas. Apesar das
evidéncias da atividade antimalarica das espécies do género, existe uma caréncia de estudos
quimicos e biolégicos em torno da espécie Andira nitida. Desta forma, este trabalho objetivou
estabelecer o perfil quimico e avaliar o potencial bioldgico de A. nitida, a fim de encontrar
uma possivel opcdo de novos alvos terapéuticos para o tratamento da malaria. O perfil
quimico foi estabelecido por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia em
fase liquida de alta eficiéncia (CLAE), apds a analise dos cromatogramas constatou-se a
presenca de derivados fendlicos, especialmente, flavonoides como as isoflavonas e de
derivados de catequina. O contetdo de derivados fendlicos totais variou de 100-320 mg de
equivalente em catequina/g amostra e de 90-280 mg de equivalente em &cido galico/ g
amostra, j& o de isoflavonoides de 6,24-11,15 mg de equivalente em biochanina A/g amostra e
o de flavonoides totais de 1,20-4,55 mg de equivalente em quercetina/g amostra. As CEs para
0 método DPPH variaram de 5,99-31,90 pg/mL. Os valores da atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) para as amostras foram de 0,161-0,693. Foi encontrada forte
correlacdo entre atividade antioxidante por DPPH e o conteudo de derivados fenolicos
(Pearson > 0,9) e entre TEAC e o teor de flavonoides expressos em quercetina (Pearson >
0,83). A fracdo em hexano e em cloroférmio apresentaram CEso de 40,5 pug/mL e 136,2
pg/mL, respectivamente, no ensaio de quantificacdo de substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (SRAT). As amostras mais ativas no ensaio antiplasmodial (Teste LDH) foram
as fracbes em hexano e em cloroférmio com 31% de inibicdo do crescimento de P.
falciparum. Ja no ensaio de inibicdo da polimerizacdo da ferriprotoporfirina (FBIT) as CEsg
variaram de 0,41-1,12 mg/mL sendo as fragdes em hexano, cloroférmio e em acetato de etila
ativas, juntamente com o extrato lipofilico. In vivo, estas amostras a 200 mg/kg/dia foram
ativas no teste de Peters com inibicdes da parasitemia de 39-75% no sétimo dia apds a
infecccdo. Os resultados indicaram que A. nitida apresenta perfil quimico predominante em
isoflavonas, corroborado pela quantificacdo de isoflavonoides, dessa forma ratifica-se o papel
das isoflavonas como possiveis marcadores quimiossistematicos do género Andira, além de
responsaveis, em parte, pela atividade antimalérica das espécies estudadas até o presente
momento. Além disso, as amostras provenientes dos galhos de A. nitida podem ser fontes de
substancias bioativas com pronunciada atividade antioxidante, além de interessante atividade
antimaldrica.

Palavras-chaves: Andira nitida. Fitoquimica. Potencial Antioxidante. Atividade Antimalarica.
Isoflavonas.
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ABSTRACT

The Andira species (Fabaceae), popularly known as "Angelins™ stand out for popular use as
febrifugue, vermifuge and antimalarial. Chemically they are characterized by the presence of
phenolic derivatives such as isoflavones. However, despite evidence of antimalarial activity of
the genus, there is a lack about chemical and biological studies of Andira nitida. So the
present study aimed to establish the chemical profile and assess the biological potential of A.
nitida, to find a possible option for new therapeutic targets for the malaria treatment. The
chemical profile was established by thin layer chromatography (TLC) and high performance
liquid chromatography (HPLC), after analysis of the chromatograms; they showed the
predominant presence of phenolic derivatives, especially flavonoids such as isoflavones and
catechin derivatives. The contents of phenolic derivatives ranged from 100 to 320 mg
catechin equivalent/g sample and from 90 to 280 mg gallic acid equivalent/g sample. The
isoflavonoids content ranged from 6.24 to 11.15 mg equivalent biochanin A/g sample and
flavonoids content ranged from 1.20 to 4.55 mg quercetin equivalent/g sample. The ECs for
DPPH ranged from 5.99-31.90 pug/mL.Trolox equivalent antioxidant activity (TEAC) values
for the samples were 0.161 to 0.693. Strong correlation was found between oxidant activity
by DPPH and content of phenolic derivatives (Pearson > 0.9) and between TEAC and the
flavonoids content expressed in quercetin (Pearson > 0.83). The fraction in hexane and in
chloroform showed ECs of 40.5 pg/mL and 136.2 pg/mL, respectively; in the quantification
of thiobarbituric acid reactive substances assay (TBARS). The more active samples in
antiplasmodial assay (LDH testing) were the fractions in hexane and in chloroform with 31%
inhibition of P. falciparum growth. In the ferriprotoporphyrin polymerization inhibition assay
(FBIT) the ECsp ranging from 0.41 to 1.12 mg/ml and the fractions in hexane, in chloroform
and in ethyl acetate were actives along with the lipophilic extract. In vivo, these samples at
200 mg/kg/day (Peters testing) showed parasitaemia inhibitions of 39-75 % in day 7 after
infection. The results indicated that A. nitida presents chemical profile composed of
isoflavones, corroborated by quantification of isoflavones, and thus confirms the role of
isoflavones as potential chemosystematic markers of Andira genus. Futhermore, the samples
from A. nitida can be a source of bioactive substances with pronounced antioxidant activity,
as well as interesting antimalarial activity thus can be an alternative for future therapeutic
applications.

Keywords: Andira nitida. Phytochemistry. Antioxidant Potencial. Antimalarial Activity.

Isoflavones.
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1. INTRODUCAO

As plantas tém sido usadas como fonte de medicamentos ao longo da historia e
continuardo a servir como a base para a descoberta de muitos farmacos. Neste contexto, a
medicina tradicional ndo sé fornece pistas valiosas para encontrar novos medicamentos, mas
também pode ajudar a mudar o paradigma de "encontrar drogas novas” para "combinagao dos
agentes existentes”, e pode até mesmo direcionar as combinacBes entre esses agentes
(GINSBURG & DEHARO, 2011).

Uma alternativa muito valiosa € o estudo e pesquisa do potencial biologico das plantas
como fonte de novas alternativas terapéuticas para o tratamento de doencas tropicais,
inclusive a maléria. Neste cenario, o Brasil se destaca por sua imensa biodiversidade vegetal.
(TIUMAN et al., 2005; ESTEVEZ et al., 2007).

A pesquisa com produtos naturais ja contribuiu, por exemplo, para a descoberta de
novas drogas antimalaricas. O tratamento da maléria consiste basicamente na utilizacdo dos
derivados quinolinicos (cloroquina, mefloquina, amodiaquina), os antagonistas do folato
(sulfadoxina e pirimetamina) e os derivados da artemisinina, sendo a maioria originada da
pesquisa de plantas medicinais (TALISUNA et al., 2004; DONDOREP et al., 2010). Assim,
pode-se visualizar a contribuicdo variada de recursos naturais para o desenvolvimento de
farmacos antimalaricos eficazes, particularmente valiosas para o tratamento de parasitos
resistentes a cloroquina (GINSBURG & DEHARO, 2011). Esta propria € um derivado
sintético que teve como modelo estrutural a quinina, um antimaléarico de fonte natural usado
extensivamente por varios séculos.

O género Andira, familia Fabaceae, € muito promissor em atividades biologicas; tem
sido utilizado popularmente como febrifugo, vermifugo, inseticida e antimalarico (ALMEIDA
et al., 2008). Na Europa, profissionais de satde indicavam o consumo do p6 das cascas para
uso medicinal (SILVA et al., 2008). Quimicamente, o género € rico em derivados fenolicos,
especialmente flavonoides como as isoflavonas, sendo estas ativas contra P. falciparum in
vitro (KRAFT et al, 2000, 2001; GARCEZ et al., 2010; SILVA et al., 2006, 2008).
Encontram-se registros na literatura de estudos que demonstram a atividade antimalarica in
vitro de espécies deste género (KRAFT et al., 2000; 2001).

A malaria humana é uma patologia que representa um desafio para a satde publica em
muitos paises do mundo, caracteriza-se como uma doenca causada pela infeccdo por

Plasmodium, o qual é transmitido por mosquitos do género Anopheles. Os sintomas tipicos



incluem ataques febris que sdo induzidos pela lise de hemadcias. Portanto, a anemia é
pronunciada apos a infeccdo pelo Plasmodium (WHITE et al., 2004). A incidéncia mundial
anual, baseada em estimativas de diversos 6rgdos, € pouco precisa. No ano de 2010, 219
milhGes de pessoas foram acometidas de malaria e 660 mil morreram. Dentre 0s paises mais
afetados, podem-se destacar os africanos, situados ao sul do deserto do Saara, os do Sudeste
Asidtico e os da América Latina, particularmente os situados na regido da Bacia Amazoénica
(WHO, 2012; OPAS 2001).

As principais causas do agravamento da situacdo mundial da malaria sdo: instabilidade
térmica, os problemas com o tratamento devido aos deslocamentos de grande nimero de
pessoas causados por guerra e conflitos civis, a AIDS, a baixa adesdo ao tratamento e o
surgimento de resisténcia aos medicamentos em uso, sendo este o principal fator (TOLER,
2005; HAY, 2004).

A luta contra a maléaria foi identificada pelo United Nations in the Millennium
Development Goals, uma organizagdo mundial que trabalha para erradicar a pobreza extrema,
como um dos seus objetivos e permanece como uma das prioridades da Organizacdo Mundial
de Saude. Dessa forma, a quimioterapia tem um papel central para a efetiva reducdo da
mortalidade relacionada a malaria, até uma vacina ser aprovada (ZOFOU et al., 2011).

Atualmente, ja existem cepas resistentes a praticamente todos os antimaléricos, fato
este justificado pelo uso indiscriminado destes farmacos (GOLENSER et al., 2006). Um
parasito é considerado resistente caso seja capaz de reproduzir assexuadamente na fase
sanguinea, apesar da terapéutica empregada (BAIRD, 2009). Até mesmo para a artemisinina
ja existem cepas de P. falciparum resistentes, as quais foram isoladas de pacientes do
Camboja (WELLS, 2011; DONDORP et al., 2010). Assim o desenvolvimento de novas
drogas constitui o principal desafio dos dias atuais (ZOFOU et al., 2011).

No Brasil, a malaria ainda é um grave problema de saude publica e representa uma das
doencas parasitarias mais importantes da regido tropical. Na regido denominada Amazénia
Legal concentram-se 99% dos casos de maléria, permanecendo endémica e com
aproximadamente 300.000 casos confirmados anualmente (BRASIL, 2009). Em 2011 foram
267 045 mil casos causados majoritariamente por P. vivax (87%), mas existem infecc¢des por
P. falciparum (13%) (WHO, 2012).

A terapia da malaria visa atingir pontos chaves do ciclo evolutivo do parasito e
mostra-se complexa devido aos casos de resisténcia do P. falciparum, reacdes adversas

resultantes da toxicidade as células do hospedeiro, além da reinfeccéo dos pacientes residentes



nas areas endémicas, dessa forma novos agentes para o tratamento se fazem necessérios
(FATTORUSSO, TAGLIALATELA-SCAFATI, 2009).

A escolha da espécie Andira nitida para o desenvolvimento desta proposta, foi baseada
no fato dessa espécie ter uma caréncia de estudos quimico e biolégico, bem como por se tratar
de uma espécie nativa, de ocorréncia e facilidade de coleta na restinga, a qual estd sob
crescente pressdo antropica. Em virtude disso, surgiu o interesse de estuda-la, no intuito de
registrar o perfil quimico da espécie, contribuindo para o estabelecimento de marcadores
quimicos para 0 género Andira, o que € fundamental para o desenvolvimento do controle de
qualidade quimico. Bem como, avaliar o potencial bioldgico da espécie, em especial seu
potencial antimalarico, uma vez que hé registro em publicacGes cientificas do uso popular de
espécies do género Andira para o tratamento de febre, como vermifugo e antimalarico. Dessa
forma, visa-se encontrar uma possivel opcéo de novos alvos terapéuticos para o tratamento da

maléria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Género Andira

O género Andira compreende espécies vegetais pertencentes a familia Fabaceae,
popularmente conhecidos por angelins, totalizando mais de 30 espécies distribuidas na
América Tropical, com uma na Africa (MATOS, 1979; PENNINGTON & LIMA, 1995),
sendo a maioria nativa do Brasil que apresenta 27 espécies e 7 variedades. Deste total, o
maior numero de exemplares € encontrado na Regido Amazénica. Devido as propriedades
vermifugas, esse género € utilizado na Europa desde 1755, por médicos e farmacéuticos de
diversos paises que preconizavam a industrializacdo das cascas, transformando-as em pg, com
0 qual procuravam obter uma droga de aplicacdo anti-helmintica (MATQOS, 1979). Algumas
espécies que pertencem ao género Andira ainda sdo utilizadas popularmente como anti-
helminticas, apesar de seus efeitos toxicos. Silva e colaboradores (2008) demonstraram a
toxicidade de A. anthelmia no ensaio de atividade anti-hemintica onde foi verificado um alto
numero de cobaias mortas pelas altas doses dos extratos e fracdes testados.

Em 1973, Braz-Filho e colaboradores, em um trabalho de isolamento e determinagéo
estrutural de derivados flavonoidicos de espécies de Fabaceae da Amazdnia, isolaram e
identificaram, a partir do extrato em hexano da madeira do tronco de Andira parviflora
Ducke, biochanina A  (5,7-diidroxi-4"-metoxiisoflavona) e  (%)-5,7-diidroxi-4 -

metoxiisoflavanona, esta Ultima descrita pela primeira vez (Figura 1).
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OCHS OCH 4

Figura 1: Isoflavonas isoladas de Andira parviflora. Fonte: BRAZ-FILHO et al., 1973

A casca do caule e sementes de Andira inermis tém sido reportados na medicina
popular como vermifugo, purgativo e febrifugo. Em particular, tem sido atribuida ao p6 das
cascas a eficacia contra febre intermitente. O fracionamento biomonitorado de extratos
lipofilicos dos caules e folhas de A. inermis rendeu seis isoflavonas: biochanina A, calicosina,

formononetina, genisteina, pratenseina, e prunetina (Figura 2). O extrato lipofilico das folhas



e de galhos de A. inermis exibiram atividade in vitro contra P. falciparum com CEsp de 56
pg/mL e 108,7 pg/mL, respectivamente. Os extratos hidrofilicos mostraram-se inativos. A
atividade antiplasmodial das isoflavonas isoladas do caule foi avaliada para duas cepas de
plasmddio, poW (sensivel a cloroquina) e Dd2 (resistente a cloroquina). As mais ativas foram
a calicosina (CEsg 4,2 pg/mL para poW; 9,8 pg/mL para Dd2) e genisteina (CEsp 2,0 pg/mL
para poW; 4,1 ng/mL para Dd2) (KRAFT et al, 2000).

HO 0. R0 0.
m P! \%/L w2
0 @ OH O© Q
OCH, OR,

Biochanina AR; = CH;; R,= H; R; = H
Genisteina R;=H; R,=H;Ry;=H
Pratenseina R; =CHs;; R, = H; R3=H;
Prunetina Ri=H; R;=H;R3=CH;

Calicosina R; = OH
Formononetina R; = H

Figura 2: Isoflavonas isoladas de Andira inermis. Fonte: KRAFT et al., 2000

Kraft e colaboradores (2001) avaliaram a atividade antiplasmodial do extrato
hidrofilico das folhas de A. inermis, mas esse se mostrou inativo in vitro contra P. falciparum.
Apos particdes do referido extrato, a fragdo em cloroférmio foi ativa apresentando CEsp de
20,3ug/mL. Dessa fragdo foram isolados isoflavonas e 2-Arilbenzofuran-3-carbaldeidos,
sendo estes ativos, Andinermal A (CEsp 2,3 pg/mL contra poW e 3,9 pug/mL contra Dd2) e
Andirnermal C (5,9 pg/mL [poW], 6,3 pg/mL [Dd2]). Ainda, em 2002, Kraft e colaboradores
no trabalho de isolamento bioguiado dos constituintes de A inermis, isolaram a partir da
fracdo em cloroférmio das folhas trés novas substancias que ndo mostraram atividade contra
P. falciparum. Foram elas Andirol A e B e 6-hidroximetilpterocarpeno (andinermol),

juntamente com o andinernal A (Figura 3).



Andinermal A: R; = R; = OCHj3; R, = OH Andirol A: R = OCHg Andinermol
Andinermal C: R. = OCH.: R, = R. = OH Andirol B:R=H

Figura 3: Estruturas quimicas de Andinermal A, Andinermal C, Andirol A, Andirol B e Andinermol.
Fonte: KRAFT et al., 2001, 2002

Silva e colaboradores (2006) isolaram das raizes de Andira fraxinifolia diversos
derivados terpenoidicos e fendlicos, sendo eles: sitosterol (1) e estigmasterol (2), 3-O-B-D-
glicopiranosilsitosterol (1a), dois triterpenos, lupeol (3) e é&cido betulinico (4), duas
isoflavonas, biochanina A (5) e pratenseina (6), uma cromona, eucrifina (7) e dois 3-O-p-L-

ramnopiranosil-flavanondis (8 e 9) mostrados na Figura 4.

1: R=H, 22,23-diidro J:R=CHs

1a: 1 comR= Glu 4: R=CO7H
2:R=H, 2223
HO i
4 g
a'r OH Y
SUH (8] Of
7 8:R

Figura 4: Componentes quimicos isolados das raizes de Andira fraxinifolia. Fonte: SILVA et al., 2006

Ja em 2008, Silva e colaboradores demonstraram que o extrato metandlico e suas

fragbes, em acetato de etila e em butanol, obtidos das raizes de Andira anthelmia



apresentaram boa atividade anti-helmintica contra Aspiculuris tetraptera. Das substancias
isoladas, biochanina A 7-O-B-D-glucopiranosideo (1), biochanina A 7-O-a-L-ramnopiranosil-
(1—6)-pB-D-glucopiranosideo  (2) e biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—5)-p-D-
apiofuranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosideo  (3) mostram significativa atividade anti-
helmintica quando comparadas ao grupo controle, embora tenham sido menos ativas do que a

droga de referéncia, 0 mebendazol (Figura 5).
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Figura 5: Substancias com atividade anti-helmintica isoladas de A. anthelmia. Fonte: Adaptado de
Silva et al., 2008

Garcez e colaboradores (2010), trabalhando com extrato etandlico de raizes de Andira
humilis, conhecida popularmente como “angelim-rasteiro” e “angelim-do-campo”, isolaram
diversos derivados de isoflavonas e de flavondis (Figura 6). Da fracdo em hexano/cloroférmio
foram obtidas as seguintes isoflavonas: biochanina A (1), genisteina (6), pratenseina (7) e
diidrogenisteina (10). Da fracdo CH3CN/H,O foram isolados: biochanina A, biochanina A 7-
O-B-D-  glicopiranosideo  (2), biochanina A  7-O-B-D-xilopiranosil-(1—6)-B-D-
glicopiranosideo (3), biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosideo (4),
biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—5)-p-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosideo
(5), Canferol (8), Canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—6)-[p-D-xilopiranosil-(1—2)]-p-D-

galactopiranosideo (9).
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Figura 6: Estruturas quimicas dos flavonoides e isoflavonoides isolados das raizes de A. humilis. Fonte:
GARCEZ et al., 2010

Como a biochanina A foi a Unica isoflavona encontrada em todas as seis espécies de
Andira estudadas até 0 momento, independente da parte da planta estudada (COCKER et al.,
1962; BRAZ-FILHO et al., 1973; KRAFT et al., 2000; SILVA et al., 2006, 2008; ALMEIDA
et al., 2008), ela provavelmente pode ser considerada como o marcador quimiossistematico do
género (GARCEZ et al., 2010).

2.2. Andira nitida Mart. ex Benth.

Andira nitida é uma espécie ainda carente de estudos cientificos, sendo popularmente
conhecida por "angelim", pertencente a familia Fabaceae. Botanicamente a espécie é descrita
como sendo uma arvore com até 8m de altura, com ramos lisos quase glabros. Foliolos 5-9
medindo de 5-9,5 cm de comprimento por 2,5 - 5,2 em de largura, de base subcordada ou
arredondada, ovado-oblongos, acuminados, coriaceos, glabros ou glabérrimas, brilhantes;
nervura principal impressa na face superior e saliente na inferior, nervuras secundarias
delgadas e salientes nas duas faces. Estipelas diminutas. Paniculas pequenas, laxas. Flores
roxas com 9 mm de comprimento. Célice urceolado-campanulado, curto, escuro, glabro, as

vezes, com pelos esparsos. Corola quase 3 vezes o tamanho do calice e ovario glabro ou



esparso-piloso (MATTQOS, 1979). A casca morta é marrom escura, fosca, escamosa em placas
delgadas, com facilidade de destacamento. A casca viva é amarelada com suave odor
caracteristico (lembrando feijao verde) (Figura 7). O fruto do Angelim € uma drupa, apesar de
ser uma leguminosa (que, usualmente, tém os frutos do tipo legume ou vagem). Os frutos séo
muito apreciados pelos morcegos, que se encarregam da dispersao da espécie, e as sementes
tém germinacao facil (AGENCIA ESTADUAL DE MEIO AMBIENTE).

Por suas caracteristicas botanicas, Martins e Biondi (1990) sugeriram a introducdo da
espécie tanto para o uso em arborizacdo de ruas quanto para areas verdes, compatibilizando as
caracteristicas botanicas da espécie com as do local.

Geograficamente, distribui-se desde Espirito Santo a Bahia, Pernambuco e Ceara
(MATTOS, 1979). De acordo com Lewis (1987), sua regido de ocorréncia natural é

caracteristicamente de restinga e transicao de campo natural.

Inflorescéncia e ramo florido Aspecto da casca externa

Figura 7: Colegdo botanica de A. nitida. Fonte: AGENCIA ESTADUAL DE MEIO AMBIENTE

http://www.cprh.pe.gov.br/rbma/ctudo-arvores-mata-angelim.asp
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2.3. Maléaria

A malaria humana € uma enfermidade milenar, sendo uma das maiores prioridades da
Organizacdo Mundial de Satde (OMS). Nos paises tropicais (Africa, Asia e América) a
malaria ainda é causa comum de mortes, sendo endémica em cerca de 99 paises. Estima-se
que, em 2011, cerca de 219 milhdes de pessoas foram acometidas de malaria e 660 mil
morreram, sendo a Africa e a América Latina e Central os de maiores ocorréncias (WHO,
2012).

Em 2012, havia 99 paises e territorios com a transmissdo da malaria em curso e cinco
paises na prevencdo da fase de reintroducdo, perfazendo um total de 104 paises e territorios
em que a malaria é atualmente considerada endémica (Figura 8). Globalmente, cerca de 3,3
bilhGes de pessoas estavam em risco de contrair malaria em 2011, com as populacdes que

vivem na Africa-Subsaariana sob o maior risco de infeccdo (WHO, 2013).

t

N

Nio aplicavel ou livre Pré-eliminacio Prevencio da reintrodugio
- Em Coﬂ[role E o a (;50 D 0 150 3000 Khaesten

Figura 8: Classificacdo dos paises pelo estagio de eliminagdo da malaria, dezembro de 2012. Fonte: WHO, 2013

Essa patologia representa um grave problema, ndo sé em termos de sadde publica, mas
também em relacdo ao desenvolvimento cultural e socioeconémico das regides tropicais e
subtropicais do planeta. A maléria é a principal causa de mortalidade infantil na Africa, sendo
também responsavel por 10% dos casos de mortalidade geral da populacdo africana e
consumindo cerca de 40% das despesas com saude publica neste continente (VALE et al.,
2005).
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No Brasil, o controle da maléria ainda ndo é autossustentvel. O Programa Nacional
de Controle da Mal&ria vem concentrando esfor¢os para a participacdo e compartilhamento de
responsabilidades dos trés niveis federativos (Federal, Estadual e Municipal) no que se refere
ao planejamento, organizacdo e execucao das medidas de controle da malaria. O controle da
malaria depende basicamente do tratamento dos pacientes, o qual é dificultado pela presenca
de casos de malaria causados pelo Plasmodium falciparum multirresistente aos diversos
antimalaricos disponiveis (ROSENTHAL & MILLER, 2001; FIDOCK et al., 2004).

As principais manifestacdes clinicas da malaria podem incluir picos de febre elevada,
calafrios, prostragéo, cefaleia, mialgia e anemia. As infecgdes pelo P. falciparum néo tratadas,
no individuo ndo imune (como criancas, adultos jovens, gravidas, migrantes de area nédo
endémicas), podem evoluir para malaria grave, frequentemente letal. A malaria grave pode
levar a acidose metabolica, delirio, faléncia multipla dos 6rgdos, com acometimento do
sistema nervoso central como resultado de uma resposta inflamatdria e do bloqueio de
capilares com hemécias parasitadas, resultando em convulsdes e elevada mortalidade. Por isso
é denominada de tercd maligna (FIDOCK et al., 2004).

2.4. Ocorréncia da malaria

Nas Américas, as zonas de maior transmissdo/infeccdo sdo trés: uma ao norte do
planalto mexicano, tendo como principais vetores os mosquitos Anopheles quadrimaculatus e
Anopheles pseudopunctipennis; outra abrangendo toda a América Central e Antilhas até a
costa norte da Colémbia e Venezuela, tendo como principal vetor Anopheles albimanus e por
ultimo grande parte do Continente Sul-Americano, tendo como principal transmissor o
Anopheles darlingi (REY, 2001).

O Brasil, na América, é o pais com o maior numero de casos, compreendendo cerca de
50% do total registrado. O territorio brasileiro € dividido em duas regides com relacdo a
malaria: a area endémica é a chamada Amaz6nia Legal, que inclui os estados do Acre,
Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins, e regido
ndo endémica, formada pelos demais estados (Figura 9). Um aumento no ndmero de casos
comecgou na década de 1980, atingindo um pico de 540.047 casos em 1999, apds uma
diminuigcdo gradual para 379.500 casos notificados em 2002. Em 2002, aproximadamente
40% do numero total de casos de malaria nas Américas foram registrados no Brasil, quase
todos (99,5%) na regido endémica, sendo que o estado do Para apresentava, na época, 0 maior
nimero de casos (149.088). Entretanto, no periodo de 2002-2006, 0 nimero de casos

diminuiu no estado do Para e aumentou significativamente no estado do Amazonas, atingindo
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223.892 casos em 2005 (BRASIL, 2007). A intensa migracdo para as areas de agricultura e de
mineracdo na Amazonia Legal, associado com inapropriadas condic¢des de vida e dos servicos
de saude, sdo fatores limitantes para a cobertura de intervencGes eficazes no controle da
doenca, também relacionada com a falta de recursos (humanos e outros) e deficiéncias técnica
e gerencial local (CHAVES & RODRIGUES, 2000). Os casos de maléria aumentaram
novamente durante o periodo de 2003-2005, com um total de 603.532 casos em 2005
(BRASIL, 2007). Porém, os numeros de notificacdes voltaram a cair nos anos de 2007 e de
2008 com registros de 457.466 e 314.420 casos, respectivamente (BRASIL, 2009).

Incidéncia Parasitdria Anual (IPA)

B Altosizco (IPA>=30)
Madio rizco (IPA 10-49)

B EBainorizco(IPA01-9)
PA=0

[0 Arez ndo endimicz

Figura 9: Mapa do Risco de Transmissdo pela Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) da Maléria no Brasil.

Fonte: FIOCRUZ, 2013. (http://www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?infoid=1278&sid=9)

Na regido da Amazonia Legal foram identificados 90 municipios com um indice
Parasitario Anual (IPA) igual ou maior do que 50 casos por 1000 habitantes (BRASIL, 2009).
Alguns fatores parecem favorecer a transmissdo da maléria na Regido da Bacia
Amazonica e que também dificultam a aplicacdo das medidas tradicionais de controle. Entre
0s primeiros estdo os fatores bioldgicos, como a presenca de altas densidades de mosquitos

vetores, a presenca de populacdo migrante sem imunidade adquirida naturalmente contra a
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doenca e a prevaléncia de cepas de Plasmodium falciparum resistentes a medicamentos
antimaléricos de uso seguro em campo. Também se destacam os fatores geograficos, como a
baixa altitude predominante, as altas temperaturas, a elevada umidade relativa do ar, os altos
indices pluviométricos e a cobertura vegetal do tipo florestal, favoraveis a proliferacdo de
vetores; além dos ecoldgicos como desmatamentos, afastando animais nos quais 0s mosquitos
se alimentavam, alternativamente a alimentacdo em seres humanos e a construgdo de
hidroelétricas e de sistemas de irrigacdo, aumentando o numero de criadouros de mosquitos
(POVOA et al., 2000).

A regido amazbnica é bem distinta do restante do pais; a sua ocupacdo forcada,
principalmente pelo garimpo, introduziu fatores de controle dificil pelo transito intenso de
individuos dentro da regido e fora dela; surgiram casos de resisténcia tanto ao DDT por parte
de anofelinos como para a cloroquina por parte dos plasmodios. Essa conjugacdo de fatores
levou a novo aumento da incidéncia da doenca no pais que chegou a um ponto extremo em
1999, com grande aumento do nimero de casos. Surge entdo o Plano de Intensificacdo das
Acdes de Controle da Maléria na Regido Amazonica (PIACM). Este Plano vigorou entre
julho de 2000 e dezembro de 2002. No final de 2001 houve reducdo em 40% dos casos
quando comparados a 1999, diminuicdo em 70% no numero de internacBes e,
consequentemente, reducdo de 36,5% no nimero de ébitos por maléaria. A acdo foi mais eficaz
no Amazonas e Acre, e com menor impacto em Ronddnia e Amapa (LOTUFO, 2008).

No ano de 2011, foram registrados no Brasil mais de 267.045 casos de maléria, sendo
a espécie Plasmodium vivax de maior incidéncia (WHO, 2012). O periodo compreendido
entre 2005 a 2011 mostra uma diminuicdo acentuada dos casos de malaria na Amazonia
Legal, apesar disso a incidéncia da doenga ainda é expressiva com cerca de 20 mil casos ao

més no ultimo ano (Figura 10).
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Figura 10: Registro mensal de casos de malaria. Amazoénia Legal 2005 a 2011. Fonte: Fonte: BRASIL,

2011.

No ano de 2010 os maiores numeros de casos foram encontrados no Para, seguido por

Amazonas e Roraima. Em 2011 houve uma queda significativa, mas a situa¢do na regido

ainda é alarmante. Outros estados que compdem a regido possuem menor incidéncia como
Mato Grosso, Maranhéo e Tocantins (Tabela 1) (BRASIL, 2011).




Tabela 1: Dados epidemiolégicos de malaria, por estado. Amazonia Legal, janeiro a dezembro de 2010 e 2011.
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UF Total de casos % de % por Casos de % de % Falciparum %
variagao UF falciparum .(f.v) | variagdo Internacéo variagao
de casos | 2011 de de

falcip. internacéo
2010 2011 2010 2011 2010 2011 | 2010 2011
AM 74.135 59.279 -20,0 225 9.526 | 4.799 | -49,6 12,8 8,1 523 535 2,3
PA 135.246 | 113.461 | -16,1 43,1 23.745 | 16.82 | -29,2 17,6 14,8 1.794 | 2.012 | 12,2
2
RO 43.576 30.371 -30,3 115 4688 | 2.177 | -53,6 10,8 7,2 905 660 -27,1
Estrato 1 252.957 | 203.111 | -19,7 77,1 37.959 | 23.79 | -37,3 15,0 11,7 3.222 | 3.207 | -0,5
8
AC 36.905 22.584 -38,8 8,6 5.167 | 3.321 | -357 14,0 14,7 756 386 -48,9
AP 15.388 18.437 19,8 7,0 3229 | 4482 | 388 21,0 243 181 246 35,9
RR 21.806 13.982 -35,9 53 2.879 | 2.142 | -25.6 13,2 15,3 474 319 -32,7
Estrato 2 74.099 55.003 -25,8 20,9 11.275 | 9.945 | -11.8 15,2 18,1 1411 | 951 -32,6
MT 2.365 1.630 -31,1 0,6 524 379 -27.7 22,2 2333 174 123 -29,3
MA 3.904 3.503 -10,3 1,3 904 450 -50,2 23,2 12,8 189 87 -54,0
TO 104 76 -26,9 0,0 15 15 0,0 14,4 19,7 60 26 -56,7
Estrato 3 6.373 5.209 -18,3 2,0 1443 | 844 -41,5 22,6 16,2 423 236 -44,2
Amazbnia | 333.429 | 263.323 | -21,0 100 50.677 | 3458 | -31.8 15,2 13,1 5.058 | 4.394 | -13,1

AM: Amazonas, PA: Para, RO: Rondbnia, AC: Acre, AP: Amap4, RR: Roraima, MT: Mato Grosso, MA: Maranhéo, TO:

Tocantins. Fonte: BRASIL, 2011

2.5. Agentes Etioldgicos e Ciclo Bioldgico

A maléria é transmitida pela fémea do mosquito Anopheles ao hospedeiro humano.

Existe um total de 54 espécies de anofelinos pertencentes a cinco subgéneros de Anopheles

Meigen (Nyssorhynchus, Kerteszia, Stethomyia, Lophopodomyia, Anopheles) registrados no

Brasil. As espécies de anofelinos relatadas como vetoras no pais pertencem ao subgénero
Nyssorhynchus e Kerteszia (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA,1994).

A malaria humana é causada por cinco espécies de parasitos: Plasmodium falciparum,

Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. Recentemente, P. knowlesi,
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uma espécie encontrada naturalmente no macaco de cauda longa (Macaca fascicularis) e no
macaco cauda de porco (Macaca nemestrina), foi comprovada como capaz de causar infecgéo
em seres humanos. A infeccdo por P. knowlesi é predominante no Sudeste Asiatico. Casos
importados foram relatados em paises da Europa, devido ao ecoturismo para a regido africana
(LEE et al., 2013).

Das trés espécies que ocorrem no Brasil, 0 Plasmodium falciparum é o mais letal e o
P. vivax 0 mais comum atualmente (ambos causam a chamada febre tercd); o P. malariae, de
baixa prevaléncia, causa a febre quarta. Ja o P. ovale ocorre apenas na Africa.

O ciclo do parasito se desenvolve em dois hospedeiros, no homem e no mosquito
Anopheles (Figura 11). No homem, o ciclo bioldgico inicia-se com a picada do mosquito
infectado na pele humana, injetando os esporozoitos do parasito na corrente sanguinea. Os
esporozoitos do Plasmodium invadem os hepatécitos e ali se multiplicam por divisdo
assexuada, resultando na producdo de milhares de merozoitos (ciclo pré-eritrocitico). Estas
células sdo rompidas e 0 parasito cai na corrente sanguinea, parasitando subsequentemente 0s
eritrocitos (ciclo eritrocitico). Dentro dos eritrocitos, inicia-se uma nova fase de reproducéo
assexuada, em ciclos de 36, 48 ou 72 horas. O parasito se desenvolve nas formas de
trofozoitos e esquizontes para, huma fase seguinte, cada esquizonte se dividir em merozoitos
eritrociticos, que sdo liberados na corrente sanguinea com a lise das hemacias. A destruicdo
ciclica dos eritrocitos e liberagdo do pigmento malarico (hemozoina) conduzem aos ataques
febris (VALE et al., 2005.; SILVA et al., 2005).

Em um processo induzido pelo estresse, uma pequena parte dos merozoitos sanguineos
sofre diferenciacdo em gametdcitos feminino (macrogametécito) e  masculino
(microgametdcito), que sdo transmitidos ao mosquito quando este pica um individuo
infectado. No interior do intestino do mosquito, os gametocitos femininos amadurecem em
macrogametas e 0s masculinos se dividem em 4 a 8 microgametas flagelados, dando-se inicio
a reproducéo sexuada do parasito. Estes gametas femininos e masculinos fundem-se e formam
zigotos, os quais se transformam em oocinetos moveis e estes penetram a parede no intestino
médio do inseto, localizando-se na camada epitelial sob a forma de oocistos. A divisdo
assexuada dentro destes oocistos produz milhares de esporozoitas que serdo liberados quando
ocorre a ruptura do oocisto, migrando para as glandulas salivares do mosquito. Dessa forma,
pode-se iniciar um novo ciclo de transmissédo ao hospedeiro humano (VALE, 2005; DAILY,
2006; KATSURAGAWA et al., 2008; NEVES, 2011).
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Figura 11: Ciclo bioldgico do Plasmodium sp. Fonte: Adaptado de CDC, 2006.

Nos casos de infeccdo por P. falciparum, apds a invasdo dos eritrécitos, ndo restam

formas hepaticas do parasito. No caso do P. vivax e do P. ovale, algumas formas quiescentes

ficam alojadas no figado, denominadas de hipnozoitas. Estas formas podem meses mais tarde,

ativar-se, multiplicar-se e dar origem a novo ciclo de infeccdo eritrocitica, que é conhecida
como recaida tardia (KATSURAGAWA et al, 2008).

Durante a fase eritrocitica, o parasito utiliza a hemoglobina do hospedeiro como fonte

de aminoacidos, destruindo aproximadamente 75 - 80% da hemoglobina dos eritrdcitos. Os

parasitos necessitam de nutrientes externos e por terem capacidade limitada de sintetizar

aminoacidos e fontes destes, suprem suas necessidades metabolicas pela digestdo da
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hemoglobina da célula hospedeira. O processo origina aminodcidos livres indispensaveis a
sua sobrevivéncia (OLLIARO & YUTHAVONG, 1999).

2.6. Terapia da malaria

A escolha do tratamento para os pacientes com maléria deve levar em conta alguns
fatores como: o grau da infeccdo, gestantes, a idade, a espécie de plasmédio e a gravidade do
caso. Os antimalaricos distribuidos atualmente pelo Ministério da Salde para uso rotineiro
sdo: Quinina 500 mg do sal, Cloroquina 150 mg, Artemeter 20 mg + Lumefantrina 120 mg,
Artesunato 25 mg + Meflogquina 50 mg (infantil), Artesunato 100 mg + Mefloquina 200 mg
(adulto), Clindamicina 300 mg, Doxiciclina 100 mg do sal, Primaquina 5 mg (infantil) e 15
mg (adulto) (BRASIL, 2010).

A grande complexidade do ciclo de vida do parasito explica, em parte, as enormes
dificuldades para o estabelecimento de uma terapia antimalérica eficaz e segura. O
desenvolvimento de um farmaco antimalarico ideal pressupde a existéncia de uma atividade
antiparasitaria 6tima, com atuacdo do medicamento nos estagios hepaticos e sanguineos, com
um minimo de efeitos adversos para o hospedeiro. O custo também é um fator importante a
ser considerado. A tendéncia atual € o uso da terapia combinada, ou seja, a combinacdo de
substancias que atuem em diferentes estagios do ciclo biolégico do parasito (FATTORUSSO
& TAGLIALATELA-SCAFATI, 2009).

Os alvos dos farmacos antimalaricos sdo formas evolutivas especificas do ciclo de

vida do parasito. De acordo com esses alvos os farmacos séo classificados em:

o Esquizonticidas teciduais: Aqueles que atuam sobre o ciclo esquizogdnico
hepético, destruindo os parasitos durante o ciclo pré-eritrocitico, interrompendo a fase
sanguinea e, portanto, as manifestacGes clinicas da doenca. Séo aplicados na fase pré-patente
da infeccdo natural pelo P.vivax. Impedem as recaidas e sdo chamados antirrecidivas.

o Esquizonticidas sanguineos: Exercem agdo sobre os parasitos durante o ciclo
esquizogonico eritrocitico, promovendo a cura clinica da doenca.

o Gametocitocidas: Sua acdo se da pela destruicdo dos macro e microgametécitos
na circulagéo sanguinea, evitando a infec¢do do mosquito.

o Acdo esporonticida: Drogas que atuam sobre os gametocitos sem destrui-los,

mas impedindo que possam evoluir a esporozoitos no estbmago do mosquito.
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A terapia da maléria visa atingir pontos chaves do ciclo evolutivo do parasito (Figura
12). As proteinases vacuolares do plasmédio podem ser validadas como alvos terapéuticos,
para o desenvolvimento de novos prototipos de farmacos antimalaricos. A polimerizacéo do
heme é um importante alvo de agdo de farmacos antimalaricos tradicionais, como a
cloroquina e quinina, uma vez que o produto heme resultante do metabolismo da hemoglobina
quando ndo detoxificado pode resultar em danos as membranas e enzimas bioldgicas dos
parasitos dentro dos eritrocitos (FATTORUSSO & TAGLIALATELA-SCAFATI, 2009).
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Farmacos Farmacos Novos Alvos
* Antifolatos * Quinolinas interagem com * Proteases Plasmepsina
heme / hemozoina aspartica
Novos Alvos o § ) - 3 .
*Glicolise (p.e., lactato ~— * Peroxidos oxidoredutivamente Protease Falcipaina
desidrogenase) . / gera radicais livres cisteina
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Figura 12: Sitios de agdo dos fArmacos antimalaricos e novos alvos no parasito. Fonte: Adaptado de
RIDLEY, 2002.

Entre as varias rotas possiveis, 0 sequestro do heme via biocristalizacdo em
hemozoina, parece ser o mais importante mecanismo de detoxificacdo do heme pelo parasito.
A hemoglobina é importada para dentro do vacuolo digestivo (Figura 13), um compartimento
acidico, onde é metabolizada por enzimas proteoliticas (plasmepsinas - proteases asparticas),
falcipaina (protease de cisteina) e peptidases (p.e., metalopeptidase) em peptideos que,
posteriormente, séo reduzidos a aminoacidos. Isto resulta na liberacéo de grandes quantidades
de heme-Fe (II), ferriprotoporfirina IX, que é rapidamente oxidado a Fe (lll)-hematina. O
residuo livre do heme, devido ao seu alto potencial oxidativo, é altamente toxico. Assim, para
sua protecdo, o parasito promove sua polimerizacdo, resultando em um derivado inerte,

insoldvel e ndo toxico a ele, o chamado pigmento maldrico ou hemozoina (uma rede
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estruturada de dimeros de heme agregados). Esse processo parece essencial para a
sobrevivéncia do parasito, em contraste com outras vias metabolicas, pois este parece ter
dificuldade em utilizar processos alternativos para metabolizar a hemoglobina e fazer a
detoxificacdo do grupo heme (RIDLEY, 2002).

Hemoglobina

l Plasmepsina l e 11

Liberagdo do <«——— Fragmentos grandes

Heme
Falcipaina
. . ~ v
Polimerizagéo
Fragmentos pequenos
Metaloproteases
v
v
Hemozoina Peptideos pequenos » Aminoacidos
Transporte para
o citosol

Figura 13: Via catabdlica de degradacéo da hemoglobina dentro do vacuolo digestivo de P. falciparum.
Fonte: Adaptado de ZIGLER et al., 2001

Durante o processo de degradacdo da hemoglobina, todo o heme é liberado para o
vacuolo digestivo para ser polimerizado a hemozoina (pigmento malarico). O ferro é oxidado
do estado Fe (II) a Fe (IlIl) formando hematina por um mecanismo que ainda ndo foi
totalmente elucidado, mas presume-se que O, atue como o oxidante. Neste processo, acredita-
se que grandes quantidades de anion superoxido (O sdo gerados e, como o pH do vacuolo é
acido, acontece a formacdo de O, e H,0,, espontaneamente, deixando o parasito com o
problema de eliminacdo do H,0O,. Foi ainda sugerido que a atividade da catalase elimina
H,0O,, formando H,O e O, (ATAMMA & GINSBURG, 1993). O parasito elimina o heme,
pelo menos em parte, produzindo uma substancia altamente insolivel conhecida como
hemozoina/B-hematina que é quimicamente e estruturalmente idéntica ao produto sintético
ferriprotoporfirina IX (Fe (111) PPIX) (GARAVITO et al., 2002). As estruturas quimicas do

grupo heme, hematina ¢ B-hematina estéo dispostas na Figura 14.
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Figura 14: Estrutura quimica de (a) grupo heme, (b) hematina e (c) p-hematina. Fonte: GARAVITO et
al., 2002.

Nos ultimos anos muitos esfor¢os tém sido feitos e grandes avancos alcancados na
descoberta do mecanismo de formacdo da hemozoina. A observagdo de que a formacao de

hemozoina no P. falciparum ocorre dentro de corpos lipidicos (Figura 15) revolucionou o
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ponto de vista da sua biossintese, mudando a ideia sobre o processo a partir de uma solugédo
aquosa para um ambiente ndo-aquoso (EGAN, 2008).

peptideos yacuolo
digestivo

“corpo” lipidico

Figura 15: Proposta de formacdo do cristal de hemozoina, feita por Egan 2008. a) Pf: Plasmodium
falciparum, VT: vesicula transportadora, Hb: hemoglobina. b) hemoglobina é transportada para dentro do
vacuolo digestivo (VD), sendo (c) metabolizada a peptideos que serdo exportados (d) do VD, metabolizados a
aminoacidos que serdo utilizados pelo parasito. O heme (Fe(Il)PPIX) liberado pela Hb (e) é oxidado (f) a
Fe(II)PPIX e anion superoxido (Oy). O (Fe(II)PPIX) forma um dimero (g) que é ‘incorporado’ (h) em um

‘corpo’ lipidico, onde finalmente forma-se (I) o cristal de hemozoina.

A sobrevivéncia do plasmaddio esta diretamente relacionada a producdo de energia
através da glicdlise, mas ndo ocorre incorporacao do piruvato no ciclo de Krebs e, portanto, o
produto final é o lactato. Assim, a enzima lactato desidrogenase (LDH) catalisa a reducdo do
piruvato a lactato, permitindo a producdo de energia necessaria ao crescimento do parasito,
com liberacdo de grandes quantidades de lactato, que pode contribuir para a acidose lactica
observada em casos de malaria severa. Desta forma, a LDH representa um importante alvo
terapéutico. O parasito depende das purinas do hospedeiro, para a sintese do acido nucléico e
para a producéo de energia, podendo esta via ser explorada para o ataque quimioterapéutico.
Quatro enzimas desta via biossintética sdo alvos antimalaricos tradicionais: a dihidropteroato
sintase (DHPS), a 2-amino-4-pirofosfoquinase (PPPK), a hidroxi-6-metil-dihidropteridina
(DHFR) e a timidilato sintase (TS). (OLLIARO & YUTHAVONG, 1999).
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O transporte de elétron mitocondrial € fundamental para a sobrevivéncia do parasito,
sendo um alvo potencial na quimioterapia da malaria. Enzimas mitocondriais ligadas a cadeia
de transporte de elétrons, como a dihidro-orotato desidrogenase (DHODase), pode ser um
alvo da inibicdo de determinados farmacos antimalaricos (CUNICO et al., 2008.). Ainda, 0s
parasitos intraeritrocitarios acarretam profundas alteraces na membrana dos eritrcitos
infectados, permitindo aumento na permeabilidade dos nutrientes provenientes do ambiente
extracelular, dentre outros processos. Teoricamente, € possivel usar tal sistema de transporte
para facilitar a entrada seletiva de antimalaricos nos eritrocitos infectados ou impedir que
nutrientes-chaves sejam interiorizados (OLLIARO & YUTHAVONG, 1999).

A maioria dos antimalaricos ndo apresenta efeito sobre a fase hepatica do parasito, no
entanto, como esta fase é necessaria para estabelecer a infeccdo e inicialmente gera uma carga
baixa de parasitos, pode servir como um excelente alvo em potencial. Apenas a primaquina
esta disponivel para a eliminacdo de hipnozoitas. H4& um maior numero de farmacos que
eliminam as formas assexuadas na fase eritrocitéaria, que tém como alvo o metabolismo do
parasito e a desintoxicacdo do heme (cloroquina, amodiaquina, quinina, mefloquina,
halofantrina, e lumefantrina), antifolatos (sulfadoxina-pirimetamina e dapsona), e as
mitocondrias (atovaquona). A ATPase-Ca”" do reticulo sarco / endoplasmético (SERCA) é
cogitada como um possivel alvo dos derivados da artemisinina (ECKSTEIN-LUDWIG et al.,
2003).

A quinina é um alcaloide, que foi isolado pela primeira vez da casca da arvore tropical
Cinchona ledgeriana em 1820, e serviu como precursor dos derivados 4- e 8-
aminoquinolinicos e dos &lcoois quinolinicos. E rapida e quase completamente absorvida a
partir do trato gastrointestinal e o pico de concentracdo plasmatica ocorre entre 1-3 horas ap6s
a administracdo oral do sulfato ou bissulfato, podendo ser administrado por via intravenosa
(IV) ou intramuscular (IM) (FRANCA et al., 2008).

Dos derivados 4-aminoquinolinicos, a cloroquina (7-cloro-4(4-dietilamino-1-
metilbutilamino)-quinolina) & um quimioterdpico indispensavel por ser um potente
esquizonticida sanguineo, gametocitocida (contra P. vivax), aléem de possuir acdo antipirética
e antiinflamatdria. No entanto, ndo é ativa contra esporozoitos ou hipnozoitos (O'NEILL et
al., 1998; SULLIVAN et al., 2002). A cloroquina é quase completamente absorvida quando
tomada por via oral, além de ser um medicamento barato, bem tolerado, estando disponivel
IM e IV. E uma base fraca anfifilica que atua ao acumular-se no vactolo alimentar do

parasito. O parasito atua polimerizando os metabdlitos toxicos da protedlise da hemoglobina e
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a cloroquina interfere com este processo, impede a formagdo de hemozoina, resultando na
morte do plasmodio (HOPPE et al., 2004).

Na Figura 16 estdo representados os principais alcodis quinolinicos e os principais
derivados 4-aminoquinolinicos.
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Figura 16: Estruturas dos alcoois quinolinicos: Quinina (A) e Mefloguina (C), e das 4-aminoquinolinas:
Cloroquina (B), Amodiaquina (D), Hidroxi-cloroquina (E). Fonte: FRANCA et al., 2008.

As 8-aminoquinolinas representam os classicos agentes esquizonticidas teciduais, em
contraposicdo com 0s esquizonticidas sanguineos, sendo a primaquina (Figura 17) o membro
mais importante da familia, por sua potente atividade contra as formas teciduais primarias e
secundarias do plasmdédio. Modificagdes moleculares da primaquina conduziram a novas
estruturas derivadas das 8-aminoquinolinas que apresentam atividade esquizonticida

sanguinea, abrindo novos horizontes para a quimioterapia da malaria (VANGAPANDU et. al,
2003).
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Figura 17: Estrutura quimica da Primaquina. Fonte: FRANCA et al., 2008.

A primaquina é um antimaldrico 8-aminoquinolina com um mecanismo de ag&o
desconhecido, mas é o principal medicamento disponivel eficaz contra os gametdcitos do P.
falciparum, além disso, elimina os hipnozoitos de P. vivax e P. ovale (FRANCA et al., 2008).

Os chamados antifolatos sdo antibidticos classicos, como a biguanidas e sulfonamidas,
que exercem sua acdo antibidtica por inibicdo da biossintese do folato, um fator de
crescimento essencial para o parasito. A biossintese do folato pode ser comprometida por
inibicdo das enzimas diidropteroato sintetase (DHPS) e a diidrofolato redutase (DHFR). O
metabolismo do folato € critico para a viabilidade do Plasmodium, no entanto, devido a
resisténcia generalizada dos parasitos frente aos antibidticos inibidores desta via, esses
derivados sdo utilizados em terapias combinadas, como a combinagdo de pirimetamina e
sulfadoxina (Figura 18) largamente empregada (RIDLEY, 2002). A inibicdo da via do folato
reduz a sintese de pirimidina com efeitos subsequentes sobre 0 DNA, serina e producdo de
metionina. Esses farmacos sdo bem tolerados, de baixo custo e estdo disponiveis apenas por
via oral (VO). O longo tempo de meia-vida desses farmacos oferece protecdo contra novas
infeccdes durante um periodo prolongado. A combinagdo com amodiaquina tem sido utilizada
ao invés de amodiaquina-artesunato para evitar novas infecces em Uganda, uma regido
altamente endémica (YEKA et al., 2005).
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Figura 18: Estruturas quimicas da Sulfadoxina (1) e Pirimetamina (2).
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A atovaquona é um derivado hidroxinaftoquinona cuja atividade antiplasmédica esta
relacionada com a inibicdo seletiva da cadeia respiratdria mitocondrial do parasito no
complexo citocromo bcl imitando o substrato natural, a ubiquinona, afetando, desta forma, a
biossintese de pirimidina (SRIVASTAVA et al., 1999). Esse farmaco € frequentemente usado
em combinagdo com o proguanil (Figura 19), um derivado biguanidico inibidor da DHFR
(VALE, 2005). A combinacdo atovaquona-proguanil é empregada para o tratamento e
prevencdo de P. falciparum resistente a cloroquina e é disponivel somente VO. A
biodisponibilidade oral € aumentada quando tomado com alimentos gordurosos. A utilizacéo
de monoterapia de atovaquona resultou em uma alta taxa de insucesso devido ao rapido
desenvolvimento de resisténcia (LOOAREESUWAN et al., 1998).
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Figura 19: Estruturas quimicas da Atovaquona (1) e Proguanil (2).

Os derivados da artemisinina séo parte do arsenal de terapia combinada por causa da
baixa prevaléncia da resisténcia e seus efeitos gametocidas (BRASIL, 2010). Artemisinina foi
isolado a partir da Artemisia annua e € uma lactona sesquiterpénica. Devido a baixa
solubilidade em &gua e em 6leo deve ser administrado apenas VO. Os derivados artesunato e
artemeter sdo administrados por injecdo 1V e IM, repectivamente. Artemisinina e artesunato
também estdo disponiveis como supositorios, proporcionando uma importante opc¢ao
terapéutica, sobretudo nas zonas rurais onde as agulhas estéreis para injecdo IM / IV ndo estdo
facilmente disponiveis. Todos estes farmacos compartilham o mesmo metabdlito ativo,
diidroartemisina. Os compostos da artemisinina mostram semelhancas estruturais com a
tapsigargina, um inibidor do SERCA (FRANCA, 2008; DAILY, 2006). Na Figura 20 séo

encontradas as estruturas quimicas da artemisinina e seus derivados.
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Figura 20: Estruturas quimicas da artemisinina e seus derivados. Fonte: FRANCA et al., 2008

A A. annua é atualmente cultivada em varios continentes com a finalidade de
producdo de artemisinina e seus derivados, que representam a primeira linha de escolha no
controle da doenca e base da terapia combinada para os casos de cepas do P. falciparum
cloroquina-resistente. (TAUIL, 2006). O mecanismo de acdo dos antimalaricos quinolinicos,
bem como artemisinina, parece estar relacionado com a intera¢do dos mesmos com o heme.

Assim, a terapia e profilaxia da malaria sdo muitas vezes limitadas por fatores como a
resisténcia dos agentes etioldgicos aos medicamentos, baixa eficicia dos farmacos, questdes
de seguranca, da baixa adesdo e de alto custo, especialmente nos paises mais pobres. Na
quimioprofilaxia os mais utilizados sdo a pirimetamina, o proguanil e a atovaquona. O
medicamento de escolha atual para a profilaxia € uma combinacdo de dose fixa atovaguona-
proguanil (Malarone; GlaxoSmithKline), apesar de que é relativamente caro em comparagdo
com outros antimaléricos (KAR & KAR, 2010). O uso dessa opcao terapéutica deve ser
reservada para situacdes especificas, na qual o risco de contrair malaria grave por P.
falciparum for maior do que o risco de eventos adversos graves relacionados ao uso das
drogas quimioprofilaticas (BRASIL, 2010).

No Brasil, onde a maléaria tem baixa incidéncia e h4 predominio de infec¢do por P.
vivax, observa-se baixa eficacia dos farmacos utilizados para a quimiprofilaxia. Assim, pela
ampla distribuicdo da rede de diagnostico e tratamento para malaria, ndo se indica a
quimioprofilaxia para viajantes em territorio nacional (BRASIL, 2010).

O uso de medicamentos combinados, de preferéncia aqueles com diferentes
mecanismos de acdo, pode reduzir o risco de desenvolvimento de resisténcia em rela¢do ao
conjunto (KAR & KAR, 2010). As combinagdes devem apresentar vantagens importantes
sobre monoterapias. Em primeiro lugar, elas devem proporcionar uma melhor eficécia, ou

seja, as combinacdes adequadamente escolhidas devem ser, pelo menos, aditivo em poténcia e
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resultar em uma atividade sinérgica. Segundo, as combinagfes de medicamentos aumentam a
probabilidade de que, na definicdo de resisténcia a drogas, pelo menos um agente ir& ser
clinicamente ativo. Terceiro, e provavelmente o mais importante, combinacGes de
medicamentos devem reduzir a selecdo de resisténcia as drogas antimalaricas. Assim, uma
combinacdo ideal seria aquela em que incorporaria dois agentes, novos (de modo que os
parasitos resistentes a um ou outro agente ndo esteja ja em circulagdo), proporcionar uma
potente eficacia e, de preferéncia, terem perfis farmacocinéticos semelhantes (para limitar a
exposicao dos agentes individuais a pressdes de resisténcia). Infelizmente, estes sdo requisitos
desafiadores que ndo sdo atendidos por qualquer combinagdo disponivel no momento
(FIDOCK et al., 2004).

Dados das ultimas trés décadas revelam que cerca de 1.700 novos farmacos foram
registrados e, entre eles, somente quinze foram destinados as doencas tropicais e, dentre esses,
4 a 5 contra malaria. Esse panorama ilustra dramaticamente a inquestionavel evidéncia de que
os esforcos das companhias farmacéuticas, obviamente, ndo sdo proporcionais a mortalidade
de certas patologias, mas sim a um mercado mais rentdvel (FATTORUSSO &
TAGLIALATELA-SCAFATI, 2009).

2.7. Estresse oxidativo: relacdo com a malaria

A vida aerobia é fundamentada em reacbes de oxidacdo, sendo originados dela
inimeros compostos conhecidos como radicais livres que sdo produzidos naturalmente ou por
disfuncGes bioldgicas. Essas espécies quimicas caracterizadas por elétrons ndo emparelhados
no atomo de oxigénio sdo denominadas espécies reativas de oxigénio (ERO), ou espécies
reativas de nitrogénio (ERN) no caso do nitrogénio (VISIOLI et al. 2000, FINKEL &
HOLBROOK, 2000; PIETTA, 2000). A producdo exagerada dessas espécies acarreta danos
celulares como peroxidacdo de lipideos, reacdes indesejaveis com proteinas e enzimas,
agressdes ao DNA, sendo esta combinacdo de fatores determinantes no aparecimento de
diversas patologias como: artrite, cancer, doencas cardiovasculares, catarata, disfuncbes
cognitivas, dentre outras.

As principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO"),
superdxido (O;7), peroxila (ROO") e alcoxila (RO); e os ndo-radicalares: oxigénio singleto,
peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO),
oxido nitroso (N203), &cido nitroso (HNO,), nitritos (NO; ), nitratos (NO3’) e peroxinitritos
(ONOO ') (BLOKHINA et al., 2003, BARREIROS et al., 2006). A reacdo com as
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biomoléculas € por abstracdo de hidrogénio e por adi¢do a insaturacdes, 0 que ocasiona danos
ao RNA, DNA, proteinas, lipideos, membranas do nucleo e mitocondria (BARREIROS et al.
2006).

O radical hidroxila (HO®) é formado no organismo principalmente por dois
mecanismos: reacdo de H,O, com metais de transicdo e homdlise da &gua por exposicdo a
radiacdo ionizante e é, dentre os radicais livres, 0 mais agressivo ao organismo, pois devido a
sua meia-vida muito curta, dificilmente pode ser sequestrado in vivo. A infeccdo pelo
Plasmodium na maléria induz a geracdo de radicais hidroxila no figado, que provavelmente é
a principal causa do estresse oxidativo e apoptose (PERCARIO et al., 2012). Além disso,
Atamma e colaboradores (1993) observaram que eritrocitos infectados por P. falciparum
produzem quantidades de HO™ e H,0, duas vezes maiores comparados aos eritrocitos
normais.

No inicio da década de 1950, surgiam os primeiros estudos sobre o importante papel
de espécies reativas do oxigénio em diversas patologias humanas e a malaria é uma delas.
Durante a infeccdo, os mondcitos e neutrofilos sdo macicamente recrutados e ativados,
produzem elevados niveis de ERO, embora outros mecanismos também estejam envolvidos.
Mas, por outro lado, o estresse oxidativo representa para o paciente uma forma de combate as
formas intraeritrociticas do parasito. Varios estudos tém sido conduzidos ao longo dos anos,
na tentativa de elucidar o efeito de substancias antimaléricas no estresse oxidativo, uma vez
que a inducdo da elevacdo no nivel de ERO (seja por estimulo a producdo dessas substancias
ou efeito sobre o sistema antioxidante do parasito) poderia ser benéfica no ataque ao parasito,
por outro lado, essas substancias tém um papel importante na fisiopatologia da malaria. Os
sistemas antioxidantes de defesa ficam prejudicados durante a doenca. O tratamento com
antioxidantes reforcaria esses sistemas de defesa e protegeria o paciente, especialmente
durante a fase de risco de vida da doenca (POSTMA, 1996).

Estudos de pacientes com maléria, especialmente criangas, sugerem que a producao
ndo equilibrada de ERO por mondcitos podem exacerbar a infeccdo. Ainda, alteracdo do
metabolismo redox ao nivel da célula hospedeira (especialmente células endoteliais) também
pode contribuir para as manifestacfes da doenca e o estresse oxidativo aumentado em
eritrocitos pode contribuir para a hemolise e desenvolvimento de anemia (BECKERA et al.,
2004). Assim, varias pesquisas tem mostrado que as ERO mediam os danos neurologicos na
malaria cerebral e o tratamento adjuvante com antioxidantes e antimalaricos (como a
cloroguina), nos primeiros sinais da malaria cerebral, previne o desenvolvimento de danos

cognitivos permanentes (REIS et al., 2010).
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O estresse oxidativo € comumente observado a partir de cinco fontes durante
fisiopatogenia da doenca: 1, devido ao processo inflamatorio iniciado no hospedeiro em
resposta a infeccdo; 2, a catalise de metal de transicdo, uma vez que na alimentacdo a base de
hemoglobina o parasito libera quantidades significativas de ferro livre; 3, a ocorréncia de
sindrome de isquemia-reperfusdo, que resulta dos processos de citoaderéncia e anemia
desencadeadas pela infeccdo; 4, a producdo de espécies reativas diretas do parasito e 5, a acdo
de drogas antimalaricas (PERCARIO et al., 2012).

O estresse oxidativo resulta da protedlise intraeritrocitdria da hemoglobina pelo
Plasmodium. A hemoglobina representa a principal fonte de aminoécidos para o parasito, e
durante a sua degradacdo no vacutolo digestivo acidico, o grupo heme oxidante é separado das
cadeias de globina e consequentemente, gera uma grande quantidade de ERO e de outros
radicais livres (GINSBURG & ATAMMA 1994; RODRIGUES & GAMBOA 2009). As ERO
atacam os &cidos graxos poliinsaturados e proteinas dos eritrocitos infectados e ndo infectados
0 que conduz a destruicdo das ceélulas, resultando em anemia (DONDORP et al 1999;
OMODEDO et al., 2003). Além disso, ha lesdes neurocognitiva e neurodegenerativa (REIS et
al. 2010), alteracdes patoldgicas do cérebro e do figado (BECKER et al 2004; GUHA et al.,
2006.), bem como insuficiéncia renal (NANDA et al. 2004).

Sabe-se que grandes quantidades de ERO sdo produzidas pelas formas eritrocitica e
hepética do plasmddio, quer seja induzidas pelo préprio parasito, quer por resposta imune do
hospedeiro. O papel do estresse oxidativo na malaria ainda é bastante controverso (RAJIC et
al., 2010), uma vez que ha fortes evidéncias de que seja um fator patobioquimico e clinico,
bem como um alvo terapéutico efetivo na malaria. Contudo, estudos demonstram que
substancias que atuam sobre o Fe**, impedindo-o de passar a Fe**, inibem a polimerizacéo do
heme, inibindo o processo de destoxificacdo pelo parasito. O consequente acumulo de ferri /
ferroprotoporfirina 1X (FP) resulta em danos as membranas e as enzimas, em funcdo da
propriedade tipo detergente da FP, bem como sua participagdo nas reagdes redox, culminando
na morte do parasito. Vias alternativas de desintoxicacdo da ferri / ferroprotoporfirina 1X
(FP), incluem a degradacgdo da FP, a reacdo com a glutationa e a ligacéo a proteina de ligacdo
de FP. No entanto, mesmo que apenas uma pequena quantidade (por exemplo, 0,5%) de FP
escape aos processos de neutralizagdo, pode causar danos redox as proteinas e as membranas
do hospedeiro, inibir enzimas do parasito e lisar os eritrocitos. Além do estresse oxidativo
derivado metabolicamente, a produgdo de ERO pelo sistema imune do hospedeiro contribui

para a taxa oxidativa global das células parasitadas. (BECKERA et al., 2004).
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Na infecdo por maléria € evidente a variacdo de antioxidantes no curso da doenga. Um
estudo conduzido com 273 criangas de idade entre 1-10 anos com malaria causada por P.
falciparum em Kampala, Uganda, verificou o status antioxidante na patogénese. A anélise do
plasma revelou que elas continham baixa concentracdo de antioxidantes. Por outro lado,
aquelas com altos niveis de licopeno demonstraram uma alta depuragdo da parasitemia
(METZGER et al. 2001). Nesse mesmo contexto, outras substancias séo conhecidas por agir
como adjuvantes na terapia farmacologica, como a riboflavina que é um agente redutor e age
no vacuolo alimentar do parasito e na formacdo de hemozoina. Outro exemplo é a alicina,
encontrada nos extratos de alho, que é um inibidor da protease de cisteina, atuando através da
inibicdo do processamento da proteina circunsporozoito (CSP), essencial para a invasdo das
células do hospedeiro humano (COPPI et al., 2006).

Apesar da crenca comum de que a habilidade para induzir o estresse oxidativo é um
tipico mecanismo de farmacos antimaléricos, nos Gltimos anos, Varios extratos de plantas e
outros produtos naturais foram testados por suas propriedades antioxidantes, assim interferem
com os mecanismos da doenca modulando a via de sinalizacdo celular, e ndo por inducgédo
direta da morte dos parasitos. Esta abordagem tem mostrado resultados muito promissores,
com altas taxas de atividade esquizonticida e antiparasitaria, mas com pequenas alteragdes no
equilibrio redox do hospedeiro. Algumas das plantas testadas para este fim incluem folhas de
Piper betle L., Anogeissus leiocarpus, sementes de Nigella sativa e flavonoides de Artemisia
annua L. (PERCARIO et al., 2012)

Da mesma forma, o cogumelo Agaricus sylvaticus, que apresenta alta capacidade
antioxidante, tem sido testado em camundongos infectados com P. berghei. Ele promove um
aumento na capacidade antioxidante total de animais, ocorre diminuicdo da peroxidacao
lipidica, do 6xido nitrico no pulmao e no cérebro destes animais. Estas alteracdes bioquimicas
foram correlacionadas com uma reducdo significativa na parasitemia dos animais (SILVA,
2011; GOMES, 2011).

Além disso, 0 uso de antioxidantes pode reverter ou minimizar os danos oxidativos
nos hospedeiros causados pelo uso de drogas antimalaricas. A administracdo de curcumina,
um antioxidante natural obtido a partir de Curcuma longa, preveniu a hepatotoxicidade em
ratos tratados com cloroquina (DATTANI et al., 2010). Da mesma forma, a administracdo de
glutationa reduziu a parasitemia e promoveu uma maior sobrevivéncia de camundongos
infectados com P. berghei (GHASHGAEINIA et al., 2010).
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2.8. Maléria e produtos naturais

As plantas continuam a servir como base para novos medicamentos ainda nos dias
atuais. Das Ultimas drogas introduzidas entre 1981 e 2006 cerca de 62% delas foram produtos
naturais, derivados de produtos naturais (usados semissinteticamente) ou continham o grupo
farmacoférico de um produto natural. A quimica combinatdria sintética e os estudos por busca
de potencias alvos de drogas havia, em parte, desconectado a historica ligagédo entre plantas e
medicamentos. Hoje, contudo, a baixa producdo e desenvolvimento de antimalaricos pela
pesquisa farmacéutica tém estimulado o aumento do interesse no potencial dos produtos
naturais para o tratamento da malaria (NEWMAN & CRAGG, 2007).

A maioria das substancias antimalaricas que esta agora em uso nao foi desenvolvida
com base em alvos terapéuticos racionalmente identificados, mas seguindo a identificacdo da
atividade antimalédrica de produtos naturais (por exemplo, quinina e artemisinina) ou
substancias quimicamente relacionadas com os produtos naturais (por exemplo, cloroquina e
artesunato). Consequentemente, numerosos esforcos no sentido de identificar atividade
antiplasmodial a partir de plantas tradicionalmente usadas para tratar febre e/ou malaria tém
sido empregados por pesquisadores de todo o mundo (CARVALHO & KRETTLI, 1991,
KRETTLI et al., 2001; SAXENA et al., 2003; WILLCOX & BODEKER, 2004; WRIGHT,
2005; BOTSARIS, 2007; MARIATH et al., 2009). As pesquisas de isolamento de substancias
naturais guiadas pela avaliacdo da atividade antiplasmoidal, tém resultado na identificacéo de
diferentes classes de metabolitos secundarios ativos como limonoides, cumarinas, alcaloides,
flavonoides (incluindo chalconas), quassinoides, terpenos, xantonas, quinonas, entre outros
(SAXENA et al., 2003; KAUR et al., 2009).

Em 1999 foi criado o Research Iniciative on Tradicional Antimalarial Methods
(RITAM) para incentivar a busca de novos antimaldricos a partir de bioprodutos, uma
iniciativa da Universidade de Oxford, Inglaterra, e da Divisdo de Pesquisas em Doencas
Tropicais da OMS (WILLCOX & BODEKER, 2000). O redescobrimento das propriedades
medicinais das plantas vem se intensificando e os produtos naturais continuam contribuindo
para 0 desenvolvimento de novos medicamentos, principalmente no que diz respeito a
doencas negligenciadas (IOSET, 2008).

As plantas s8o uma fonte inesgotavel de possiveis candidatos a farmacos e seu
potencial antimalarico tem sido estudado através dos anos por diversos pesquisadores ao redor
do mundo. A partir de 204 extratos de plantas do cerrado brasileiro testados no intuito de ser

avaliada a atividade antimalarica, 32 (15,7%) mostraram significativa reducdo do crescimento
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do Plasmodium a 10,0 pug/ mL. As espécies mais ativas atigiram valores de CEsp variando de
0,9 pg/mL (Flacourtiaceae e Sapindaceae) a 4,9 pg/mL (Apocynaceae e Annonaceae)
(MESQUITA et al., 2007).

Garavito e colaboradores (2006) relataram que oito extratos de plantas da Colémbia
dispunham de boa atividade antimalarica (CEsy <1-2,1 pg/mL), enquanto no modelo in vivo
apenas Abuta grandifolia (extrato alcaloidico) exibiu atividade ao inibir 66% do crescimento
do parasito a 250 mg/kg/dia.

Baelmans e colaboradores (2000) avaliaram 178 extratos de plantas na Bolivia, no
intuito de encontrarem novas possibilidades farmacoldgicas para o tratamento da malaria.
Destas, apenas cinco (Aloysia virgata, Bixa orellana, Caesalpinia pluviosa, Mascagnia
stannea e Trichilia pleenea atingiram mais de 70% de inibicdo da polimerizacdo da hematina
(FBIT) a 2,5 mg/mL.

Com a tendéncia atual da terapia combinada, ou seja, a combinacédo de substancias que
atuem em diferentes estagios do ciclo de vida do parasito, os produtos naturais apresentam
grande diversidade estrutural, sendo muitos deles constituidos por moléculas ativas
relativamente pequenas, as quais apresentam mdltiplas propriedades farmacologicas e,
portanto, sdo fortes candidatos a novas classes de farmacos antimalaricos (MAYER et al.,
2009; FATTORUSSO et al., 2006).

Os flavonoides mostram grande variedade de atividades biolégicas e farmacoldgicas,
algumas das quais sdo atribuidas as suas propriedades de extincdo de radicais livres, de
complexar metais e de se ligar a proteinas (HAYSTEEN, 2002). Varios derivados
flavonoidicos tém sido isolados e caracterizados de muitas plantas medicinais usadas no
tratamento de infecges em todo o mundo (YENESEWA et al., 2012).

O reconhecimento da chalcona denominada licochalcona A (Figura 21), como um
prototipo para o desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos (CEsg 5,6 = 0,6 uM), tem
despertado o interesse sobre a atividade antimaldrica de chalconas e outros flavonoides
(ZIEGLER et al., 2004). Recentemente, Ferreira e colaboradores (2010) pontuaram que a
artemisinina, em sua forma original, esta em mistura com flavonoides, os quais atuariam de
forma sinérgica com ela. Contudo, esses flavonoides sdo perdidos no processo de semissintese

dos derivados de artemisinina.
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Figura 21: Estrutura quimica da licochalcona A.

A propriedade antioxidante dos derivados flavonoidicos parece ser importante
no tratamento da maléria, uma vez que o estresse oxidativo normalmente acompanha essa
infeccdo (GRIFFITHIS et al.; 2001). Isto se deve a elevada producédo de ERO e, portanto, 0s
flavonoides protegeriam as células dos efeitos deletérios do estresse oxidativo em pacientes
com malaria. Porém, mais estudos sdo necessarios para determinar o verdadeiro valor clinico
dessa classe de produtos naturais no tratamento da maléria (MULLER, 2004).

Projetos de busca de bioprodutos com potencial na terapéutica de doencas
negligenciadas sdo especialmente relevantes no Brasil, uma vez que é onde se encontra uma
das mais ricas floras do mundo, com pelo menos 50.000 espécies, ou seja, um sexto de todas
as plantas do planeta. Assim, observa-se no Brasil um interesse crescente do setor produtivo
pelas plantas medicinais e fitoterapicos, incluindo inddstrias transnacionais. Esse interesse
estd relacionado ao menor volume de recursos necessarios para o desenvolvimento de
fitoterapicos, em comparacdo com os diversos milhGes de dolares despendidos para langar um
novo medicamento sintético. Dessa forma, o menor custo durante a pesquisa € 0
desenvolvimento torna os fitoterapicos mais adequados a realidade das industrias de paises
em desenvolvimento, podendo estes constituir o ponto de partida para o estabelecimento e
crescimento de industrias farmacéuticas nacionais (CALIXTO, 2000; CALIXTO, 2005).
Idealmente devem ser definidos marcadores relacionados com a atividade farmacoldgica; no
entanto, faltam pesquisas sobre tal relagdo (CALIXTO 2000). Este controle da concentragao
de marcadores quimicos é fundamental devido a variabilidade quimica da droga vegetal e
possibilidade da ocorréncia de degradacdo durante os processos de pos-coleta, ou poés-

colheita, durante o armazenamento e transformacéo.
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2.9. Meétodos de avaliagdo da atividade antimalarica

2.9.1. Meétodos in vitro

Os testes de sensibilidade a drogas tém por objetivo avaliar a sensibilidade do P.
falciparum in vitro, frente a doses crescentes de determinada amostra. Os resultados da
andlise dos ensaios sdo apresentados como porcentagem do crescimento parasitario
comparado com culturas ndo tratadas. O uso desses métodos permite um descarte quase total
de fatores interferentes relacionados ao hospedeiro, tais como sua imunidade e seu
metabolismo em relacdo & amostra teste, dessa forma oferecem uma avaliagdo direta do
impacto do farmaco. Os testes in vitro para a verificagdo da atividade antiplasmodial
geralmente utilizam o método de cultura continua desenvolvido por Trager e Jensen
(TRAGER & JENSEN, 1976) e a técnica de microcultura desenvolvida por Rieckmann
(RIECKMANN et al., 1978).

Para a avaliacdo do potencial antiplasmodial das amostras, varios métodos in vitro séo
comumente utilizados para verificar a inibicdo do crescimento do P. falciparum como o
ensaio isotopico, no qual ocorre incorporagdo de um precursor de &cido nucleico
radiomarcado (por exemplo, hipoxantina radiomarcada); e a quantificacdo de proteinas como
a lactato desidrogenase (LDH) do parasito pelo ensaio imunoenzimatico ELISA (NOGUEIRA
& ROSARIO, 2010).

O ensaio com incorporacdo de hipoxantina radiomarcada vem sendo utilizado como
padrdo ouro para os testes de susceptibilidade a possiveis novos agentes terapéuticos. A
hipoxantina é a base utilizada principalmente pelo parasito para sintese de adenosina e
guanina (DESJARDINS et al., 1979). Entdo, € introduzido hipoxantina marcada no meio de
cultura e os parasitos a incorporam em seus acidos nucleicos. Com auxilio de um contador
beta pode-se detectar o nivel de radioatividade, que é proporcional a parasitemia. As normas
referentes ao manuseio de materiais radioativos se tornaram bem mais restritivas, objetivando
limitar a sua utilizacdo a campos em que ndo ha qualquer metodologia alternativa disponivel.
Outra limitacdo é o alto custo do equipamento necessario, como contadores de cintilacdo
liquida e equipamentos de colheita. Por exigir densidades parasitarias relativamente altas (de
aproximadamente 0,5%), este método tem aplicabilidade limitada ao uso de cepas de parasitos
adaptadas a culturas ou a amostras de campo com parasitemia alta. Estas barreiras tornam o
seu uso rotineiro mais caro e dificil em contextos de pesquisa e de atendimento clinico,

particularmente em ambientes com recursos limitados (NOEDL et al., 2003)
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O ensaio Double-site Enzyme-linked LDH Immunodetection (DELI) é bastante
sensivel e tem por finalidade mensurar a sensibilidade a droga in vitro do P. falciparum de
forma mais facil, rapida e com equipamentos mais simples que os exigidos para realizar o0s
testes isotopicos. Em comparacdo com este ultimo, densidades mais baixas do parasito podem
ser testadas pelo DELI (até 0,005%), aumentando assim o nimero de amostras que podem ser
avaliados (BROCKMAN et al., 2004; BARENDS et al., 2007)

O teste de atividade enzimatica do pLDH é baseado na observacdo de que a enzima
LDH do P. falciparum possui a capacidade de usar rapidamente o 3-acetilpiridina adenina
dinucleotideo (APAD) como uma coenzima na reagdo, que leva a formacgdo de piruvato a
partir do lactato. Ja a LDH da heméacia humana executa esta reacdo de forma mais lenta na
presenca de APAD. O desenvolvimento da APADH ¢ entdo quantificado e faz-se uma
correlacdo entre os niveis de parasitemia e a atividade do LDH do parasita. A reacdo leva a
formacdo de APAD reduzida, a qual reduz o NBT (Nitro Blue Tetrazolium) formando um
derivado formazan azul, detectdvel a A 650 nm (DEHARO et al., 2000; NKHOMA et al.,
2007).

Um teste que tem sido bastante utilizado, ultimamente, para a avaliagdo do mecanismo
da atividade antiplasmodial € o teste de inibicdo da polimerizacdo do heme. O P. falciparum
em sua fase eritrocitaria utiliza a hemoglobina como fonte de aminoacidos deixando livres 0s
grupos heminicos, que sdo tdxicos ao parasito. A forma encontrada para se proteger da acao
oxidante dos grupos porfirinicos foi polimerizar os grupos heme formando hemozoina
(DEHARO et al., 2000, EGAN et al., 2008).

O grupo heme apresenta-se quimica e estruturalmente semelhante a hemina que é
utilizada como base no ensaio para avaliacdo da polimerizacdo. Drogas inibitdrias dessa
reacdo sdo consideradas potencialmente antimaléricas. Pesquisas tém mostrado que
antimalaricos com estruturas de endoperdxidos e quinolinicos (como a quinidina,
halofrantina, destutilhalofrantina, mefloquina, quinacrina, amodiaquina pironaridina, quinina,
primaquina, cloroquina) inibem o processo de cristalizacdo, originando quantidades de
hematina livre que sdo tdxicas ao parasito (EGAN et al., 1999, 2001; DORN et al., 1998)

E um ensaio espectrofotométrico baseado na incubacdo da hemina com as amostras
avaliadas, sendo a diferenga de solubilidade da hemina e¢ da PB-hematina em diferentes
veiculos (DMSO e NaOH) o fator preponderante na avaliacdo da resposta farmacoldgica
(GARAVITO et al., 2002; 2006).

O principio basico deste ensaio consiste em gerar um ambiente similar ao do vacuolo

digestivo do parasito em placa de 96 pocos, condi¢Oes essas em que a hemina (ou hematina)
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comercial, ddo origem a cristais. O objetivo final deste teste é encontrar substancias que
possam efetivamente acumular-se nos vacuolos digestivos do parasito e gerar mudangas no
ambiente fisico-quimico necessario para a biocristalizacdo ou interagir com o heme para
impedir sua biocristalizacdo, as quais representariam grande potencial antimalarico, uma vez
que se trata de um processo critico para o desenvolvimento do parasito. Porém, este ensaio
trata-se de um processo in vitro que simula as condi¢fes de biocristalizagdo a um nivel de
interacdo entre 0s componentes ja em mistura, sem levar em consideracdo que uma substancia
que eventualmente apresente atividade, devera atravessar pelo menos trés tipos de membranas
antes de chegar ao seu sitio ativo de acdo: membrana do eritrocito, membrana do parasito e
membrana do vacutolo digestivo (PARAPINI et al., 2000; EGAN et al., 2001; GARAVITO et
al., 2006).

2.9.2. Método in vivo

Quatro espécies de parasitos causadores de malaria extraidos de roedores africanos
foram adaptadas para o crescimento em camundongos, sendo eles: P. berghei, 1948; P.
chabaudi, 1965; P. vinckei, 1952; e P. yoelii, 1965. Estes modelos de parasitos tornaram-se
amplamente utilizados especialmente devido a facilidade de manuseio e de criacdo de ratos e
camundongos em laboratorio. Além disso, 0 modelo de maléria animal permite compreender
a biologia e patologia da malaria e, ainda, € uma ferramenta potente na avaliacdo
farmacoldgica de novas alternativas terapéuticas para o tratamento desta doenca. Mesmo que
o sistema imune dos roedores e a farmacocinética dos farmacos neles se diferenciem dos
humanos, tem-se observado a mesma sensibilidade aos farmacos por parte dos Plasmodium
de roedores e de humanos e todas as espécies de Plasmodium tém ciclos biol6gicos
comparaveis (NOGUEIRA & ROSARIO 2010).

Cada uma das quatro espécies de malaria de roedores tem caracteristicas similares a
quatro espécies de maléria humana, o que as torna adequadas para o estudo paralelo. Séo
usados como modelo, por exemplo, a variacdo antigénica de P. chabaudi (PHILLIPS, 1997),
0s testes in vivo com drogas e P. berghei (VAN VIANEN, 1993) ou P. chabaudi (ANCELIN
et al., 2003), malaria cerebral com P. berghei ANKA (BAGOT et al., 2004), vacinas em
estagio preé-eritrocitico com P. yoelli (BECKER et al., 1998) e cronobiologia com P. vinckei
(GAUTRET et al., 1995).

Um dos testes in vivo mais utilizados na avaliagdo da atividade antimalérica é o teste
de Peters (PETERS, 1975). Em sintese, fémeas de camundongos sdo infectadas por parasitos

de roedores e as doses diferentes de tratamento sdo ministradas logo apos a infec¢édo, no dia 0,
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e sdo repetidas uma vez a cada um dos 3 dias subsequentes. No 5° dia pos-infeccdo, a
parasitemia é avaliada e a inibicdo ou ndo causada pelas amostras é calculada a partir da
comparagdo do grupo tratado com o grupo controle negativo. Além disso, acompanham-se 0s
sintomas apresentados por cada animal de cada grupo e a sobrevida dos mesmos, podendo

assim, ter uma ideia da possivel toxicidade da amostra testada (CORRALES et al., 2011)
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizacdo fitoquimica e verificacdo da atividade bioldgica in vitro e in vivo,
antiplasmodial / antimalérica e antioxidante, dos extratos e fracbes semipurificadas dos galhos

de Andira nitida (Fabaceae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter os extratos e as fracdes enriquecidas a partir dos galhos de Andira

nitida.

. Registrar o perfil quimico de extratos e fragdes dos galhos de A. nitida,

através de técnicas cromatograficas (CCD e CLAE).

. Quantificar os teores totais das principais classes de metabolitos

secundarios presentes na espécie.

o Estabelecer o potencial antioxidante do extrato hidroalcodlico e fragdes
por meio dos ensaios espectrofotométricos de reducdo do radical 1,1-difenil-2-
picrilidrazila (DPPH), determinacdo da capacidade antioxidante equivalente ao trolox
(TEAC) e quantificacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico formadas na
peroxidacao de lipossomos.

o Verificar o potencial antiplasmodial / antimalarico dos diferentes
extratos e fragcdes semipurificadas através dos testes de inibi¢do do crescimento do P.
falciparum em culturas in vitro e de atividade inibitoria sobre a polimerizacdo do
heme (FBIT).

o Avaliar a atividade antimaldrica in vivo das amostras consideradas mais

promissoras através do teste supressivo de quatro dias (Teste de Peters).
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. Correlacionar os teores de metabolitos secundarios determinados das

amostras com o potencial para as atividades antioxidante e antimalérica.



41

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacdo Quimica da espécie vegetal Andira nitida

4.1.1. Material vegetal

O material botanico de Andira nitida Mart. ex Benth foi coletado em ambiente de

restinga no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, no municipio de Quissamé, norte do

estado do Rio de Janeiro. A planta foi identificada pela Prof® Dr? Tatiana Ungaretti Paleo

Konno e uma amostra-testemunho foi depositada na Colecdo Botanica do Nucleo em

Ecologia e Desenvolvimento Socioambiental (NUPEM/UFRJ), vinculada ao Herbéario do

Instituto de Biologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (RFA) sob o nimero RFA

38754. Para a realizagdo do presente trabalho, dispomos de autorizacdo para atividades com

finalidade cientifica, contemplando acesso ao patriménio genético SISBIO n° 33799-1 e
010212/2012-4, respectivamente.

4.1.2. Equipamentos e reagentes

ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) sal diaménio
Sigma Aldrich

Acetato de etila P.A/ ACS. Vetec / TEDIA
Acetonitrila Grau HPLC Tedia

Acido acético glacial All Chemistry do Brasil
Acido ascorbico Sigma Aldrich

Acido cloridrico 37% Isofar

Acido galico Vetec

Acido p-cumarico

Acido sulfdrico P.A. / ACS 97% Vetec
Acido tanico Sinth

Acido tiobarbitarico Isofar



Agua ultrapura

Alcool etilico P.A./ ACS Vetec, Isofar, Tedia
Alcool metilico P.A. / ACC Vetec, Isofar, CRQ, Tedia
Anisaldeido Fluka

Apigenina Fluka

Balanca Analitica Mettler Toledo

Biochanina A Sigma Aldrich

BHT Sigma Aldrich

Catequina Sigma Aldrich

Carbonato de sddio anidro Vetec

Centrifuga Fanem 206

Cloreto de aluminio anidro Carlo Erba Reagenti
Cloreto de férrico hexaidratado (I11) Vetec
Cloroférmio P.A. / ACS Vetec, CRQ, Tedia
Cloroquina sal difosfato Sigma Aldrich
Cumarina Fluka

Diclorometano P.A./ ACS Impex, Tedia

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) Sigma Aldrich
DMSO (dimetilssulféxido) Tedia / Sinth
Espectrofotdmetro Shimadzu UV 1800

Eugenol Vetec

Extrato de Cerebro Bovino Sigma Aldrich
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Extrato seco padronizado de Gingko biloba Deg
Hemina Sigma Aldrich (80%)

Hexano ACS / P.A. Tedia / Vetec

Hidroxido de potassio Vetec

n-Butanol P.A. Carlo Erba

Perssulfato de sddio Sigma Aldrich

Piridina P.A. Merck

Placa aquecedora Micro Quimica MQAMA 301
Propilgalato Sigma Aldrich

Quercetina diidratada Fluka

Reagente Folin Ciocalteau Haloquimica
Rotavapor Biichi R-114

Rutina Fluka

Tampdao Fosfato Sigma Aldrich

Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido  carboxilico) Sigma
Aldrich

Ultrassom Unique USC 700
Vanilina Fluka

Vortex Phoenix Luferco AP56
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4.1.3. Obtencao dos extratos e fracdes semipurificadas

Ap0s a coleta, 0 material vegetal sofreu uma triagem para retirar sujidades, sendo as
folhas separadas dos galhos.

Para o desenvolvimento desta proposta escolheram-se os galhos como material de
partida. Para tanto, os galhos foram secos em estufa com circulacdo de ar a temperatura de
40°C por tempo necessario até que ficassem desidratados. Em seguida, os galhos secos foram
triturados em moinho de facas, resultando em um total de 1,411 Kg de material seco e
triturado.

O material vegetal seco e triturado foi submetido ao processo de extracdo em
percolador com hexano:diclorometano (Hex:DCM) 8:2. Ap0Os esta etapa, prosseguiu a
extracdo exaustiva com etanol:dgua (EtOH:H,O) 8:2. Os filtrados destas extracdes foram
recolhidos e o solvente organico evaporado sob vacuo, a uma temperatura entre 30 a 40°C,
fornecendo os extratos brutos Hex:DCM (extrato lipofilico) e um concentrado aquoso do
extrato EtOH:H,0 (extrato hidroalcodlico).

Apos a obtencdo do extrato lipofilico dos galhos, o concentrado aquoso obtido do
extrato bruto hidroalcodlico dos galhos foi liofilizado, resultando em um total de 80g final, o
qual foi posteriormente fracionado em 3 etapas (sendo uma partida de 10g, outra de 509 e
outra de 17g de amostra), por extracdo solido-liquido, em ultrassom por 20 min, com
solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila e butanol.
Esse processo, apos evaporagdo dos solventes sob pressdo reduzida, rendeu as fracbes em
hexano (FHA), em cloroférmio (FCA), em acetato de etila (FAEA) e em butanol (FBA)
(Figura 22). O residuo apoés as particdes do liofilizado (REEAA) foi mantido para os testes

quimicos biolégicos.
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Figura 22: Obtencdo das fracdes a partir dos galhos de Andira nitida.
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4.1.4. Determinacado do perfil quimico dos extratos e fracdes semipurificadas por

Cromatografia em Camada Delgada

Para a verificacdo dos perfis em cromatografia em camada delgada (CCD), os
extratos brutos secos e as fragcdes foram ressuspendidos em diclorometano e/ou metanol,
resultando em solu¢des a 10mg/mL, sendo aplicados Sul de cada uma das solucdes dos
extratos nas cromatoplacas de silica gel 60 Fos4 Merck®. Foram usados como referéncias de
comparacdo, solucdes a 5mg/mL de eugenol, cumarina, apigenina, referéncia de esterdide,
quercetina, esparteina, catequina, &cido cumarico, &cido tanico e referéncia de terpenos.

Apos a aplicagdo das amostras e padrdes, as cromatoplacas foram eluidas em
diferentes sistemas eluentes, a saber: Hex:CHCI; 7:3, Hex:AcOEt 8:2, Hex:AcOEt 1:1,
CHCI3:MeOH 9:1, CHCI3:MeOH 6:4, BuOH:CH3;COOH:H,0 4:1:1 e
AcOET:HCOOH:CH3;COOH:H,0 100:11:11:27.

Apobs o desenvolvimento, as cromatoplacas secas foram visualizadas sob luz
UV Camag® (254 e 366nm) e em seguida foram reveladas com diversos reveladores de
variada seletividade como sulfato cérico (revelador geral), anisaldeido sulfarico (maior
sensibilidade para terpenos), vanilina sulfarica (terpenos, fendis), FeCl; 10% (derivados
fendlicos), Dragendorff (alcaloides), NP-PEG (flavonoides) e KOH 1N (cumarinas).

Reagentes quimicos de deteccéo:

Anisaldeido sulfurico
0,5 g de anisaldeido foram dissolvidos em 10 mL de &cido acético glacial.

Adicionaram-se 85 mL de metanol, em seguida 5 mL de &cido sulfdrico concentrado.

Cloreto Férrico 10% (FeClz 10%)
10 g foram dissolvidos em 100 mL de etanol.

Dragendorff
Solucéo A: 0,85 g de nitrato basico de bismuto foram dissolvidos em 10 mL de
acido acético glacial juntamente com 40 mL de agua destilada.
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Solucdo B: 8 g de iodeto de potassio foram dissolvidos em 30 mL de &gua
destilada.

Solucdo-estoque: Misturou-se 1:1 da solugdo A com B.

Solucdo de vaporizacdo: 1 mL da solucao estoque com 2 mL de acido acético

glacial, em seguida 10 mL de agua destilada foram acrescentados.

Hidroxido de Potassio 1N
0,56 g de Hidroxido de potassio foram dissolvidos em 100 mL de &gua

destilada.

Reagente Produto natural - difenilborato de aminoetanol - (NP/PEG)
Solucdo I: Dissolveu-se 1g de acido difenilborico em 100 mL de metanol.
Solucdo II: 5 g de Polietilenoglicol 4000 foram dissolvidos em 100 mL de
etanol.
Solucdo de vaporizacdo: Aplicou-se primeiramente a solucdo de &cido

difenilbdrico na cromatoplaca, em seguida a solucédo de PEG 4000.

Sulfato Cérico
Foram dissolvidos 2 g de sulfato cérico em 55 mL de é&cido sulfirico
concentrado, completando o volume para 1000 mL com agua destilada. O

procedimento foi efetuado em capela com auxilio de banho de gelo.

Vanilina sulfarica
Solucdo I: 5 mL de &cido sulfarico em 95 mL de etanol.
Solucdo II: 1 g de vanilina foi dissolvido em 100 mL de etanol.

Solucdo vaporizagéo: Misturou-se 1:1 as solugdes | e 11 na hora do uso.

4.1.5. Verificagdo do perfil cromatografico das amostras por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As andlises foram realizadas no laboratério de Fitoquimica da Faculdade de Farmacia
da UFMG, Belo Horizonte, em um sistema de cromatografia de alta eficiéncia (LC-DAD)

Waters modelo 2695 com detetor de arranjos diodos modelo 2996, equipado com
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degaseificador a vacuo, bomba quaternéria, injetor de amostra automatico e forno para coluna.
Foi usada coluna de fase inversa de silica RP-18 Lichrospher® 100 (125 mm x 4 mm, 5 pm,
Merck) em combinacdo com pré-coluna LiChrospher® 100 Rp-18 (4 x 4 mm d.i., 5um;
Merck). Volume de injecdo de 10 pL e fluxo de 1 mL/min. A deteccao foi realizada através de
arranjo de fotodiodos (PDA) na faixa de A 210-600 nm
Diversos sistemas eluentes e condi¢cdes cromatograficas de analise foram testados, a
fim de ser obtido o melhor perfil de separagdo das substancias presentes nas amostras:
e A eluicdo no modo gradiente no Perfil 1 empregou H,O (A) e Metanol (B),
utilizando as seguintes condic¢des: 15% (B) em 5 min, 15 a 95% (B) em 50
min, 95% (B) em 5 min, 95% a 5% (B) em 5 min e 15% (B) em 5 min.
Temperatura da coluna: 40°C.
e A eluicdo no modo gradiente no Perfil 2 empregou H,O (A) e Metanol (B),
utilizando as seguintes condigdes: 90 A 10% (B) em 40 min, 95% (B) em 5
min, 95 a 10% (B) em 5 min, 10% (B) em 5 min. Temperatura da coluna:
30°C.
e A eluicdo no modo gradiente no Perfil 3 empregou H,O + 1% de H3PO,4 0,1N
(A) (pH=3,6) e ACN + 1% de H3PO, 0,AN (B), utilizando as seguintes
condicdes: 20% (B) em 5 min, 20 a 30% (B) em 25 min, 30 a 55% (B) em 25
min, 55% (B) em 10 min e 55 a 20% (B) em 5 min. Temperatura da coluna:
40°C.
e A eluicdo no modo gradiente no Perfil 4 empregou H,O + 0,06 % de
CH3;CH,OH (A) e ACN (B) (Liu et al.,, 2009), utilizando as seguintes
condigdes: 10% (B) em 55 min, 10 a 90% (B) em 10 min. Temperatura da

coluna; 25°C.

As amostras foram preparadas a 10,0 mg/mL (extratos e fragcbes semipurificadas)
solubilizadas em metanol com auxilio de banho ultrassom e centrifugadas a 10.000 rpm,
sendo usado o sobrenadante para as anélises. As amostras de referéncia para comparagdo
foram preparados também em metanol em concentra¢cdes de 0,5 a 1 mg/mL, sendo estes:
orientina, isoorientina, apigenina, canferol, vitexina, delfinidina, (-) epigalocatequina, (-)
galocatequina, acido galico, luteolina, 7,3-diidroxi-4'-metoxiisoflavona, formononetina,

quercetina 3B-glicosilada e paulownina.
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4.1.6. Determinacédo de contetido de derivados fendlicos totais

Os extratos e fragcdes foram pesados em triplicata (10mg) e solubilizados em MeOH
para resultar solugcdes a 10mg/mL. Como o volume de reacdo final é de 5mL e sdo usados
0,25 mL de amostra, a amostra é diluida 20 vezes; logo, as solu¢bes de amostra foram
preparadas em concentrag¢des 20 vezes maior (0,4mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1mg/mL
e 0,05mg/mL), diluidas em metanol. Desta forma, as solu¢bes da amostra em MeOH foram
testadas em concentracdes finais de 20 - 2,5 pg/mL.

O ensaio foi realizado conforme o descrito por Wettasinghe e Shahidi (1999), também
Zielinski e Kozlowska (2000), com pequenas modificagdes. Misturou-se 0,25 mL (250 pl) de
amostra com 0,25 mL (250 pL) de reagente de Folin-Ciocalteau, seguido de agitacdo leve; em
seguida acrescentou-se 0,5 ml (500 pl) de solu¢do Na,CO3 10% e 4 ml de H,O deionizada.
Ap0Os homogenizagdo, os tubos foram agitados vigorosamente em vortex por 30°. Apds 25
min de repouso a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a ~3500 rpm por 5 a 10
min, sendo o sobrenadante utilizado para fazer a leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 760 nm.

Como controles foram efetuados a avaliacdo dos reagentes (Abs CR), onde 0,25 mL
(250 pL) de reagente de Folin-Ciocalteu, 0,5 mL de Na,COs e 4,25 mL de H,O deionizada
foram avaliados quanto sua absorvancia. E o branco das amostras (Abs B), o qual consistiu de
0,25 mL (250 pL) de amostra, 4,75 mL de H,O deionizada.

Para expressar os resultados foram construidas curvas analiticas de acido galico e
catequina. Trés curvas analiticas em dias diferentes foram submetidas a analise de covarianca.
e, comprovando-se a auséncia de diferenca estatistica entre as curvas analiticas obtidas. Os
dados foram reunidos, obtendo-se dessa foram uma Unica curva analitica, cuja equacdo da
regressdo do melhor ajuste foi calculada, bem como o valor de correlagdo (R?). Para esta
analise estatistica utilizou-se o programa GraphPad Prism, versdo 5 (2007) da GraphPad
Software.

Para a curva analitica de acido galico, 10mg foram pesados em triplicata, os quais
foram diluidos em &gua (solugdes-mde a 10 mg/mL), a fim de que se atingisse as

concentragOes-teste 10, 25, 50, 75, 100 e 125 pg/mL. A curva analitica de catequina foi
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elaborada tal qual a de &cido gélico, diferindo apenas nas concentragdes-teste, as quais foram
10, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 ug/mL.

Anélise estatistica:

Os teores de derivados fendlicos totais obtidos foram inicialmente submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e posteriormente ao teste de Tukey (p<0,05) para comparacao
dos teores médios. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism,
versdo 5 (2007) da GraphPad Software.

4.1.7. Quantificagdo de derivados flavonoidicos

O teor de flavonoides totais foi determinado utilizando-se o0 método
espectrofotométrico, apds reacdo com cloreto de aluminio 8% (RUSAK et al., 1993; LEITE,
2002; LUENGAS-CAICEDO, 2005) com pequenas modificacoes.

Para determinar o comprimento de onda ideal, uma solugcdo de biochanina A a
30ug/mL foi utilizada para varredura em comprimento de onda de 500-200 nm no UV-Vis
(Figura 23), no qual se observou o maximo de absor¢do em A de 365 nm. Também foi
avaliado o tempo da reacdo de complexacdo ideal para a quantificagdo dos derivados
flavonoidicos, que consistiu na analise da cinética de reacdo com leituras em
espectofotdometro em A de 365 nm, a cada 10 min por 240 min. Apos andlise estatistica
(ANOVA) das médias das absorvancias em cada leitura, verificou-se que ndo houve
diferencas significativas nos tempos de leitura, optando-se, assim, por 40 min como o tempo
ideal de leitura.

A quercetina foi utilizada como segundo padrdo para expressdo dos resultados da
quantificacdo de derivados flavonoidicos. Neste caso, apesar da absorvancia maxima ter sido
437 nm na varredura (500-200 nm UV-Vis), o comprimento de onda utilizado (415 nm) foi

embasado no estudo de Chang e colaboradores (2002).
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Figura 23: Varredura 500-200 nm da solu¢do de biochanina 30 pg/mL (linha preta) e solugdo

complexada com AICl; (curva azul), demonstrando a absorcdo a 365 nm (UV ).

O ensaio foi realizado com 3 repeticBes a partir 50 mg do extrato e das fracdes. Para
cada réplica, a massa pesada da amostra foi transferida quantitativamente para um baldo de
fundo redondo de 125 mL, em seguida 12 mL de metanol foram adicionados. A mistura foi
aquecida, sob refluxo, durante 30 minutos.

Resfriou-se o extrato, sendo este filtrado através de algoddo hidréfobo, recolhendo-se
o filtrado, quantitativamente, em um baldo volumétrico de 25 mL. Ao residuo do material foi
adicionado 10 mL de metanol por mais 30 min de refluxo. Em seguida a mistura foi filtrada,
sendo reunido ao volume obtido anteriormente, completou-se o volume do baldo com
metanol.

Para eliminacdo de carotenoides e clorofilas, as amostras foram submetidas ao
processo de clarificagdo, no qual 15 mL do extrato foram tratados com 10 mL de
diclorometano e 9 mL de agua. A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 3500 rpm por
10 min, resultando em duas fases a superior (hidrometandlica) e a inferior (fase organica —
diclorometano). Retirou-se a camada hidrometandlica (superior) com ajuda de uma pipeta e
esta foi transferida para um tubo Falcon.

A reacdo de coloragdo foi obtida em baldo volumetrico de 10 mL, no qual foram
adicionados 4,0 mL da solucdo hidrometanolica, 0,24 mL de acido acético glacial, 4 mL de

solucéo de piridina—metanol (20:80) e 1,0 mL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio



52

anidro a 8%. O volume foi completado com metanol, resultando em solucéo final equivalente
a 500 pg/mL.

Agitou-se a mistura e apds 30 minutos repouso, centrifugou-se a 5000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e realizou-se a leitura da
absorvancia da amostra no comprimento de onda de 365 nm, frente a solucdo de
compensacéo.

A solucdo de compensacdo foi preparada para anular a interferéncia da coloracao
natural do extrato ou fracdo. Para cada amostra preparo-se uma solu¢cdo de compensacao
misturando-se 4,0 mL da solucdo hidrometanolica, 0,24 mL de &cido acético glacial, 4 mL de
solucdo de piridina—metanol (20:80), diluindo para 10,0 mL com metanol. Agitou-se a
solucdo e apds 30 minutos repouso foi centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos, sendo em
seguida, o sobrenadante utilizado para a leitura em espectrofotdometro.

A curva analitica para flavonoides foi obtida a partir de uma solucdo estoque 500
ug/mL de biochanina A (isoflavona) em metanol, em um baldo volumétrico de 10 mL.
Aliquotas da solucdo-mae foram pipetadas a fim de que se obtivessem as seguidas
concentracgdes finais: 1,5, 6, 18, 30, 42 e 54 pg/mL. Cada um destes volumes foi completado
para 2,0 mL pela adicdo de metanol. Em seguida, foram adicionados: 0,24 mL de &cido
acético glacial, 4,0 mL de solugdo de piridina—agua (20:80) e 1,0 mL de solucdo metanodlica
de cloreto de aluminio anidro 8% e o volume foi completado para 10,0 mL com agua
deionizada. De mesma foi preparada a curva de calibragdo de quercetina com concentracdes
finaisde 1, 2, 4, 6, 8 e 10 ug/mL, sendo a leitura efetuada em A 415 nm.

As solugdes foram agitadas, sendo colocadas em repouso por 40 minutos. Depois deste
periodo de tempo, mediu-se a absorvancia de cada solu¢do a 365 nm e 415 nm frente ao
branco que constou de 0,24 mL de acido acético glacial, 4,0 mL de solucdo de piridina—agua

(20:80) completando-se o volume agua.

Anélises estatisticas

Tanto para Biochanina A, como para Quercetina, trés curvas analiticas foram
construidas em dias diferentes. Mediante analise de covariancia foi comprovada a auséncia de
diferenca estatistica entre as curvas analiticas obtidas e, assim, elas foram reunidas em uma
Unica curva, cuja equacdo da reta de melhor ajuste foi calculada pelo método dos minimos

quadrados.
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Os resultados do doseamento foram submetidos a anélise estatistica por ANOVA
seguida pelo teste de Tukey para comparacdo das médias. As analises estatisticas forma
realizadas pelo programa GraphPad prism, versao 5 (2007) da GraphPad Software.

4.1.8. Correlagdo entre os teores de derivados fenodlicos e a atividade

antioxidante pelo método DPPH.

Para verificar a possivel correlacdo entre os teores médios dos metabdlitos
secundarios, derivados fendlicos, e a atividade antioxidante pelo método DPPH dos extratos e
fracdes semipurificadas de galhos de Andira nitida, calculou-se o coeficiente de correlacédo de
Pearson (SAMPAIQ, 2012).

4.1.9. Correlagdo do teor de derivados flavonoidicos expressos em

biochanina A e quercetina com os valores TEAC encontrados para as amostras

Para verificar a possivel correlacdo entre os teores médios dos isoflavonoides e
flavonoides e a atividade antioxidante determinada pelo TEAC dos extratos e fragdes
semipurificadas de galhos de Andira nitida, calculou-se o coeficiente de correlagcdo de
Pearson (SAMPAIQ, 2012).

4.2. Atividades Bioldgicas da espécie vegetal Andira nitida

4.2.1. Verificacdo do potencial antioxidante dos extratos e fracfes

4.2.1.1. Bioautografia em placa de silica gel revelada com solucédo de 1,1-
difenil-2-picrilidrazila (DPPH)

A capacidade antioxidante do extrato hidroalcoolico dos galhos de A nitida, suas
fragdes purificadas e o residuo aquoso resultante do processo de particdo foram avaliados
quanto a presenca de substancias antioxidante através de bioautografia em CCD sobre silica
gel, revelada com solucdo de DPPH a 0,2% em metanol. Foram utilizados diversos sistemas

eluentes para que fosse encontrado o melhor perfil de separacéo das amostras.
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4.2.1.2. Ensaio espectrofotométrico de reducdo do radical 1,1-difenil-2-
picrilidrazila (DPPH)

O DPPH, quando em solucéo, tem uma coloracdo violeta com forte absor¢do em torno
de 515 - 517 nm e apresenta paramagnetismo conferido pelo elétron ndo emparelhado. Assim,
ao receber um elétron, seu elétron passa a ser pareado, tornando-se uma molécula
diamagnética e a absorcdo caracteristica desaparece. A descoloracdo resultante esta
relacionada estequiometricamente com o nuimero de elétrons aceitos e, assim, a atividade
antioxidante de uma amostra pode ser expressa em func¢do da sua capacidade de provocar um
decréscimo na absor¢do (a 515 - 517 nm) de uma solucdo de DPPH a uma determinada
concentracdo (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

Para o ensaio, foram preparadas solugfes das amostras a serem testadas, em EtOH,
em concentracdes finais variadas, 50,0 a 2,0 ug / ml, a fim de se verificar a faixa de
linearidade.

A solucédo de DPPH (PM= 394,32) foi preparada na concentracéo de 0,3mM em EtOH
em baldo volumétrico de 100 mL e protegido da luz. Foi analisado seu espectro no UV
ajustando a concentracdo da solugédo para obter-se absorvancia inferior a 0,8, no comprimento
de onda escolhido, dentre a faixa de 515 a 517 nm. Aliquotas de 2,5 ml de cada uma das
solucdes de amostra foram transferidas para os frascos (branco e teste), que estavam
protegidos da incidéncia de luz com papel aluminio. A seguir, adicionou-se aos frascos
contendo amostras-teste, 1 mL da solucéo de trabalho de DPPH.

A solucdo controle do ensaio foi preparada adicionando-se 1 mL das solugdo de
trabalho de DPPH a 2,5 mL de EtOH. Aos brancos de cada solucdo da amostra, foram
adicionados 1 mL de EtOH ao invés de solucdo de DPPH.

Os frascos foram mantidos ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos e, entéo,
procederam-se as leituras das absorvancias no comprimento de onda escolhido. Como
controles positivos foram utilizados o extrato seco de Ginkgo biloba (75 a 2,5 pg/ml) e
quercetina padréo (5a0,5 ug / ml).

As amostras foram analisadas em triplicata e a média dos percentuais da AAO
(%AAOM) das amostras, em cada uma das concentracgdes testadas, foi calculada utilizando a

seguinte equagéo:

Atividade Antioxidante (%) = ( ACO”“;:_ AArTKJ“”’jxloo
ontrole
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Em que Aamostra € @ absorbancia da solu¢do de DPPH com a amostra; Acontrole € @
absorvancia do DPPH com EtOH, sem adi¢do amostra.

Analise estatistica:

A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida utilizando a anélise de regressdo linear no
intervalo de confianca de 95% (p<0,05). Os resultados foram expressos através do valor da
concentracdo efetiva 50% (CEsp), que representa a concentragdo da amostra necessaria para
neutralizar 50% dos radicais de DPPH. Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra,
menor sera a sua CEs e maior a sua atividade antioxidante. Os valores de CEsy das amostras
foram inicialmente submetidos a analise de variancia (ANOVA) e posteriormente ao teste de
Tukey para comparacdo das concentragdes médias de cada amostra e destas com as amostras
de referéncia. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism, versao
5 (2007) da GraphPad Software.

4.2.1.3. Método colorimétrico de reducio do ABTS-" (determinacio da

capacidade antioxidante equivalente ao trolox - TEAC)

O ensaio TEAC descrito por Van den BERG et al. (1999) e por RE e colaboradores
(1999) foi utilizado aqui com pequenas modificacdes. Uma solucdo estoque de ABTS™ foi
preparada no dia anterior ao ensaio (12 a 16 horas antes), a partir da mistura de uma solu¢édo
de sal diambénio do ABTS a 7mM com uma solucdo de perssulfato de potassio (cuja
concentracéo final seja 2,5 mM). Essa solucéo foi deixada no escuro, por uma noite, para que
o radical cation ABTS™ fosse formado. A solugdo de trabalho foi preparada misturando-se a
solucéo estoque de ABTS™ com metanol de forma que a absorbancia em 734 nm fosse 0,7 +
0,02 (concentracdo de ABTS ™ aproximadamente de 47 uM).

Uma solucdo estoque de Trolox 5 mg/mL em MeOH foi preparada e, a partir da
diluicdo desta, obtiveram-se concentra¢des-teste variando de 0,75 a 6 pg/mL.

As amostras foram preparadas em diferentes concentragdes (0,78 a 50 ug/mL), sendo
o0 metanol o solvente escolhido. 30 puL de solucdo amostra ou do padrdo Trolox, nas
concentragdes testadas, foram misturados com 2970 pl da solugdo de trabalho ABTS™. Em
seguida, as absorbancias em 734 nm foram obtidas (AbSste) em fungdo do tempo (a cada 30
segundos, durante 5 minutos de reagdo). Uma solugdo de MeOH (30 pl) e ABTS™ (2970 pl)
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foi usada como controle (AbScontrole). Também foi avaliado um branco do solvente usado nas
diluicdes das amostras e do Trolox (MeOH).

Todas as amostras foram testadas com trés repeti¢es independentes.

A unidade de atividade é TEAC, a qual é adimensional, pode ser definida como a
concentracdo milimolar (mmol/l) de Trolox que tem a capacidade antioxidante equivalente a
uma solugéo 1,0 milimolar (mmol/l) da amostra analisada (MILLER e RICE-EVENS, 1996)
ou como a concentracao da substancia antioxidante que da a mesma porcentagem de inibicao
da absorbancia do ABTS™ em 734 nm que uma solucdo Trolox a 1,0 mM, em um tempo
determinado (RE et al., 1999).

AbS(controIe) - Abs(teste)
% Inibicdo = x 100
ADS(controle)

Para evitar a supra ou subestimacdo da atividade antioxidante e ter em conta 0s
potenciais efeitos secundarios dos produtos antioxidantes, as porcentagens de inibicdo sdo
calculadas usando-se uma “rede” das areas integradas sob as curvas de decaimento de
absorvancia (AUC) para cada concentracdo de amostra, branco e Trolox, testadas, levando-se
em consideracao as absorvancias medidas a 734 nm de 30 em 30 segundos em um tempo total
de 5 minutos de reacdo. Representa-se, assim, o0 tempo de laténcia, velocidade inicial, e a
extensdo total de inibicdo em um Unico valor. Os graficos das porcentagens de inibicdo assim
calculadas versus as concentracdes testadas foram construidos para obter-se, através do
método dos minimos quadrados, a equacdo do gréafico, determinando-se desta forma, o
coeficiente de inclinagcdo para cada amostra testada e para o Trolox, o qual representa a
magnitude da interferéncia da variante X (concentracdo) sobre a variante Y (% de inibicdo da
formacao do radical ABTS™).

O valor TEAC foi obtido comparando-se o coeficiente de inclinacdo da amostra em

relacdo ao Trolox.

Anélise estatitisca

Apo6s o célculo do valor de TEAC pelas inclinagbes das retas do Trolox e das
amostras, 0s valores encontrados foram comparados, inicialmente submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e posteriormente ao teste de Tukey. As analises estatisticas foram

realizadas pelo programa GraphPad Prism, versdo 5 (2007) da GraphPad Software.
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4.2.1.4. Quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico formadas

na peroxidacao de lipossomos

Esse ensaio visa avaliar a atividade protetora da amostra sobre a peroxidacgdo lipidica
de lipossomos de cérebro bovino que tem como um dos produtos finais o malondialdeido. Os
lipossomos gerados a partir de cérebro bovino sdo oxidados usando uma fonte de ferro
(cloreto férrico) e acido ascdrbico, resultando na formacdo de malondialdeido, que reage com
o 4cido tiobarbitdrico (TBA) a altas temperaturas (85 — 90°C) e em meio &cido, formando um
produto de coloracdo rosa que pode ser detectado em espectrofotdmetro, na regido de
ultravioleta, usando um comprimento de onda de 532 nm.

Esse ensaio avalia a atividade protetora dos extratos sobre a peroxidacao lipidica de
lipossomos de cérebro bovino (HOUGHTON et al. 1995). Os lipossomos foram gerados a
partir de cérebro bovino em tampéo fosfato (PBS), incubados com solugbes de FeCl; 1mM e
acido ascorbico 1mM, na presenca das fraces em cloroférmio e em hexano (10-0,156
mg/mL), ou dos controles positivos (extrato padronizado de Ginkgo biloba e propilgalato
1x10™ M) ou na auséncia deles, por 20 minutos a 37°C. Em seguida, foram adicionados a
todos os tubos solucdo de BHT a 10% em EtOH (para paralisar a reacdo de peroxidagéo
lipidica), acido tiobarbitdrico a 1% p/v em NaOH 50 mM (TBA) e HCI 1%. Os tubos de
ensaio foram levados a banho-maria a 85 — 90°C, por 30 minutos. Apds resfriamento
completo, adicionou-se 2,5 ml de BUOH a todos os tubos. Em seguida, os tubos foram
agitados e centrifugados a 3.500 rpm por 10 minutos. As fases butandlicas foram retiradas e
transferidas para cubetas e procederam-se as leituras das absorvancias em A 532 nm. A adicéao
de um antioxidante impede a formacdo de radicais livres, portanto, previne a peroxidacdo
lipidica e, consequentemente, a intensidade da coloracdo da solucdo de reacdo com &cido
tiobarbitdrico diminuird. A determinacdo da atividade protetora da amostra sobre a
peroxidacdo dos lipossomos bovinos foi feita através da formula abaixo e foi expressa como

percentual de inibicao:

% inibi¢do = 100 x (RT — BCO) — (TA - BA — BCO)

(RT — BCO)

onde,
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RT= reacdo total: € medida numa solugdo contendo o mesmo solvente usado para dissolver as
amostras, lipossomos, FeClz e acido ascorbico. Nesse caso, mede-se a reacdo total de

peroxidacao dos lipossomos.

BCO= branco: o ensaio em branco consta de uma solucdo contendo apenas lipossomos e

agua, o que elimina a interferéncia dos lipossomos na medida da absorvancia.

TA = tubo teste amostra: para os tubos testes, acrescenta-se a amostra, lipossomos, FeCl; e

acido ascorbico.
BA = branco amostra: elimina interferéncia da amostra na determinacao da absorvancia.

Para esse teste, usou-se extrato etanélico padronizado de Ginkgo biloba comercial e
solugédo de propilgalato, antioxidantes naturais bastante conhecidos, como referéncias para

comparacgao e positivo, respectivamente.

Analise estatistica

Através dos logaritmos das concentracbes empregadas, o grafico da % de
inibicdo vs log da concentracéo foi construido, a fim de que se obtivesse a equacdo de melhor
ajuste para as 3 repeticdes, através do método dos minimos quadrados, e desta forma calcular
a CEsp das amostras. O resultado final foi obtido a partir das CEsg da triplicata que é expresso
como a média *+ desvio padrdo. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA seguida do

teste de Tukey para a comparacao final das médias.

4.2.2. Verificacdo do potencial antimalarico dos extratos e fracdes

4.2.2.1 Teste de inibicdo do crescimento do P. falciparum em culturas in vitro
(Teste LDH)

Os testes in vitro dos extratos, fracbes e produtos naturais foram realizados em
colaboragcdo com a Faculdade de Farmécia, Laboratério de Fitoquimica da UFMG. O
experimento foi realizado com hemaécias infectadas por P. falciparum, clone W2, resistente a
cloroquina, através do método do LDH (MAKLER et al.,1993). Resumidamente, 20uL de
cada diluicdo dos compostos testados foram colocados em microplacas de 96 pogos, em
triplicata, onde ja se encontravam 180ul da suspensdo de hemacias infectadas (2%

hematocrito, 1% de parasitemia), provenientes de um cultivo mantido no laboratorio de
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Bioensaios da UFMG. As placas foram incubadas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C por
48h na presenca dos extratos. Apds esse periodo as microplacas foram congeladas (-20°C por
no minimo 24h), para promover a lise das hemécias. O lisado celular foi transferido para
placas de 96 pocos, aos quais se adicionaram 100uL de reagente Malstat e 25uL de reagente
NBT/PES. Apos 1h de incubacéo, a absorbancia das placas foi medida em espectrofotdmetro
a A 540nm.

Os percentuais de reducdo do crescimento dos parasitos foram calculados a partir da

absorvancia.

4.2.2.2. Teste espectrofotométrico de inibicdo da polimerizacdo da

ferriprotoporfirina (FBIT) ou inibicdo da polimerizacdo do heme

Para padronizacdo de tal técnica na Faculdade de Farmécia da UFJF foram usadas
amostras cloroquina trazida da Colémbia e cloroquina Merck para comparacao, além do teste
das varias condicdes e varidveis (concentracdo e lotes de hemina, concentracdes da
cloroquina, tipos de placas, velocidade e forca de centrifugacdo, etc), a fim de estabelecer e
otimizar a técnica segundo as condi¢des dos laboratdrios da UFJF.

O teste consiste em um ensaio colorimétrico para avaliacdo da inibicdo de
polimerizagdo do heme proposto por Garavito e colaboradores (2006). Assim, a fim de
determinar a Clso de cada extrato e fracdo semipurificada foram preparadas diferentes
concentragdes que variaram de 40 mg/mL a 0,156 mg/mL, com trés repeticdes.

Em placas de 96 pogos, foram acrescentadas em cada poco as solugdes: 50 ul de
solucdo de hemina 0,25 mg/mL (recentemente diluida em DMSO), 100 uL de tampdo acetato
de sodio (pH 4,45) e 50 pL de solucdo de amostra ou 50 uL de controle (DMSO/cloroquina).

Solucdes de cloroquina em diversas concentracdes (0,05-0,01 mg/mL), foram
dissolvidas em agua deionizada, sendo o controle positivo do teste. Como controle negativo
foi usado o DMSO. Todas as concentragdes foram avaliadas em 8 réplicas.

Apos a adicdo das solugdes-reagente e as amostras, as microplacas foram agitadas
suavemente por 3 a 5 min e incubadas a 37°C por 18-22 horas. Ao final desse periodo, foram
centrifugadas a 800 gravidades durante 5 min. O sobrenadante foi, entdo, descartado
manualmente. O precipitado foi resolubilizado em 200 uL de DMSO para remover 0 excesso
de hemina. Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a 800 g durante 5 min. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado manualmente, e o precipitado de B-hematina foi

dissolvido em 200 pL de solucdo de NaOH 0,1M na mesma placa, a qual foi levada a agitacédo
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suave por 30 segundos. A quantificacdo espectroscdpica foi realizada em A 405 nm em leitor
de microplacas.
A porcentagem de inibicao da cristalizacdo de FPI1X foi calculada mediante a seguinte
equacéo:
% Inibigdo = 100 x [(D.O. controle — D.O. extrato) / D.O. controle]
Foi considerado ativo um extrato ou fragdo que apresentou um percentual de inibicéo

da cristalizacéo superior a 50% pelo menos para a concentragdo mais alta testada.

Andlise estatistica:

Através dos logaritmos das concentragdes empregadas, o grafico da % de inibi¢do vs
log da concentracéo foi construido, a fim de que se obtivesse a equacdo de melhor ajuste para
as 3 repeticOes, através do método dos minimos quadrados, e desta forma calcular a CEs das
amostras. O resultado final foi obtido a partir das CEsp da triplicata que € expresso como a
média + desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA seguida do teste de

Tukey para a comparacdo final das médias.

4.2.2.3. Teste de Supressdo da Parasitemia “in vivo” (Teste de Peters)

O experimento foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de Parasitologia
ICB/UFJF, ap6s aprovacdo pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (n° 055/2011
e 056/2011). O protocolo do teste foi baseado no teste supressivo de Peters (PETERS et al.,
1975). As cepas do parasito foram mantidas por passagem de sangue de um camundongo
infectado para aquele ndo infectado. O inoculo de P. berghei NK65 foi preparado para 1x10°
parasitos/0,2 mL em solucdo de meio RPMI e soro fetal bovino. Os camundongos (n=40
animais), fémeas, pesando cerca de 28 g, foram infectados por via intraperitoneal. Eles foram
randomicamente divididos em grupos com cinco animais por gaiola. Ap6s 2h da infecgdo, o0s
camundongos foram tratados com as amostras por quatro dias, recebendo 0,1 mL/dia por via
oral (gavagem) nos dias 1-4. Cada grupo tratado recebeu: G1 - (controle negativo) oOleo de
gergelim + 5% de DMSO, G2 - Cloroquina 10mg/kg, G3 - FCA 50mg/kg, G4 - FCA
100mg/kg, G5 - FCA 200mg/kg, G6 - FHA 200mg/kg, G7 - EHDA 200mg/kg e G8 - FAEA
200mg/kg. No dia 5°, 7°, 9° e 12° do teste, esfregagos sanguineos foram produzidos através
do sangue obtido da ponta da cauda, sendo fixados com metanol e corados com Giemsa. A
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parasitemia foi obtida por contagem em microscopio (aumento de 1000x) sendo determinada
pelo nimero de hemacias infectadas usando como universo a quantidade de hemacias totais
que varia de acordo com uma estimativa inicial de parasitemia: < 5%: 4 mil hemacias; 5-10%:
3 mil hemacias; 10-20%: 2 mil hemacias e > 20%: 1 mil.

A supresséo da parasitemia foi obtida pela comparagéo com o grupo controle negativo

segundo a formula abaixo:

A—-B x100
A

Onde A é a média da parasitemia do grupo controle negativo e B é média da
parasitemia do grupo tratado.
Com o intuito de se obter dados sobre a sobrevivéncia dos animais em decorréncia do

tratamento com as amostras avaliadas, os camundongos foram acompanhados até a morte.

Andlise estatistica:

Gréfico de comparacdo dos valores médios de porcentagem de inibicdo de cada grupo
testado em cada dia de avaliacdo da parasitemia (5°, 7°, 9° e 12° foi construido para
comparacdo dos grupos teste com o grupo controle negativo (tratado com o veiculo da
amostra) e o grupo controle positivo (tratado com cloroquina a 10mg/Kg de peso do animal).

Para andlise estatistica dos dados in vivo foi utilizado o software GraphPad Prism 5,
sendo utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparagdo entre amostras
independentes.

4.2.3. Correlacdo da atividade antioxidante obtida pela quantificacdo das
substancias reativas ao &acido tiobarbitirico (SRAT) e a atividade antimalarica pelo
ensaio de inibicdo da polimerizacdo da ferriprotoporfirina (FBIT), das fracdes em
hexano (FHA) e em cloroformio (FCA)

Para verificar a possivel correlacdo entre as atividades biologicas das fragGes
semipurificadas de galhos de Andira nitida, calculou-se o coeficiente de correlagdo de
Pearson (SAMPAIO, 2012).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo Quimica de A. nitida

Obtencéo dos extratos e fraces semipurificadas a partir dos galhos de A. nitida

Os extratos e fracbes semipurificadas foram obtidos conforme descrito na parte de
Material e Métodos (p.44). O extrato hidroalcodlico dos galhos, ap6s concentracdo sob
pressdo reduzida, foi liofilizagcdo gerando cerca de 80g de liofilizado, o qual foi submetido a
extracao solido-liquido com solventes em ordem crescente de polaridade, rendendo 1,44% de
fracdo em hexano (FHA), 2,18% de fracdo em cloroformio (FCA), 1,41% de fracdo em
acetato de etila (FAEA) e 8,51% de fracdo em butanol (FBA). O extrato lipofilico dos galhos
e o0 residuo proveniente do liofilizado apds as particdes tiveram rendimento de 0,66% e

37,86%, respectivamente.

Determinacdo do perfil quimico dos extratos e fragGes semipurificadas por
Cromatografia em Camada Delgada

Uma vez que ndo se encontrou na literatura consultada, informacGes sobre a quimica e
atividades bioldgicas para espécie A. nitida, procedeu-se a verificacdo do perfil quimico dos
extratos e fracdes semipurificadas obtidos, a fim de estabelecer parametros para a
continuidade dos trabalhos. Para tanto, primeiramente foram obtidos diversos cromatogramas
das amostras em placas cormatograficas de gel de silica, eluidas em diferentes sistemas
eluentes, visualizadas por diversos reveladores quimicos e comparando-se com substancias de
referéncias de classes de metabdlitos secundarios (eugenol, cumarina, apigenina, esterdide,
terpeno, quercetina, esparteina, catequina, &cido cumarico, &cido tanico), conforme descrito
em Material e Métodos pag. 46.

A visualizagdo dos cromatogramas revelados com sulfato cérico, um revelador de uso
geral, possibilita avaliar a complexidade das amostras. As solugfes de anisaldeido sulfarico e
de vanilina sulfarica permitem uma melhor visualizacdo dos derivados terpénicos, bem como
também para alguns derivados fenilpropanoidicos, como taninos, por apresentar maior
sensibilidade a essas classes de metabolitos. A diferenca entre esses dois reveladores é que no
caso do anisaldeido sulfurico, pode-se observar fluorescéncia da maioria das manchas sob luz

UV em A de 365 nm. O uso de solucgéo de cloreto férrico auxilia na verificacdo da presenca de
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derivados fendlicos. J& o reagente de difenilboriloxietildiamina em polietilenoglicol (NP-
PEG) possibilita evidenciar a presenca de derivados cumarinicos e flavonoidicos. Estes
ultimos se mostram como manchas fluorescentes de coloracfes que variam de acordo com a
estrutura quimica do flavonoide. A pesquisa de derivados alcaloidicos e cumarinicos foi feita
com o uso dos reagentes de Dragendorff e hidroxido de potéssio, respectivamente.

Com base na anélise dos cromatogramas (Rf, coloracdo) e comparando-se com as
amostras referéncias, foram identificados predominantemente metabdlitos secundarios de
origem fendlica como os derivados flavonoidicos, visualizados através de manchas amarelo-
alaranjadas dotadas de leve fluorescéncia ap6s a revelagdo com NP-PEG. Derivados
terpénicos e esteroidais puderam ser visualizados como manchas roxas/roseas apos revelagdo
com anisaldeido e vanilina sulfuricos. Além dessas substancias também foi visualizada a
presenca de taninos pela coloracdo escura na revelacdo com cloreto férrico (Tabela 2).
Constatou-se, ainda, a auséncia de alcaloides e derivados cumarinicos no extrato bruto
hidroalcodlico de A. nitida e em suas fracbes semipurificadas. Estes resultados estdo em
conformidade com a literatura cientifica na qual os estudos mostram que no género Andira
predominam os derivados fendlicos como as isoflavonas (GARCEZ et al., 2010; SILVA et al.
2008; SILVA et al., 2006; KRAFT et al., 2000). Dessa forma, tem-se proposto usar as
isoflavonas como marcadores taxondmicos deste género (SILVA et al.,2006).

O sistema eluente MeOH:CHCI3 9:1 foi escolhido para ilustracdo do perfil quimico

qualitativo das amostras (Figura 24) e padrdes (Figura 25).

Tabela 2: Prospeccdo fitoquimica dos extratos e fracdes semipurificadas de Andira nitida.

Classe de metabdlitos
secundarios

EHDA EEAA FHA FCA FAEA FBA REEAA
Terpenos/Esteroides + + + + + — —
Alcaloides - - - - - - _
Cumarinas - - - - - - _
Flavonoides — + — + + + +
Derivados fenolicos - + - + + + +

(+): presenga; (—): auséncia. EHDA: extrato lipofilico dos galhos de A. nitida, EEAA: extrato hidroalcodlico de
A. nitida, FHA: fracdo em hexano do EEAA, FCA: fracdo em cloroférmio do EEAA, FAEA: fragdo em acetato
de etila do EEAA, FBA: fracdo em butanol do EEAA, REEAA: residuo resultante do fracionamento do EEAA.



e
ég TWA FCh FAP PEA g X

R e B W

64

E
MCls Mook i\ VS w
-
¥
-
! o ﬂ- ’ . .

Cromatograma A: extrato lipofilico. Cromatogramas B, C, D e E: da esquerda para a direita nas

cromatoplacas foram aplicadas: EEAA, FHA, FCA, FAEA, FBA e REEAA

Figura 24: Cromatogramas dos extratos e fragdes obtidos dos galhos de A. nitida. Sistema eluente:
CHCI3:MeOH 9:1. Reveladores utilizados (A): anisaldeido sulfurico, (B) sulfato cérico, (C): FeCls, (D): NP/PEG

e (E): vanilina sulfarica

Da esquerda para a direita no cromatoplaca foram aplicados: catequina, acido ténico, rutina, acido p-

cumarico, apigenina e quercetina.

Figura 25: Cromatograma dos padrdes. Sistema eluente: CHCl3:MeOH 9:1. Revelador vanilina sulfurica
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Verificacdo do perfil cromatografico das amostras por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia

Para melhor e mais segura confirmacdo do perfil quimico do extrato hidroalcoolico
bruto dos galhos de A. nitida e suas fracdes semipurificadas, buscou-se estabelecer as
condi¢cdes adequadas na técnica de CLAE-DAD, comparando-se com substancias de
referéncias de subclasses de derivados fendlicos (orientina, isoorientina, apigenina, canferol,
vitexina, delfinidina, (-) epigalocatequina, (-) galocatequina, acido géalico, paulownina,
luteolina, formononetina, 7,3'-diidroxi-4'-metoxiisoflavona, quercetina 3p-glicosilada, entre
outros). Para tanto, foram testadas diferentes composicdes de fase modvel e diferentes
condicGes cromatograficas (temperatura, volume de injecdo, fluxo, tempo de corrida,
atenuacdo, sensibilidade, entre outros), conforme descrito em Material e Métodos pag. 47.

As andlises foram realizadas no laboratorio de Fitoquimica da Faculdade de Farmacia
da UFMG, em um Sistema de cromatografia de alta eficiéncia (LC-DAD) Waters modelo
2695 com detector de arranjos de diodos modelo 2996, equipado com degaseificador a vacuo,
bomba quaternaria, injetor de amostra automatico e forno para coluna. 10 uL das solucdes das
amostras (a 10mg/mL) e das substancias de referéncia (1 a 0,5mg/mL) foram injetadas em
uma coluna de silica de fase inversa (RP18: LiChrospher® 100, 5um), 125 x 4 mm, Merck.
Das varias condicOes testadas, a que mostrou melhor resolugdo dos cromatogramas e,
portanto, a escolhida para obter os perfis das amostras foi: gradiente de eluicdo H,O:ACN
acidificados com 1% de H3PO,4 0,1N, com fluxo de 1mL/min, temperatura da coluna a 40 °C.
Os cromatogramas foram obtidos online na faixa de comprimento de onda de 210 a 600 nm e
foram processados no comprimento de onda de 280 nm.

Os cromatogramas do extrato bruto (EEAA), fracGes em acetato de etila e em butanol,
bem como o residuo aquoso, mostraram-se bastante semelhantes. Demonstraram a
predominancia de derivados fendlicos, especialmente, flavonoides e derivados fendlicos
oligoméricos, fato este ja esperado com base na analise prévia por CCD e dos dados
disponiveis na literatura cientifica (KRAFT et al., 2000 e 2001; SILVA et al., 2006 e 2008;
GARCEZ et al., 2010) para o género Andira. A fragcdo em cloroférmio, como j& era esperado,
mostrou cromatograma com indmeros sinais, mas referente a substdncias de menor
polaridade, apresentando maiores tempos de retencao.

A analise do delineamento apresentado nos espectros de ultravioleta e dos tempos de

retencdo das amostras em comparacdo com aqueles das substancias de referéncia, permite
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inferir algumas propostas para os perfis cromatograficos das amostras analisadas. Os
espectros de UV juntamente com o0s respectivos tempos de retencdo das amostras de
referéncia encontram-se sumarizados na Figura 26 a, b e c.

Além dos dados espectrais obtidos das substancias de referéncia, foram utilizados para
comparacdo, dados de UV de isoflavonas j& descritas para o género Andira, uma vez que 0
género se caracteriza pela riqueza desses derivados flavonoidicos, como a Fremontina UV uax
(MeOH) 259, 292 nm; Glicirrisoflavona UVyax (MeOH) 261, 292 nm, Calicosina UV uax
(MeOH) 248, 260, 290 nm, 5,7,3’,4’-Tetraidroxi-2’-(3,3-dimetilalil)isoflavona UV max
(MeOH) 210, 260, 285 nm (SALEM & WERBOVETZ, 2006). O derivado triglicosideo,
biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosideo, isolado de Andira inermis
apresenta dados de UVnax (MeOH) em 207, 261 e 324 nm, 0s quais ndo se modificaram ao
serem tratados com AICI3/HCI (SILVA, 2000). Para a (£)-5,7-diidroxi-4"-metoxiisoflavona de
Andira parviflora Ducke, os pesquisadores Braz Filho e colaboradores (1973) atribuiram os
valores de UV (AmaxEtOH) em 222, 294 e 330 nm. Nota-se que a absorcdo entre 285-290
parece ser tipica das isoflavonas, o que se repete com frequéncia entre 0s espectros das
substancias presentes nas amostras de A. nitida, o que da indicio da presenca dessa subclasse

de substancias.
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A andlise dos espectros de UV dos sinais (tempo de retengdo), em comparagdo com as
substancias de referéncia e com base na literatura (MABRY et al., 1970), nos permite inferir
que é possivel visualizar espectros de UV que caracterizam, predominantemente, derivados
flavonoidicos e fendlicos oligoméricos como flavonoides condensados e outros derivados,
como &cidos fenodlicos simples (C¢Cy, CsCs), isoflavonas, lignanas, flavonas, entre outros.

O cromatograma de EEAA (Figura 27), apesar de mostrar menor resolucdo, apresenta
grande semelhanca com os cromatogramas de FBA (Figura 31) e de FAEA (Figura 29). Além
disso, constata-se que oS cromatogramas das amostras FBA e FAEA mostram também
bastante semelhanca quimica, inclusive apresentam os sinais de maior abundancia nos tempos

de retencdo préximos e seus espectros de UV muito semelhantes (Tabela 3).

Tabela 3: Comparagdo dos tempos de retencdo (TR) das substancias presentes nos cromatogramas da Fracéo
Butandlica (FBA), Fracdo Acetato de Etila (FAEA) e Extato bruto hidroalcodlico de A. nitida
(EEAA).

FBA/TR (min) % Area FAEA/TR (min) % Area EEAA/TR (min) % Area

4,948 7,10 4,92 4,61 4,941 10,32
5,446 9,29 5,397 9,16 5,406 17,58
8,43 12,34 8,362 11,36 8,383 12,25
8,812 23,84 8,724 28,96 8,74 16,90
9,82 417 9,686 4,39 9,708 2,43
10,555 8,43 10,445 11,48 10,456 6,52
11,073 11,02 10,90 18,67 10,915 10,18
Total (%) 77,09 88,63 76,18

O cromatograma do extrato bruto hidroalcodlico (EEAA) e os espectros das
substancias encontram-se nas Figuras 27 e 28 a e b, respectivamente. No cromatograma de
EEAA, apesar da baixa resolugéo, foi possivel avaliar as substancias presentes sugerindo a
elas classificagdes. Os espectros de UV, apesar de ndo serem uma prova definitiva, podem nos
levar a sugerir, com base na comparagdo com substancias de referéncia e literatura. Os picos
1, 3, 4,5, 6, 7 e 11 sugerem serem derivados de catequina (flavan-3-ol). A substancia 2

parece ser um acido fenolico, ja o pico 8 sugere ser uma flavona.
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O pico 12, 13 e 14 podem ser flavanonas ou isoflavonas, ja& o pico 15 sugere a
presenca de um composto ligndide. Os espectros das substancias 9 e 10 apesar de mal
resolvidos, indicam a presenca de substancias fendlicas.

Os espectros de UV juntamente com os tempos de retencdo das substancias presentes

no extrato hidroalcodlico se encontra sumarizadas na Figura 28 a e b.
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Figura 27: Cromatograma do extrato bruto hidroalcodlico de A. nitida (EEAA).
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Figura 28 a) Espectros de UV das substancias do extrato hidroalcodlico de A. nitida (EEAA).
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Figura 28 b) Espectros de UV das substancias do extrato hidroalcodlico de A. nitida (EEAA).
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Na fracdo em acetato de etila (FAEA), as substancias presentes sugerem ser: &cidos
fendlicos (picos 2 e 3), flavan-3-ol (4, 5, 8 e 9, flavanonas/isoflavonas (12, 13, 15), flavonol
(14), lignana (16) e isoflavonas (17 e 19). As substancias 1, 6, 7, 11 e 18 mostram-se como
derivados fendlicos, mas os espectros ndo obtiveram boa resolucdo. O cromatograma e 0s

espectros de UV das substancias sdo apresentados na Figura 29 e 30 a e b, respectivamente.
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Figura 29: Cromatograma da fracdo em acetato de etila (FAEA).



Espectros de UV e Tempos de Retencéo das substancias da fracdo Acetato de Etila do
extrato hidroalcodlico de A. nitida
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Figura 30 a) Espectros de UV das substancias majoritarias da fracdo em acetato de etila (FAEA).
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Espectros de UV e Tempos de Retencdo das substancias da fracdo em acetato de etila do
extrato hidroalcodlico de A. nitida
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Figura 30 b) Espectros de UV das substancias majoritarias da fracdo em acetato de etila (FAEA).
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Ap0s a analise dos espectros de UV das substancias presentes na fracdo em butanol
(FBA) pode-se sugerir a presenca de derivados fendlicos de variados tipos sendo eles: &cidos
fenolicos (2 e 4), derivado flavan-3-ol (1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 13 e 14), flavonol (10 e 19), flavona
(16), flavanona/isoflavona (15, 18 e 20), isoflavona (22), lignana (21). As substancias 11, 12
e 23 apresentam espectros mal resolvidos ndo sendo possivel atribuir classificacdo quimica a
elas. O cromatograma da fracdo em butanol esta representado na Figura 31 e as substancias

presentes nesta fracdo na Figura 32 a, b e c.

0,50+
] 15
0,40+
2
<
0,30
] 2
0,20 9 T 2
1o |
0,102 |1 112 \118
' | 6|
7“"&9?{3/ -‘.,;‘!JH 2
4V g, 2
WY A‘“\/\r\__ =2 I /‘
0,00 1 1 1 I ] [ [ I 1 ] [ | 1 1 1 [} I 1 1 1 ] l [} 1 1 _I.l-l_ ||—|—l |—-T_| I [} ] ] 1 | 1 /\l ll_l (73 ) 1 ]

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00
Minutos

Figura 31: Cromatograma da fracdo em butanol (FBA).
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Espectros de UV e Tempos de Retencdo das substancias da fracdo em butanol do
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Figura 32 a) Espectros de UV das substancias majoritarias da fracdo em butanol (FBA).
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Espectros de UV e Tempos de Retencdo das substancias da fracdo em butanol do extrato
hidroalcodlico de A. nitida
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Figura 32 b) Espectros de UV das substancias majoritarias da fracdo em butanol (FBA).



Espectros de UV e Tempos de Retencdo das substancias da fracdo em butanol do extrato

hidroalcodlico de A. nitida
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Figura 32 c) Espectros de UV das substancias majoritarias da fragdo em butanol (FBA).

O cromatograma do Residuo do extrato bruto hidroalcodlico liofilizado apds as
particbes (REEAA) (Figura 33) apresentou bastante semelhanca com a fragdo em butanol
(FBA). Os espectros de UV das substancias 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16 e 17 sugerem a
presenca de dervidos flavan-3-ol, ja 2 e 4 sdo indicativos de acidos fenolicos, 13 mostra-se
semelhante a um flavonol, 18, 20 e 21 assemelham-se a flavanonas/isoflavonas, 19 flavonol e
22 parece ser uma lignana. As substancias 14,15 e 23 ndo puderam ser identificadas.

O cromatograma do REEAA encontra-se na Figura 33 e 0s espectros de UV das
substancias presentes encontram-se na Figura 34 a, b e c.
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Espectros de UV e tempos de retencdo das substancias presentes no residuo obtido apos
as particdes do extrato hidroalcoolico liofilizado de A. nitida
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Figura 34 a) Espectros de UV das substancias majoritarias do residuo do liofilizado apés as particGes (REEAA).



Espectros de UV e tempos de retencdo das substancias presentes no residuo obtido apos
as particdes do extrato hidroalcoolico liofilizado de A. nitida
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Figura 34 b) Espectros de UV das substancias majoritarias do residuo do liofilizado apds as particbes (REEAA).
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Espectros de UV e tempos de retencdo das substancias presentes no residuo obtido apos
as particOes do extrato hidroalcodlico liofilizado de A. nitida
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Figura 34 c) Espectros de UV das substancias majoritarias do residuo do liofilizado apds as particées (REEAA).

O sistema eluente ndo foi efetivo para aumentar a resolucdo da fragcdo em cloroférmio

(FCA), mas ainda assim permitiu que se fizesse a analise dos possiveis constituintes presentes

nesta fracdo. A fracdo em cloroférmio é rica em constituintes de baixa a média polaridade que

aparecem no cromatograma apd6s 30 min e ainda substancias fendlicas possivelmente

isoflavonas (7, 8, 10 e 11) de variados tempos de retencdo. Além dessas substancias estéo
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presentes outras substancias fendlicas (1,3, 4, 5, 6). E substancias de menor polaridade como
12, 13, 14 e 15 com tempos de retengdo maiores de 30 min.
O cromatograma da FCA ¢é apresentado na Figura 35 e 0s espectros das substancias

fenolicas na Figura36 ae b.
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Espectros de UV e Tempos de Retencao das substancias da fracdo em cloroférmio do extrato
hidroalcodlico de A. nitida
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Figura 36 a) Espectros UV das substancias fendlicas da fragcdo em cloroférmio (FCA).
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Os flavonoides dos diversos tipos estruturais e especialmente as isoflavonas (agliconas
e glicosideos) sdo constituintes caracteristicos dos membros da subfamilia Papilionoideae da
familia Fabaceae (CAGNIN & GOTTLIEB, 1978). Portanto, os resultados do presente estudo
estdo de acordo com o perfil quimico apresentado pelo género Andira e a subfamilia

Papilionoideae.

Determinacéo de conteudo de derivados fendlicos totais

A determinacdo espectrofotométrica de derivados fendlicos de uma amostra é
realizado por meio de diversas técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau
estd entre as mais extensivamente utilizadas (BONOLI et al., 2004; ROGINSKY & LISSI,
2005). O reagente consiste de mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual
o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6°, porém em presenca
substancias redutoras, como os derivados fendlicos, a media do estado de oxida¢do dos metais
passa para entre 5 e 6 e cuja coloracdo azul adquirida permite a determinacdo da concentracéo
das substancias redutoras, que ndo necessariamente precisam ter natureza fendlica (IKAWA
etal., 2003; NACZK & SHAHIDI, 2004).

A quantificacdo foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteau conforme descrito em
Material e Métodos pag. 50. Para expressar os resultados obtidos na quantificacdo dos
derivados fenodlicos do extrato bruto hidroalcodlico e suas fracbes em equivalente em acido
galico (g EAG/g amostra) e em equivalente em catequina (g EC/g amostra) foram construidas
curvas analiticas dos padr@es, acido galico e catequina. Para as trés curvas analiticas de acido
galico constataram-se que as inclinacdes e os interceptos das trés retas eram equivalentes (p >
0,05) e, portanto, a equacao da reta foi estabelecida com os valores médios resultando em: y=
0,00542291x — 0,00935924 (R*= 0,9999). A sobreposicdo das curvas de calibracdo referentes
aos trés ensaios com acido galico nas concentragdes de 10 a 125 pg/mL estdo demonstradas
no Grafico 1 e a curva analitica obtida pela média dos resultados pode ser vista no Grafico 2.

De mesmo modo, foram construidas as curvas analiticas para a catequina (10 a 180
pg/mL), as quais por analise de covariancia foi constatada a equivaléncia (p < 0,05) das
inclinagdes e dos interceptos das trés retas e, portanto, a equacao da reta foi estabelecida com
os valores médios resultando em: y= 0,0039812x + 0,0231946 (R*= 0,9979). A sobreposic&o
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das curvas analiticas de catequina pode ser verificada no Grafico 3 e a curva resultante obtida

pela media dos resultados pode ser vista no Gréfico 4.

0,800

0,700

0,600

0,500

0,400 A @ 12 Curva
M 22 Curva

Abs (760 nm)

0,300

=

32 Curva

0,200

=

0,100
A

0,000
0 20 40 60 80 100 120 140

[ 1 Acido Galico pg/mL

Gréfico 1: Curvas analiticas sobrepostas de &cido galico, obtidas para a quantificacdo de derivados fendlicos

totais por espectrofotometria no ultravioleta-visivel em A 760 nm.
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Grafico 2: Curva analitica de acido galico equivalente aos trés dias de ensaio. Os valores representam a média +

desvio padréo. A equacio da reta e o R se referem a média das trés curvas
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Gréfico 3: Curvas de analitica sobrepostas de catequina, obtidas para a quantificacdo de derivados

fendlicos totais por espectrofotometria no ultravioleta-visivel em A 760 nm.
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Grafico 4: Curva analitica de catequina equivalente aos trés dias de ensaio. Os valores representam a

média + desvio padrao. A equacdo da reta e o R se referem & média das trés curvas.

Na quantificacdo dos derivados fenolicos o maior teor destas substancias foi
encontrado no EEAA (280 mg EAG/g amostra; 360 mg EC/g amostra), seguido pela FBA
(250 mg EAC/g amostra; 320 mg EC/g amostra) e REEAA (250 mg EAC/g amostra; 320 mg
EC/g amostra), os quais sdo estatisticamente iguais pelo Teste de Tukey (p<0,05), em seguida
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a FAEA (210 mg EAG/g amostra; 270 mg EC/g amostra) e pela FCA (90 mg EAG/g amostra;
100 mg EC/g amostra) (Tabela 4), a menos concentrada de derivados fendlicos.

Como ja era esperado as fracGes mais polares e o extrato bruto foram aqueles onde se
verificou o maior teor de derivados fenolicos. Por suas caracteristicas quimicas, a FCA
apresenta menor teor de derivados fendlicos, uma vez que, nela sdo encontradas substancias
de baixa a média polaridade, contudo o contetdo fendlico dessa fracdo provavelmente é
formado por isoflavonas, as quais foram isoladas em muitos trabalhos de fracdes em

cloroférmio.

Tabela 4: Doseamento de derivados fendlicos expressos em equivalente em acido galico e em catequina.

Amostra Concentracao Concentragcdo em Concentracédo Concentracdo em
média de Acido mg EAG/g média de mg EC/g amostra
Galico pg/mL + amostra Catequina pg/mL
DP +DP
EEAA 110,4006 + 3,34 280,0 142,2030 + 3,34 360,0
FCA 35,1643 + 2,56 90,0 39,7214 + 2,56 100,0
FAEA 84,1539 + 2,29 210,0 106,4517 + 2,29 270,0
FBA 99,5823 + 1,06 250,0 127,4671 + 1,06 320,0
REEAA 99,0291 + 1,72* 250,0 126,7136 + 1,722 320,0

EAC: equivalente em &cido galico; EC: equivalente em catequina; DP: desvio padrdo. Letras iguais indicam

médias iguais — Teste de Tukey p<0,05.

Miliauskas, Venskutonis & van Beek (2004) realizaram a avaliacdo da concentracdo
de fendis totais em mg/g extrato em equivalente de acido galico (EAG) de diversas espécies
vegetais de variadas familias botanicas: Salvia officinalis 22,6 £0,9, Salvia sclarea 24,0 1,1,
Salvia glutinosa 17,1 *+ 0,6, Salvia pratensis 9,7 + 0,4, Lavandula angustifolia 5,4 + 0,2,
Calendula officinalis 6,6 £ 0,3, Matricaria recutita 7,5 £ 0,1, Echinacea purpurea 4,1 + 1,2,
Rhaponticum carthamoides 13,3 £ 0,3, Juglans regia 11,5 £ 1,0, Melilotus officinalis 4,3 £
0,6, Geranium macrorrhizum 25,9 + 0,2, Potentilla fruticosa 37,9 + 2,1. Todas essas espécies
apresentam contetdo fendlico reduzido quando comparadas com o extrato e fracdes de A.

nitida que apresentam contetdo fendlico variando de 90-280 mg/g EAG, logo A. nitida pode
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ser considerada promissora na busca por substancias fenolicas, inclusive flavonoides. Além da
avaliacdo das possiveis atividades bioldgicas, uma vez que os derivados fendlicos apresentam
diversas possibilidades como agentes anti-inflamatdrios, anticancerigenos, antimicrobianos,

dentre outras.

Quantificacao de derivados flavonoidicos

Os polifendis constituem um dos mais numerosos grupos de metabdlitos secundarios
com mais de 8000 estruturas conhecidas. Eles podem ser moléculas simples (acidos fendlicos,
fenilpropanoides, flavonoides) ou substancias altamente polimerizadas (ligninas, melaninas,
taninos), com os flavonoides representando o mais comum e amplamente distribuido
subgrupo (SOOBRATTEE et al., 2005).

Os flavonoides possuem pronunciada atividade antioxidante, funcionando como
neutralizante de radicais livres que sdo responsaveis pelo aparecimento de diversas patologias,
como diabetes, arteriosclerose e cancer. Portanto, essas substancias fenodlicas desempenham
um papel protetor para o organismo humano e seu consumo regular acarreta beneficios para o
corpo (DORNAS et al., 2007).

O contetdo flavonoidico do extrato hidroalcodlico de A. nitida e das suas fracdes
semipurificadas foi realizado por complexacdo com cloreto de aluminio como descrito em
Material e Métodos pag. 51. A determinacdo do total de flavonoides foi expressa em
equivalente de quercetina (EQ), onde utilizou-se o comprimento de onda de 415 nm para a
quantificacdo, o qual é justificado pelo estudo de Chang e colaboradores (2002) no qual ap6s
a avaliacdo de flavonoides de diversos grupos estruturais, constataram que esse comprimento
de onda era mais adequado para a determinacdo do conteudo flavonoidico. Como o
comprimento de onda de 415 nm ndo reflete de maneira adequada o contetdo de isoflavonas,
ja que a absorvancia destas a 415 nm é demasiadamente baixa para contribuir de forma
significativa para a absorvéncia total. Assim, o conteudo flavonoidico foi expresso também
em equivalente de Biochanina A (EB), sendo as leituras de absorvancia feitas em A 365 nm. A
expressao em EB também € justificada devido a quimica do género Andira por apresentar as
isoflavonas como possiveis marcadores quimiossistematicos (GARCEZ et al., 2010) e devido
a analise do perfil quimico por CLAE realizado no presente estudo, no qual sugere a presenca
dessas substancias.

Petry e colaboradores (2001) tentaram estabelecer as condigdes Otimas para a reacao

de complexacéo de sete flavonoides em fungdo das varidveis tempo de reacdo e concentracao
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de AICI;. Os resultados evidenciaram uma reacdo com caracteristicas particulares para cada
flavonoide, ndo sendo possivel estabelecer um padrdo Unico de comportamento geral,
tornando evidente a necessidade de avaliacdo caso a caso. Este fator poderia explicar, em
parte, a obtencdo de teores subestimados na quantificacdo espectrofotométrica de flavonoides
totais por UV empregando-se a complexacdo com AlCl;

A andlise de covariancia indicou que as inclinag@es e os interceptos das trés retas de
biochanina A, obtidas por regressao linear, eram equivalentes e, portanto, a equacdo da reta
foi estabelecida com os valores médios, resultando na equacdo y= 0,0127592 — 0,00611365,
R?=0,9998 (Gréafico 5).
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Gréfico 5: Curva analitica de biochanina A equivalente aos trés dias de ensaio. Os valores representam a média

+ desvio padrdo. A equacdo da reta e 0 R? se referem a média das trés curvas

A andlise de covariancia indicou que as inclinacBes e o0s interceptos das trés retas,
obtidas por regressdo linear, de quercetina em A 415 nm eram equivalentes e, portanto, a
equacao da reta foi estabelecida com os valores médios, resultando na equacdo y= 0,063082 —
0,00820913, R?= 0,9974 (Gréfico 6).
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Gréfico 6: Curva analitica de quercetina equivalente aos trés dias de ensaio. Os valores representam a

média + desvio padrdo. A equacdo da reta e o R? se referem a média das trés curvas

Os valores do contedo de derivados flavonoidicos variou de 6,24 — 11,15 mg EB/ g
amostra. No qual a FAEA apresentou o maior teor com 11,15 mg EB/g amostra e 0 menor na
FBA com 6,24 mg EB/ g amostra. Estatisticamente, 0 EEAA e o0 REEAA foram equivalentes,
de mesma foram a FCA e a FBA pela analise de ANOVA seguida pelo Teste de Tukey
p<0,05.

J& na expressdo por equivalente em quercetina (EQ) os valores variam de 1,20 — 4,55
mg EQ/g amostra. Onde, o teor encontrado em FAEA e em FBA foi estatisticamente igual. Os
dados relativos ao doseamento de flavonoides encontram-se sumarizados na Tabela 5.

Nota-se que a quantificacdo em EB foi valiosa na expressdo do contetido flavonoidico
que poderia ser subestimado caso fosse somente realizado em EQ. Os resultados obtidos
corroboram com a caracterizacdo quimica realizada no presente estudo, a qual sugere a
presenca dessas substancias flavonoidicas, além de outros tipos estruturais de flavonoides.
Logo, a quantificacdo realizada em 415 nm por quercetina também ¢ valida, uma vez que

quantifica essas outras classes de flavonoides como as flavonas.
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Tabela 5: Quantificagdo de derivados flavonoidicos expressos como média mais desvio padrdo obtida pelas trés

determinac0es.

Amostra [1 Média de Biochanina A [1 Média de Quercetina [1 mg EB/g Teor (%) [ImgEQ/g  Teor (%)
pg/mL = DP pg/mL = DP
Isoflavonoides Flavonoides

EEAA 4,4240 +0,2394% 2,0440 £ 0,0692 8,85 0,885 4,09 0,409
FCA 3,4835 +0,0905" 0,5998 + 0,0572 6,97 0,697 1,20 0,120
FAEA 5,5735 + 0,4895 2,1763 + 0,0485" 11,15 1,11 4,35 0,435
FBA 3,1178 +0,2519° 2,2768 + 0,0183" 6,24 0,624 4,55 0,455
REEAA 4,3456 +0,1632% 1,8483 + 0,0183 8,69 0,869 3,70 0,370

EB: equivalente em biochanina A; EQ: equivalente em quercetina. Letras iguais indicam médias iguais de
acordo com ANOVA/Teste de Tukey p<0,05

As propriedades antioxidantes das isoflavonas podem contribuir para seus efeitos
bioldgicos. Os mecanismos antioxidantes incluem sua habilidade de neutralizar espécies
reativas de oxigénio e quelante de metais. Além disso, aumentam a atividade de enzimas
como a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (WEI et al., 1995).

Outra propriedade bioldgica importante das isoflavonas € a capacidade de ligacdo com
receptores de estrogénio como o ERP. Apesar da fraca atividade estrogénica comparada ao f3-
estradiol, sua importdncia ndo pode ser ignorada, visto que os niveis de isoflavonas
circulantes no plasma podem exceder facilmente a concentracdo de p-estradiol com uma
alimentacdo a base de alimentos de soja (RIMBACH et al., 2008).

Além das acOes bioldgicas citadas as isoflavonas ainda apresentam atividade antiviral
(ANDRES et al., 2009), anti-tumoral (SHU et al., 2001), antiosteoporose, antidiabética, além
de diminuir a incidéncia de doencas cardiovasculares (ESTEVES & MONTEIRO, 2001).

A soja é a principal fonte dietética de isoflavonas, sendo que 1g contém 1mg dessas
substancias flavonoidicas (FERRARI & TORRES, 2002). Tanto o extrato quanto as fracdes
de A. nitida, mostraram-se ricos em isoflavonas com a média variando de 6,24-11,15 mg EB/
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g amostra. Logo, configuram possiveis fontes de isoflavonas, as quais podem ter um amplo

espectro de acOes bioldgicas ainda ndo estudadas para este género.

5.2. Atividades Bioldgicas da espécie vegetal Andira nitida

5.2.1. Potencial antioxidante

Apols o estabelecimento do perfil quimico do extrato e fracbes de A. nitida, foi
constatada a presencga de flavonoides, possivelmente, isoflavonas e catequinas oligoméricas.
Os flavonoides sdo substancias dotadas de capacidade antioxidante, uma vez que a estrutura
quimica propicia tal acdo pela presenca de hidroxilas fendlicas e devido ao radical flavonoila
ser estabilizado por deslocalizacdo de carga pelo anel aromatico. Dessa forma, optou-se por
explorar o potencial antioxidante da espécie em questdo, ja que nao existem dados cientificos
nas mais variadas plataformas de dados sobre a atividade antioxidante de espécies do género
Andira. Sendo assim, confere-se carater inédito e relevante ao estudo em questdo. Além disso,
foi verificada a possivel correlacdo entre o potencial antioxidante e antimalarico, uma vez que
a propriedade antioxidante desses derivados parece ser importante no tratamento da maléria,
ja que o estresse oxidativo normalmente acompanha essa infeccdo (GRIFFITHIS et al. 2001).

Bioautografia com solu¢cdo de DPPH 0,2% em metanol

Apbs a verificacdo do perfil quimico das amostras por CCD, tendo em vista a riqueza
de derivados fendlicos das amostras, foi realizada a revelacdo com solugdo de DPPH 0,2% a
fim de avaliar se as substancias presentes no extrato hidroalcodlico e fragdes possuiam
atividade antioxidante. A reacdo é positiva quando existem zonas amareladas contra um fundo
arroxeado, o que significa que o radical DPPH foi reduzido por doacdo de elétrons pelas
substancias presentes nas amostras (BRAND-WILLIANS et al., 1995). Todas as amostras
apresentaram positividade para a bioautografia com DPPH, indicando a presenca de

substancias dotadas de atividade antioxidante (Figura 37).
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Da esquerda para a direita na cromatoplaca foram aplicados: EEAA (Extrato hidroalcodlico), FHA: fragdo em
hexano, FCA: fragdo em cloroférmio, FAEA: fracdo em acetato de etila, FBA: fracdo em butanol e REEAA:
residuo obtido ap6s as parti¢des do liofilizado

Figura 37: Cromatograma revelado com solugdo a 0,2% de DPPH em metanol, eluido com AcOEt:MeOH 7:3,
indicando a presenca de substancias com potencial antioxidante.

Avaliacdo da atividade antioxidante pelo ensaio espectrofotométrico de reducao
do radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila (DPPH)

O método DPPH esta baseado no descoramento de uma solu¢do composta por radicais
estaveis DPPHe de cor violeta. Quando esta solugdo ¢ colocada frente a substancias que
podem ceder um atomo de hidrogénio, ocorre o descoramento (HUANG et al., 2005), logo se
baseia na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante. O método
é simples, rapido e conveniente, sendo Gtil para a triagem de muitas amostras no intuito de
avaliar a atividade neutralizante de radical livre (KOLEVA et al., 2001).

As CEsp do extrato hidroalcoolico dos galhos de A. nitida e suas fragdes variaram de
5,9857 — 31,9021 pg/mL (Tabela 6, Grafico 7). Valores de CEsy menores do que 30 ug/mL
indicam um boa atividade antioxidante (RAMOS et al., 2003), portanto é notavel o bom

potencial antioxidante do extrato e fragdes obtidas de A. nitida.



Tabela 6: CEs, das amostras e padrfes frente ao radical DPPH.

Amostra

EEAA

FCA

FAEA

FBA

REEAA

Ginkgo biloba

Quercetina

CEso pg/mL £ DP
7,6079 +£0,1724°
31,9021 + 0,7367
10,4842 + 0,1386
7,7339 +0,0875°
5,9857 + 0,1885

39,1844 + 3,4822

2,5805 +0,1713
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Os valores referentes a CEsy s80 a média das trés determinagdes mais o desvio padrdo entre elas. Letras iguais

indicam meédias iguais — ANOVA/Teste de Tukey p<0,05.

Quercetina

Ginkgo biloba

REEAA

FBA

FAEA

FCA

EEAA

CE50 pg/ml

i 2,5805
_ =——139,1844
_ h 5,9857
_ 17,7339
_ ¥ 10,4842
_ k31,9021
_ h 7,6079
0 1IO 2IO 30 4I0 I

50

Gréfico 7: Concentracdes efetivas 50% (média de 3 determinagdes) com desvio padrdo para o extrato

hidroalcoolico dos galhos de A. nitida e suas fragfes e dos controles positivos (extrato padronizado de Ginkgo

biloba e quercetina). EEAA: extrato hidroalcodlico dos galhos de A. nitida, FCA: fracdo em cloroférmio, FAEA:

fracdo em acetato de etila, FBA: fracdo em butanol e REEAA: residuo proveniente do liofilizado apés as

particdes.

As amostras testadas apresentaram alta atividade antioxidante, sendo REEAA o mais

efetivo em doar elétrons ao radical estdvel DPPHe. O maior potencial antioxidante foi

encontrado para 0 REEAA (CEsp = 5,9857 pg/mL), seguido pelas amostras estatisticamente
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equivalentes pelo teste de Tukey (p<0,05) EEAA (7,6079 pg/mL) e FBA (7,7339 pg/mL),
depois a FAEA (10,4842 pg/mL) e por fim a FCA (31,9021 pg/mL).

A analise dos resultados desse trabalho considera como valores de referéncia a CEsy
do Ginkgo biloba (39,18 ug/mL) para comparar a atividade antioxidante das amostras
testadas, uma vez que o G. biloba é uma das plantas consideradas com alta atividade
antioxidante (MENSOR et al., 2001). Foi também utilizada como padrdo a Quercetina (2,58
ug/mkL).

Em relacdo ao extrato padronizado de Ginkgo biloba, a FCA teve atividade
semelhante e todas as demais amostras testadas foram mais ativas do que ele, verificada pelo
Teste de Tukey (p<0,05). O EEAA e a FBA foram 5 vezes mais ativos, a FAEA foi 3,7 vezes
mais ativa, e 0 mais ativo neste teste foi 0 REEAA sendo cerca de 6 vezes mais ativo que o
extrato de Ginkgo biloba. J& em relagdo a quercetina (CEs;=2,58 pg/mL), nenhuma amostra
demonstrou atividade comparavel.

Como foi verificado em CCD, CLAE e quantificacdo de derivados fendlicos e
flavonoidicos, as amostras sdo muito ricas em derivados fenolicos, especialmente,
flavonoides. Assim, as amostras mais polares apresentaram melhor atividade antioxidante, o
que pode estar relacionado com o alto contetdo de derivados fendlicos e flavonoidicos, uma
vez que essas substadncias possuem quimica especial e propriedades redutoras que
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e
guelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do
processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos séo
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromético presente na estrutura quimica
destas substancias (SOARES, 2002; CHUN et al., 2005)

A estrutura dos flavonoides é fator preponderante na atividade antioxidante que é
dependente de substituintes no anel heterociclico e no anel B. Mais especificamente, 0s
maiores determinantes da capacidade de neutralizar os radicais livres séo (i) a presenca do
grupo catecol no anel B, que tem a melhor propriedade doadora de elétrons e é um alvo dos
radicais; e (ii) a ligacdo dupla 2,3- conjugada com o grupo 4-oxi, que é responsavel pela
deslocalizacdo de elétrons (PIETTA, 2000). Portanto, os flavonoides reagem avidamente
quando séo colocados frente a radicais livres como o DPPH e 0 ABTS. Assim estes métodos
de determinacdo de atividade antioxidante sdo comumente utilizados na avaliacdo de
substancias naturais.

O interesse na descoberta de antioxidantes naturais tem aumentado, no intuito de

substituir aqueles sintéticos, os quais tém tido o uso restringido devido a toxicidade e até
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mesmo carcinogénese. Os antioxidantes naturais como os polifendis e flavonoides tém um
potencial papel na prevencdo de doengas como céncer, arteriosclerose, diabetes, entre outras.
Muitas plantas medicinais tém sido pesquisadas e sua atividade antioxidante e de extin¢do de
radicais livres reportadas (RAJBAPOOR, BURKAN & SENTHILKUMAR, 2010;
RAJKUMAR & GUHA, 2010).

A espécie A. nitida ainda é carente de estudos cientificos que demonstrem suas
atividades bioldgicas, portanto, a determinacdo de sua atividade antioxidante constitui-se um
trabalho inédito na literatura cientifica e valida o presente trabalho.

Kumar, Rajkapoor & Perumal (2012) ao avaliarem a atividade antioxidante de
Indigofera cassioides Rottl. Ex. DC. (Fabaceae) pelo método DPPH encontraram CEsg 13,97
+ 0,80 pg/mL e 387,0 + 24,17 mg de equivalente de &cido galico por grama na quantificacdo
de derivados fendlicos totais para o extrato metandlico das folhas, uma atividade antioxidante
pronunciada e bem préxima daquela obtida a partir do extrato hidroalcodlico e fracdes de A.
nitida. Porem Indigofera cassioides Rottl. Ex. DC. apresenta um conteudo fendlico maior.
Talvez as substancias encontradas em A. nitida sejam mais eficientes na neutralizacdo do
radical DPPH, uma vez que esta acdo € realizada mediante a uma concentracdo menor de
derivados fendlicos totais.

No estudo realizado por Godevac e colaboradores (2008) ao avaliarem nove espécies
da familia Fabaceae, sendo estas: Trifolium pannonicum, Oxytropis halleri, Oxytropis
campestris subsp. Dinarica, Onobrychis scardica, Lathyrus binatus, Coronilla emerus,
Astragalus glycyphyllos, Anthyllis vulneraria e Anthyllis aurea, encontraram CEsy que variou
de 13,19 a 156,98 pg/mL para o ensaio DPPH e de 38,0 a 180,88 mg EAG/g extrato seco paro
ensaio de quantificacdo de derivados fendlicos totais. As plantas que apresentaram maior
atividade antioxidante foram aquelas mais ricas em derivados fendlicos, sendo estas,
Trifolium pannonicum (106,81 + 2.38 mg EAG/g extrato seco - 13,19 + 0,90 pg/mL),
Lathyrus binatus (180,88 + 5,61 mg EAG/g extrato seco — 19,62 +1,65 pg/mL) e Anthyllis
aurea (108,96 + 3,14 mg EAG/g extrato seco — 37,68 + 1,16 pg/mL). Nota-se que a atividade
antioxidante se mostra maior em plantas ricas em constituintes fenolicos e esta foi também
encontrada na avaliacdo das amostras originadas dos galhos de A. nitida.

Ja Bianco e Santos (2010) avaliaram a atividade antioxidante de Bauhinia
microstachya (Raddi) J. F. Macbr (Fabaceae) pelo método DPPH. Os resultados obtidos
demonstram a alta atividade antioxidante de duas fracbes FAEF (fracdo em AcOEt, folhas) e
FAEC (fracdo em AcOEt, caules) CEsp = 2,75 + 0,11 e 2,86 + 0,004 ug.mL'l,

respectivamente. Estas fracbes sdo dotadas de conteudo flavonoidico signficativo, sendo
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assim estes resultados sugerem que eles possam estar envolvidos, pelo menos em parte, no
mecanismo antioxidante desta espécie. O que pode ser estendido para a andlise do grande
atividade antioxidante de A. nitida, que pela literatura disponivel e os resultados
cromatograficos, mostra-se rica em flavonoides, especialmente isoflavonas.

Extratos brutos enriquecidos em derivados fenolicos foram obtidos por extracdo com
acetona 70% acidificada com 1% HCI de Bauhinia bowkeri, Bauhinia galpinii, Bauhinia
petersiana e Bauhinia variegata (Fabaceae), os quais apresentaram CEsg de, respectivamente,
14,50 £ 0,50, 55,01 + 0,25, 17,19 + 0,14, 9,24 + 1,30 pg/mL (AHMED et al., 2012). Estes
resultados indicam alta atividade antioxidante das espécies de Bauhinia e os resultados s&o
similares aqueles obtidos a partir do extrato hidroalcodlico de A. nitida. 1sso s6 corrobora com
o0 grande potencial antioxidante das espécies pertencentes a familia Fabaceae, a qual se mostra

promissora na busca de tais substancias.

Método colorimétrico de reducdo do ABTS™ (determinagdo da capacidade

antioxidante equivalente ao trolox - TEAC)

Atualmente 0 método ABTS tem sido amplamente utilizado tanto para amostras
bioldgicas, quanto substancias puras/isoladas ou extratos de plantas de natureza hidrofilica ou
lipofilica. O composto cromoégeno 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS) apresenta cor azul/verde com maximo de absorcao a 342nm, sendo muito solGvel em
4gua e quimicamente estavel. O radical ABTS™, uma vez gerado por meio de enzimas
(peroxidase, mioglobina) ou quimicamente (diéxido de magnésio, perssulfato de sédio ou
ABAP [2,2"-azobis-(2- amidinopropeno) HCI], passa a apresentar novas caracteristicas com
maximos de absorcdo a 414, 645, 734 e 815 nm. O radical ABTS™ é mais indicado para
ensaios de substancias coloridas, reduzindo a possibilidade de interferéncia dessas substancias
que absorvem na regido do visivel ou compostos resultantes de reacdo secundaria. O ensaio
desenvolvido por Re e colaboradores (1999) foi validado por sua estabilidade,
reprodutibilidade e por ser uma alternativa economicamente viavel (KUSKOSKI et al., 2004).

O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos pag. 56, utilizando-se o A
734 nm, a fim de serem evitadas interferéncias e diferentemente do método DPPH, os
resultados foram obtidos através da cinética de reacdo de reducgdo do radical ABTS™. Dessa
forma, é possivel avaliar de melhor forma a eficiéncia da neutralizagdo do radical livre e

correlacionar o potencial antioxidante das amostras e do controle positivo, o Trolox.
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Os valores TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox) para o extrato
hidroalcodlico (EEAA) dos galhos de A. nitida e suas fracdes semipurificadas foram de 0,161-
0,698 (Gréfico 8). A amostra menos ativa foi a fragdo em cloroférmio (0,161 + 0,0031), fato
esperado pelo baixo teor de derivados fendlicos. A amostra mais ativa foi o extrato
hidroalcodlico (0,693 * 0,0087), que apresentou maior teor de derivados fendlicos pelo
método de Folin-Ciocalteau. A fracdo em butanol e o residuo obtido ap6s as particdes foram
bastante similares com valor de TEAC de 0,552 (+0,0115) e 0,516 (x 0,0244),
respectivamente. Estas amostras apresentaram contetdo de derivados fendlicos
estatisticamente equivalente pelo Teste de Tukey (p<0,05), o que justifica a similaridade no
presente ensaio. A fragcdo em acetato de etila apresentou um valor mediano (0,376 + 0,0143)
comparado as outras amostras, o que também € compativel com o teor de derivados fenolicos
desta fracéo.

Percebe-se que os extratos e fragdes possuem, de uma forma geral, pronunciada acéo
antioxidante e a analise cinética do decaimento da absorvancia é rapido nos 10 primeiros
segundos perdurando até 30 segundos de teste, depois tendendo a ficar constante até os cinco
minutos finais (Figura 38). Isso demonstra que o extrato hidroalcoodlico e suas fracbes
possuem metabolitos antioxidantes de acdo rapida, caracteristica importante para um bom
extrato antioxidante, uma vez que, in vivo, espécies reativas como o radical hidroxila tem
meia-vida curta, sendo necessarias substancias de acdo imediata para sua neutralizacdo
(BARREIROS et al., 2006). Além disso, as amostras apresentaram comportamento cinético
semelhante ao Trolox, um antioxidante analogo da vitamina E, evidenciando um possivel

mecanismo de ac¢do das amostras.
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Gréfico 8: Valores de TEAC obtidos das trés determinaces mais o desvio padrdo das amostras

obtidos no ensaio de reducdo do radical ABTS™. EEAA: extrato hidroalcodlico dos galhos de A. nitida, FCA:

fracdo em cloroférmio, FAEA: fracdo em acetato de etila, FBA: fracdo em butanol e REEAA: residuo

proveniente do liofilizado ap6s as parti¢des.

As amostras demonstraram uma rapida etapa inicial de neutralizacdo do radical ABTS

e uma fase secundaria mais lenta. Isto pode indicar a presenca de substancias que apresentam

em sua estrutura um grupo catecol (substituintes orto diidroxila) ou pirogalol (substituintes

triidroxila). Estes grupos no anel B da estrutura dos flavonoides estdo entre os principais

fatores estruturais para a atividade antioxidante, ja que é um local de favoravel potencial de

reducdo (PANNALA et al., 2001). Estas informagBes corroboram com a quimica das

possiveis substancias presentes nas amostras pelo estabelecimento do perfil quimico por

CLAE.
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Figura 38: Curvas cinéticas do controle positivo (Trolox) e as amostras provenientes de A. nitida.

A partir do conhecimento da quimica do género Andira, no qual se destacam as
isoflavonas e com base no perfil quimico estabelecido neste trabalho, o qual sugere a presenca

de isoflavonas e derivados de catequina, pode-se atribuir, em parte, a atividade antioxidante
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das amostras a esses metabolitos. As isoflavonas apresentam altos valores de TEAC descritos
na literatura como a genisteina 2,90, a biochanina A 1,16, a daidzeina 1,25 e a genisteina 7-
glicosideo 1,24. Apesar da localizagcdo do anel aromatico em C-3, onde em outras subclasses
observa-se a presenca de 3-OH que contribui para 0 aumento da atividade antirradicalar, nota-
se que o grupo hidroxila em C-4’ e a presenca de OH nos carbonos 5 e 7 no anel A sdo
requsitos estruturais relevantes para a atividade neutralizante de radicais livres das isoflavonas
(PIETTA, 2000). De acordo com Miyase e colaboradores (1999a e 1999b) as isoflavonas séo
frequentemente mais ativas do que, por exemplo, as flavonas, devido o efeito da proximidade
do grupo —OH em C-5 e -C=0 em C-4 nos isoflavonoides.

Tang e colaboradores (2004) realizaram a avaliacdo da atividade antioxidante de
diversas plantas chinesas obtendo os seguintes valores de TEAC: Cratoxylum cochinchinense
(folhas) 1,55; Curculigo orchioides Gaertn (rizoma) 0,22; Cortex magnoliae officinalis
(galhos) 0,36; Psoralea corylifolia L (fruto) 0,23. Glycyrrhiza uralensis Fisch (galhos) 0,09.
Nota-se que apenas Cratoxylum cochinchinense foi superior ao trolox e os demais extratos
tiveram atividades discretas. O extrato dos galhos de A. nitida foi mais ativo que a maior parte
dessas espécies com valor de TEAC de 0,693, que pode ser justificado em parte pelo grande

contelido de derivados fendlicos.

Quantificacdo de substéncias reativas ao &cido tiobarbitirico formadas na
peroxidacdo de lipossomos

A peroxidacgdo lipidica é causada pelo ataque de uma espécie reativa (geralmente
*OH), que abstrai um atomo de hidrogénio (He) de um grupo metileno alilico, normalmente,
de um é&cido graxo poliinsaturado, deixando um elétron desemparelhado no carbono,
caracterizando a etapa de iniciacdo. Este radical é usualmente estabilizado por rearranjo
molecular, formando um dieno conjugado. Sob condicdes aerdbicas, o carbono radicalar do
dieno conjugado reage com O, (que é uma molécula hidrofobica e, portanto, se concentra no
interior das membranas) e forma o radical peroxila. Este radical peroxila é capaz de abstrair
He de moléculas de lipideos adjacentes, cujo carbono radicalar sofre novo rearranjo, reage
com O, e forma outro radical peroxila e assim sucessivamente, caracterizando a reacdo em
cadeia da etapa de propagacéo. O radical peroxila combina-se com o He abstraido, gerando o
lipideo hidroperéxido (LOOH) que ao sofrer quebra, forma aldeidos como malonaldeido e 4-
hidroxinonenaldeido, entre outros (VASCONCELOS et al., 2007).



106

O aldeido mal6éndico (MDA) é uma substancia secundéria da peroxidacao lipidica,
derivado da cisdo beta dos acidos graxos poliinsaturados peroxidados, tais como &cido
linoleico, araquiddnico e docosaexanoico. Atualmente, o0 MDA ¢é considerado um candidato
potencial para ser escolhido como um biomarcador geral de dano oxidativo em plasma
(VASCONCELOS et al. 2007). No método aqui proposto, foi avaliada a capacidade das
amostras em inibir a formacdo de MDA, e outros aldeidos secundérios, gerados a partir da
peroxidacdo de fosfolipideos de cérebro bovino na forma de lipossomos, induzida pelo
sistema Fe (l1l)/ascorbato. A quantificacdo de malondialdeido gerado é feita pela reacdo com
0 &cido tiobarbitdrico em meio &cido, & quente, formando um cromoégeno que pode ser
quantificado por espectrofotometria em A 532 nm.

Para tentar mimetizar o que acontece in vivo, foi proposta a realizacdo do presente
ensaio, descrito em Material e Métodos pég. 57, no qual o meio reacional é lipofilico e por
isso, as amostras menos polares foram selecionadas (fracdo em hexano e em cloroférmio).
Estas amostras podem ndo apresentar boa atividade antioxidante, por questdes de
solubilidade, frente a outros métodos realizados em meio hidrofilico, como o DPPH e o
TEAC. Nesse ensaio, a peroxidagdo lipidica foi induzida pela reacdo do acido ascorbico com
Fe (I11), um metal de transicdo, e nestas condi¢cdes o ac. Ascorbico apresenta propriedades
pro-oxidantes, reduzindo o Fe (I11) a Fe (I1) e este ultimo reage com oxigénio molecular (O,),
originando o anion superdxido e uma sequéncia de reacbes que culmina com a formacédo do
radical «OH;

Fe**  + Ac. Ascorbico — Fe** + Ac. ascorbicoe

Reacdo de Haber-Weiss: Fe** + 0, — Fe + Ope-
Oye- + 2H" — H,O, + O,

Reacéo de Fenton: Fe* + Op»- —  Fe* + 0,
Fe®* + H,0, —  Fe* + "OH + «OH

As fracBes em hexano e em cloroférmio foram ativas neste sistema lipofilico, como ja
era esperado, com CEsp pug/mL de 40,5 e 136,2 pg/mL, respectivamente. Portanto, foram
eficientes no impedimento da peroxidacdo lipidica realizada pela combinagdo do FeCls e 0
acido ascorbico, sendo resultados promissores da busca de antioxidante de natureza lipofilica.
A atividade dessas amostras pode ser justificada pela protecdo do fosfolipideos de membrana
através do impedimento de formacdo das espécies reativas nas reacGes de Fenton e Haber-
Weiss por quelacdo do Fe (I1), ou até mesmo bloqueando sua oxidagdo a Fe (lll), o que

interfere na etapa de iniciacdo do processo oxidativo. Por outro lado, as amostras poderiam
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atuar também na etapa de propagacdo pela abstracdo de radicais peroxila, o que diminui a
propagacao dos danos oxidativos aos lipossomos.

As atividades das amostras foram comparadas com aquelas do extrato comercial
padronizado de Ginkgo biloba e propilgalato, os quais sdo reconhecidos pela capacidade
antioxidante potente. O extrato de Ginkgo biloba apresentou CEsy de 63,5 pg/mL e o
propilgalato 9,38 x 10° M e ainda com a do a-tocoferol cuja literatura reporta uma CEsy de
13,68ug/mL (RAVISHANKARA et al., 2002). Somente a FHA foi estatisticamente
semelhante ao extrato de Ginkgo biloba pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Em um trabalho com vérios derivados de hidroxiflavonas, Cotelle e colaboradores
(1996) mostraram que o sistema de substituicdo do tipo pirogalol, principalmente, mas
também catecol no anel B estd relacionado com melhor atividade protetora contra a
peroxidacao lipidica.

Miyase e colaboradores (1999a e 1999b) avaliaram a atividade antioxidante 15 novos
derivados isoflavonoidicos isolados a partir de Lespedeza homoloba, Fabaceae, usando o
modelo de inibicdo da peroxidacdo em homogenatos de cérebro de rato. Os autores
concluiram que, além da proximidade dos grupos —-OH em C-5 e -C=0 em C-4 nas
isoflavonas contribui para maior atividade antioxidante, aqueles derivados contendo grupo
catecol tiveram maior atividade contra a peroxidacdo em homogenatos de cérebro de ratos e
também melhor atividade de extin¢do de anion superdxido. Além disso, ndo encontraram para
os derivados isoflavonoidicos testados uma correlagdo clara entre as atividades inibidora da
peroxidacdo do homogenato de cérebro de rato e a de quelacdo de Fe(ll). Jiang e
colaboradores (2005) compararam o efeito antioxidante de duas espécies de Fabaceae,
Pueraria thomsonii e P. lobata, usando o modelo de oxidacdo lipidica e proteica das
membranas de células vermelhas pelo diidrocloreto de 2,2”-azo-bis-(2-amidinopropano)
(AAPH). As duas espécies sdo ricas em isoflavonoides, mas segundo o achado dos
pesquisadores, P. lobata tem maior teor em isoflavonoides e atribuem a esse fato, 0 seu maior
poder antioxidante com Clsp no modelo usado de 194 + 6,9 pg/mL. Das isoflavonas isoladas,
apenas a puerarina (uma isoflavona Cg-glicosilada) foi ativa, Clsg de 756,2 = 5,0 pg/mL,
comparavel com o padrdo de acido ascorbico usado cuja Clsg foi de 720,5 £ 3,6 pg/mL.

A busca por antioxidantes naturais se faz necessaria, principalmente, porque aqueles
utilizados industrialmente como BHT, BHA, dentre outros, apresentam efeitos toxicos e até
cancerigenos (SOARES, 2002).

Os resultados do ensaio se encontram no Grafico 9.
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Gréfico 9: CEs, mais desvio padrdo obtidas no ensaio de peroxidagdo lipidica da fragdo em hexano
(FHA), fracdo em cloroférmio (FCA) e controles positivos extrato seco padronizado de Ginkgo biloba (GB) e
Propilgalato (PG).

Analisando os resultados (Grafico 9) observamos que tanto FHA como FCA
preveniram a peroxidacdo lipidica dos fosfolipideos dos lipossomos induzida pelo sistema
Fe**/ascorbato de uma forma dose dependente. Pode-se, portanto, inferir a hipétese que essas
amostras possuem capacidade de extinguir o radical hidroxila, potencialmente toéxico, no meio
biolégico. Esses resultados podem significar uma boa afinidade dos componentes
antioxidantes das amostras no meio lipofilico e na interface, podendo atravessar a bicamada
lipidica das membranas celulares (TANG e col., 2004). Possivelmente esses efeitos se devem
em grande parte a presenca de derivados isoflavonoidicos, cuja atividade antioxiodante em
modelos de peroxidacao lipidica tem sido comprovada.

Correlacdo do teor de derivados fendlicos totais com a atividade antioxidante
pelo método DPPH

Os resultados indicam que para A. nitida a atividade antioxidante esta intimamente
relacionada com o a composi¢do fendlica das amostras, especialmente, sendo promovida
pelos flavonoides e polifendis. Deste modo, foi efetuada a correlagdo da composi¢cdo de
derivados fendlicos com a atividade antioxidante das amostras através da Correlagdo de
Pearson, realizada pelo programa estatistico GraphPad Prism 5.01 com intervalo de confianca
de 95% (p<0,05).
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O coeficiente de correlagcdo de Pearson foi significativo para todas as amostras, o que
demonstra que a atividade antioxidante esta relacionada com a composicdo fendlica das
amostras Pearson>0,9 para todas as amostras (Tabela 7). Isto indica que os derivados
fenolicos contribuem de forma importante para a capacidade antioxidante do extrato e das

fragdes.

Tabela 7: Analise estatistica pela Correlacdo de Pearson entre o teor de derivados fenélicos total e a atividade
antioxidante obtida pelo método DPPH.

Amostra Coeficiente de correlagcdo de Pearson —
DPPH
EEAA 0,9863
FCA 0,9873
FAEA 0,9976
FBA 0,9943
REEAA 0,9704

EEAA.: extrato hidroalcodlico dos galhos de A. nitida, FCA: fracdo em cloroférmio, FAEA: fracdo em

acetato de etila, FBA: fracdo em butanol e REEAA: residuo proveniente do liofilizado apds as particoes.

Chidambaram e colaboradores (2013) encontraram uma alta correlagédo positiva
(coeficiente de correlacdo = 0,978) entre a quantidade de derivados fendlicos e a atividade
antioxidante pelo método DPPH, o que sugere a grande contribuicdo destas substancias para o
pronunciado potencial antioxidante do extrato das raizes de Codariocalyx motorius
(Fabaceae). Logo, os resultados obtidos a partir das amostras originadas dos galhos de A.

nitida sdo corroborados por outras espécies da familia Fabaceae.

Correlacéo entre o teor de derivados flavonoidicos expressos em biochanina A e
quercetina com os valores TEAC encontrados para as amostras

A atividade antioxidante estd intimamente relacionada com o a composicao fendlica
das amostras, especialmente, sendo promovida pelos flavonoides e polifendis. Deste modo,
foi efetuada a correlagdo da composicdo de derivados flavonoidicos tanto expressos como
isoflavonoides quanto flavonoides com a atividade antioxidante das amostras obtida pelo
TEAC. A analise de correlacdo de Pearson foi realizada pelo programa estatistico GraphPad

Prism 5.01 com intervalo de confianga de 95% (p<0,05).
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Embora o teor de isoflavonoides expressos em biochanina A seja maior do que o teor
de flavonoides expresso em quercetina nota-se que ndo ha correlacdo positiva com atividade
antioxidante avaliada pelo TEAC (-0,8790) (Tabela 8). Talvez as isoflavonas ndo contribuam
de forma eficiente, quanto o conteddo de fendlicos totais de cada amostra e elas ndo sigam o
padrdo de atividade do Trolox. J& os flavonoides expressos em equivalente de quercetina
apresentam forte correlacdo (0,8372) com a atividade antioxidante avaliada pelo TEAC,

mostrando que estes contribuem de forma significativa para a atividade antioxidante.

Tabela 8: Correlacéo entre o teor de isoflavonoides e flavonoides com a atividade antioxidante determinada pelo
TEAC.

Amostras Teor (%) Teor (%) TEAC Correlagéo Correlagéo
isoflavonoides flavonoides Isoflavonoides  Flavonoides
expressos Eq expressos Eq
Biochanina A quercetina X X

TEAC TEAC

FAEA 1.115 0.435 0,373 -0,8790 0,8372

EEAA 0.885 0.409 0,693

REEAA 0.869 0.370 0,516

FCA 0.697 0.120 0,161

FBA 0.624 0.455 0,552

EEAA.: extrato hidroalcodlico dos galhos de A. nitida, FCA: fracdo em cloroférmio, FAEA: fracdo em acetato de

etila, FBA: fracdo em butanol e REEAA: residuo proveniente do liofilizado ap6s as parti¢ces.

5.2.2. Potencial antimaléarico dos extratos e fracoes

Diversas familias de plantas tém sido testadas no intuito de serem encontradas novas
alternativas para o tratamento da malaria, devido principalmente a resisténcia crescente de
cepas de P. falciparum aos medicamentos atualmente utilizados. Encontra-se documentada
espéecies ativas das familias: Apocynaceae, Asteraceae, Compositeae, Euphorbiaceae,
Rubiaceae, Fabaceae, dentre outras (BOURDY et al., 2004, BERTANI et al., 2005;
GARAVITO et al. 2006, RUIZ et al., 2011). Varias espécies da familia Fabaceae ja
apresentaram grande potencial antimalarico (GODEVAC et al., 2008). A. nitida (Fabaceae) é
uma possivel fonte destas substancias, ja que o género Andira apresenta espécies dotadas de

atividade antimalarica como A. inermis, relacionada as isoflavonas e aos 2-Arilbenzofuran-3-



111

carbaldeidos (KRAFT et al., 2000; 2001). Portanto este estudo de carater inédito é uma
possivel contribuicdo para o conhecimento bioldgico da espécie em questao.

Teste de inibi¢do do crescimento do P. falciparum em cultura in vitro (Teste LDH)

O experimento foi realizado como descrito em Material e Métodos pag. 59 em
colaboracdo com o Laboratério de Fitoquimica da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais. O extrato e fragfes semipurificadas de A. nitida apresentaram
atividade consideravel no ensaio sobre a cultura de P. falciparum resitente a cloroquina (W2),
efetuado em trés ensaios independentes. As amostras mais ativas na concentracdo de 25
pg/mL foram FCA com 19% de inibicdo do crescimento, seguida pelo REEAA com 16%,
FBA com 15% e FHA com 11%. O extrato bruto hidroalcodlico (EEAA) e a fragdo acetato de
etila (FAEA) foram as menos efetivas contra P. falciparum com 3 e 5% de inibigéo,
respectivamente. O extrato lipofilico (EHDA) dos galhos de A. nitida foi inativo neste teste de
triagem.

Na concentragdo de 50 pg/mL destacaram-se as fracbes FCA e FHA, as menos
polares, ambas com 31% de inibicdo. Em seguida, aparece a FBA com 23%, residuo com
18%, FAEA com 10% e EEAA com 9%.

As porcentagens de inibicdo do experimento sdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9: Percentual de reducéo do crescimento de P. falciparum cloroquina-resistente (W2) na presenca
amostras obtidas de A. nitida.

Conc.
(hg/mL) % Reducao do crescimento de P. falciparum (\W2)
Amostras
EHDA FCA EEAA FAEA FBA FHA REEAA
50 Inativo 31 9 10 23 31 18
25 Inativo 19 3 5 15 11 16

EHDA: extrato lipofilico dos galhos de A. nitida, FCA: fracdo em cloroférmio, EEAA: extrato
hidroalcoolico dos galhos de A. nitida, FAEA: fracdo em acetato de etila, FBA: fracdo em butanol, FHA: fracdo

em hexano e REEAA: residuo proveniente do liofilizado apds as parti¢des.
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Diferentes classes de metabdlitos secundarios como terpenos (MESHNICK, 2002),
flavonoides (FROELICH et al., 2007) e alcaloides (CHEA et al., 2007) tém sido reportados na
literatura como possuidores de atividade antimalérica.

No presente experimento as fracdes menos polares destacaram-se pela atividade
antiplasmodial in vitro, fato este corroborado por Kraft et al. (2000) que avaliaram a atividade
antiplasmodial dos extratos lipofilicos obtidos a partir das folhas e galhos de Andira inermis,
0S quais apresentaram atividade moderada in vitro, Clso de 56,0 e 58,6 pg/mL para o extrato
lipofilico das folhas frente as cepas poW (cepa sensivel a cloroquina) e Dd2 (cepa resistente a
cloroquina), respectivamente. Enquanto o extrato lipofilico dos galhos teve Clso de 82,0
(poW) e 108,7 (Dd2) pg/mL. As isoflavonas isoladas foram ativas contra P. falciparum tanto
frente a Dd2 quanto a poW. As CEsy em pg/mL para as isoflavonas isoladas foram:
Formononetina (>50,0 poW, >50,0 Dd2), Prunetina (27,8 poW, 50 Dd2), Biochanina A
(46,8 poW, 50 Dd2), Calicosina (4,2 poW, 9,8 Dd2), Genisteina (2,0 poW, 4,1 Dd2) e
Pratenseina (45 poW, 50 Dd2). As mais ativas foram Calicosina e Genisteina. Em 2001, Kraft
e colaboradores deram continuidade a busca de produtos naturais com atividade
antiplasmoédica. Testaram diversos derivados isoflavonoidicos isolados das fragGes ativas
obtidas a partir dos extratos das folhas de A. inermis contra P. falciparum, sendo que uma
ainda ndo havia sido avaliada por eles: a Afrormosina (36,6 + 3,3ug/mL poW; 38,5 + 7,3
ug/mL Dd2), que também demonstrou atividade contra o parasito no ensaio in vitro. Por outro
lado, as substancias isoladas 2-Arilbenzofuran-3-carbaldeidos, os Andinermal A (2.3 + 0.4
ug/mL poW; 3.9 + 0.2 pg/mL Dd2) e C (5,9 £ 0,5 pg/mL poW, 6.3 £ 1,0 ug/mL Dd2)
demonsraram atividade antiplasmodial pronunciada.

Esses dados reforcam os resultados obtidos pela fracdo em cloroférmio (FCA), uma
vez que, ela apresenta consideravel contetdo flavonoidico expresso em isoflavonas (6,97 mg
EB/ g amostra). Para a fracdo em hexano (FHA) ndo foi realizada a determinacéo do contetido
flavonoidico, contudo ndo se descarta a possibilidade da presenca de derivados
isoflavonoidicos, uma vez que esse tipo de substancia tem sido descrita para o género Andira,
a partir de extratos e fragdes lipofilicas, como benzeno, hexano, éter de petrdleo, éter etilico,
diclorometano, cloroférmio, entre outros (COCKER et al., 1962; BRAZ-FILHO et al., 1973;
KRAFT et al., 2000, 2001, 2002; ALMEIDA et al., 2008).

As isoflavonas foram isoladas de todas as espécies de Andira estudadas até o presente
momento (BRAZ-FILHO et al., 1973, KRAFT et al., 2000 e 2001, SILVA et al., 2006,
ALMEIDA et al., 2007, SILVA et al., 2008, GARCEZ et al., 2010). Pode-se sugerir que elas,
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além de marcadores quimiossistematicos, sejam as responsaveis em parte pela atividade
antimalérica do género. As isoflavonas também possuem atividade contra outros protozoarios
como Leishmania donovani e Trypanosoma brucei brucei como a genisteina, a biochanina A,
a formononetina e 7-hidroxi-isoflavona (SALEM & WERBOVETZ, 2006)

A atividade baixa do EEAA pode ser justificada pela reduzida concentragdo das
substancias ativas, pois ele reune todos os tipos de substéncias e com o fracionamento ocorre
a separacdo e concentracdo dessas substancias nas diversas fracdes. A FBA também
apresentou resultados interessantes que também sdo embasados pela literatura que mostra
trabalhos, nos quais compostos fendlicos apresentaram atividade antimalérica (KRAFT et al.,
2000, 2001).

No entanto, é importante lembrar que falta de atividade de extratos de plantas in vitro
ndo deve ser interpretada como inatividade in vivo contra a malaria, por diferentes razdes, por
exemplo, os limites bioldgico e fitoquimico do teste, como a biodistribuicdo e o processo de
extracdo (RUIZ et al., 2011).

Teste espectrofotométrico de inibicdo da polimerizacdo da ferriprotoporfirina
(FBIT) ou inibigéo da polimerizagdo do heme

Para colocar este modelo em funcionamento dentro das nossas condigdes, foi
necessario otimizar parametros, tais como, qualidade da agua usada (deve ser destilada e
deionizada), concentracdo de hemina, tipo de placa 96 pocos, velocidade e forca de
centrifugacdo, entre outros, como a desocupacédo das placas durante os descartes finais que é
um ponto critico neste modelo, ja que pode dar origem a uma grande variabilidade nos
resultados dos ensaios. Uma vez estabelecidas as condi¢fes do ensaio, utilizaram-se lotes de
cloroguina diferentes (da Coldmbia e Merck Brasil) para determinacdo da Clsy e comparagédo
das mesmas. Inicialmente, testaram-se varias concentracdes para se determinar a Clsy em
nossas condicdes.

Uma vez padronizadas as varidveis em nossas condi¢es de trabalho, as amostras
obtidas a partir dos galhos de Andira nitida foram testadas de acordo com o descrito na parte
de Material e Métodos, pag. 60, usando a cloroquina difosfato Merck como referéncia.

O ensaio FBIT € um meétodo simples e menos dispendioso comparado aos outros
métodos de avaliagdo da atividade antimalarica in vitro. Desta forma, a implementacdo desse
método para a avaliacdo de extratos vegetais é vantajoso e menos laborioso do que o teste de

cultura in vitro do Plasmodium falciparum, devido as dificuldades de manutencéo do cultivo.
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O método de Garavito e colaboradores (2006) foi utilizado com pequenas
modificacbes como descrito em Material e Métodos pég. 60. No intuito de serem encontradas
as condicdes ideais, diversos ensaios foram feitos para que a concentracdo de hemina ideal
fosse encontrada (0,25 mg/mL) e a velocidade/forca de centrifugacdo (800 gravidades) fosse
definida.

Neste teste, apesar do extrato hidroalcodlico de A. nitida ser inativo, avaliaram-se suas
fragdes enriquecidas e estas se mostraram ativas. As CEsy das amostras variaram de 0,412-
1,12 mg/mL, sendo a fracdo em cloroférmio (FCA) a mais ativa, seguida pelo extrato
lipofilico (EDHA), fragdo em hexano (FHA) e fracdo em acetato de etila (FAEA). Os
resultados do teste encontram-se sumarizados na Tabela 10.

Tabela 10: CEs, médias com desvio padrdo obtidas pela avaliagdo da atividade sobre a polimerizagdo da

hemina medida por trés ensaios independentes dos extratos e fragdes de A. nitida.

Amostra Status CEsomg/mL £ DP
EEAA Inativo -

EHDA Ativo 0,6737 +0,0571°
FHA Ativa 0,7093 + 0,0774°
FCA Ativa 0,4127 £ 0,0828
FAEA Ativo 1,1193+ 0,1463
FBA Inativo -

REEAA Inativo -
Cloroquina Ativa 0,008 + 0,001

Letras iguais indicam médias iguais de acordo com analise estatistica por ANOVA/Teste de Tukey p<0,05. DP:
desvio padrdo de 3 repetigdes. EEAA: extrato hidroalcodlico dos galhos de A. nitida, EHDA: extrato lipofilico
dos galhos de A. nitida, FHA: fragdo em hexano, FCA: fragdo em cloroférmio, FAEA: fracdo em acetato de etila,

FBA: fracdo em butanol e REEAA: residuo proveniente do liofilizado apds as particoes.

Novamente, as fragbes de baixa a media polaridade demonstram maior atividade
antimalarica. O conteudo flavonoidico da FCA € promissor e parece ser constituido
majoritariamente por derivados isoflavonoidicos (6,97 mg EB/ g amostra). Dessa forma,
reforga-se o papel dessas substancias na atividade sobre a polimerizagcdo da hemina, uma vez
gue elas também apresentam atividade contra P. falciparum in vitro (KRAFT et al., 2000;
2001). CHONG & SULLIVAN JR (2003) avaliaram a atividade inibidora da biocristalizagéo
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do heme de vérias substancias. Levando em consideragdo o trabalho de Kraft e seus
colaboradores, os autores testaram a biochanina A e a genisteina, as quais foram ativas com
Clso de 20,8 (= 1,1) uM e 36,2 (+ 3,4) UM, respectivamente.

Tanto derivados terpénicos (FERREIRA et al., 2010) quanto isoflavonas sdo relatados
na literatura como antimaléricos (KRAFT et al., 2000; 2001), além de outras substancias de
variada natureza quimica como as antraquinonas, alcaloides, flavonoides, limonoides,
naftoquinonas, sesquiterpenos, quassinoides (CARABALLO et al., 2004)

Bourdy e colaboradores (2004) fizeram a seguinte classificagdo de atividade
antimalarica no teste FBIT a partir da CEsp mg/mL: menor do que 5: extrato ativo, de 5 a 10:
extrato moderadamente ativo e maior do que 10: extrato inativo. Segundo esta classificacdo
percebe-se que as amostras provenientes do extrato hidroalcodlico de A. nitida sdo
classificadas como ativas, pois nelas se observa CEsy; menores do que 5 mg/mL. Os autores
realizaram um verificacdo de diversas espécies vegetais, dentre elas 2 espécies pertencentes a
familia Fabaceae, sendo elas Enterolobium contortisiliquum (Vell. Conc.) Morong. (folhas —
CEs 0,41 £ 0,01 mg/mL), Geoffroea decorticans (Gill. Ex Hook. & Arn.) Bruk. (folhas —
0,45 = 0,12; galhos — 1,00 + 0,12 mg/mL) e Caesalpinia paraguariensis (Parodi) Burk.
(sementes — 1,70 £ 0,25) (BOURDY et al., 2004). Resultados estes proximos aqueles obtidos
com A. nitida.

Bertani e colaboradores (2005), ao avaliarem plantas tradicionalmente antimalaricas
da Guiana Francesa, testaram a espécie Pterocarpus rohrii Vahl (Fabaceae), a qual inibiu
quase 60% do crescimento do Plasmodium yoelii no teste in vivo, mas foi inativa in vitro
contra o P. falciparum e apresentou CEso > 180 pug/mL no teste FBIT, por outro lado é mais
ativa do que as fracOes e extratos de A. nitida no FBIT.

Ruiz e colaboradores (2011) realizaram a avaliacdo do potencial antimalarico de
plantas usadas por grupos amazoénicos & beira do Rio Nanay (Peru). Dentre elas testaram a
atividade antimalarica do extrato dos galhos de Senna reticulata (Willd.) H. Irwin & Barneby
(Fabaceae), o qual apresentou CEso >10 pg/mL para o ensaio in vitro contra o P. falciparum
FCR-3 cloroquina-resistente e 8,7 ug/mL no ensaio FBIT, logo maior atividade do que A.
nitida.

Na busca por substancias que apresentem atividade antimalarica por inibicdo da
formagéo de hemozoina pelo parasito, fica evidente o potencial das amostras provenientes de
A. nitida, as quais podem constituir possiveis alvos para o desenvolvimento de antimalaricos.

Frente a necessidade da substancia ativa atravessar as membranas bioldgicas para se
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concentrar no vacuolo acidico do parasito e assim produzir a atividade antimalarica em
questdo. Logo, a FHA e FCA, séo promissoras na busca de substancias de menor polaridade

que desempenhem tal atividade.

Teste da Supressao da Parasitemia “in vivo” (Teste de Peters)

O teste supressivo de Peters foi realizado como descrito em Material e Métodos péag.
61 e durante os primeiros quatro dias ndo foram evidenciados sintoma dramaticos da doenca.
A evolucdo foi acompanhada pela contagem dos glébulos vermelhos parasitados em amostras
de esfregacos de sangue periférico. No dia 5 aparecem sintomas leves caracterizados por
piloerecdo. J& no dia 7 aparecem marcadamente os sintomas da doenca, apresentando-se, nas
condi¢des do ensaio, morte dos animais até o dia 12 posterior a infeccdo. A evolucdo da
parasitemia dos animais pode permanecer indetectavel por alguns dias para logo aparecer e ir
aumentando até a morte do animal.

Segundo Krettli e colaboradores (2009) amostras que apresentem 30% ou mais de
inibicdo da multiplicacdo do parasito podem ser consideradas ativas. Dessa forma, todas as
fracdes e o extrato lipofilico testados apresentaram atividade antimalarica. Destacando-se a
fracdo em hexano, a qual apresentou a maior inibicdo no 7° dia, 75%, FCA e EDHA
apresentaram mais de 50% e FAEA 39%. No 9°dia, ainda pode ser visualizada uma atividade
antimalarica consideravel das fragdes FCA 50 mg/Kg (47,83%), FCA 200 mg/Kg (53,75%) e
FHA 200 mg/Kg (59,68%) (Tabela 11).



Tabela 11: Inibicdo da multiplicagdo parasitaria quantificada no 5°, 7°, 9° e 12° dia ap06s a infeccéo.
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Amostra  Dose (mg/Kg) Supressdo da parasitemia (%) por dia
5° dia 7° 9° 12°
FCA 50 0 11 48 31
FCA 100 7 0 0 0
FCA 200 18 53* 54 5
FHA 200 0 75* 60 37
EHDA 200 1 51* 24 0
FAEA 200 26 39 0 0
CQ 10 98* 64 61 37

n= 5 camundongos por grupo. *Atividade antimalérica significativa pelo Teste Mann-Whitney comparado ao

controle negativo p<0,05. CQ: cloroquina, FCA: fracdo em cloroférmio, FHA: fracdo em hexano, EHDA:

extrato lipofilico dos galhos de A. nitida e FAEA: fracdo em acetato de etila.

No Grafico 10, encontram-se sumarizados o comportamento das amostras pela

inibicdo da multiplicacdo parasitaria durante o experimento.
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Gréfico 10: Supressdo da parasitemia de camundongos infectados por P. berghei, tratados com amostras de A.

nitida e Cloroquina, nos dias pos-infeccdo. CQ: cloroquina, EHDA: extrato lipofilico dos galhos de A. nitida,

FHA: fragdo em hexano, FCA: fracdo em cloroférmio, FAEA: fracdo em acetato de etila.
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Mufoz e colaboradores (2000 a e b) realizaram a avaliacdo de diversas espécies
vegetais de variadas familias no intuito de serem encontradas novas possibilidades para o
tratamento da malaria. Verificou-se que o extrato hidroalcodlico de Apuleia leiocarpa
(Fabaceae) nas doses de 100 e 250 mg/Kg apresentou inibicdo de 53 e 31% sobre a
multiplicacdo de P. berghei. J& Myroxylon peruiferum 1000 mg/Kg apresentou 35 % de
inibicdo. No mesmo contexto, Bertani e colaboradores (2005) avaliaram o decocto das folhas
de Pterocarpus rohrii (Fabaceae), o qual foi inativo in vitro, mas ativo na dose de 1072
mg/Kg no ensaio in vivo com inibi¢do de 59,3%.

Recentemente, Oliveira (2011) em seu trabalho com espécies vegetais da caatinga e
regido amazonica, avaliou a atividade antimalarica in vivo de Bowdichia virgilioides Kunth
(Fabaceae) que apresentou inibicao da parasitemia no 5° dia de 65% (100 mg/Kg) e 38% (500
mg/Kg). Esses resultados reforcam a pesquisa com espécies da familia Fabaceae e mostram
sua importancia na busca por novas fontes de substancias antimalaricas.

As amostras de A. nitida testadas no ensaio conta P. berghei foram ativas e essa
atividade se repete em varias espécies da familia Fabaceae, 0 que mostra a grande
possibilidade de estudos com membros da referida familia, no intuito de serem encontradas
substancias antimaléricas.

O tempo de meia-vida das amostras e, consequentemente, sua biodisponibilidade pode
diminuir e afetar seu efeito biolégico. Isto pode explicar alguns resultados obtidos neste
trabalho, onde no 5° dia apds a infeccdo as amostra mostram pouca inibicdo sobre a
multiplicacdo dos parasitos, mas no 7° ocorre uma alta atividade. Neste estudo, as amostras
foram administradas por via oral aos animais, considerada como de primeira escolha pela

facilidade de adeséo ao tratamento principalmente em é&reas endémicas (VIAL et al., 2004).

Avaliacdo da toxicidade

Usando como parametro de toxicidade o nimero de animais vivos no dia da primeira
leitura (no caso, dia 5) do ensaio, foi obtida uma aproximacéo da viabilidade do emprego de
cada extrato ou fracdo em relacdo a sua toxicidade, uma vez que no desenho do ensaio, per si,
expde 0s animais a doses repetidas dos tratamentos. A sobrevivéncia dos animais foi
acompanhada até o 37° dia do ensaio. Neste contexto, apesar dos animais estarem vivos na
contagem do 5° dia, foi observado que a fracdo em cloroférmio (FCA) apresentou efeitos
toxicos nos camundongos, evidente no nimero de animais vivos apos esse dia. No 7° dia,

havia apenas 2 camundongos nos grupos de 50 mg/Kg peso e 100 mg/Kg peso e 3 animais no
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grupo tratado com 200 mg/Kg peso (Tabela 12). A toxicidade ja& foi relatada no trabalho de
Silva e colaboradores (2008) na avaliacdo da atividade anti-helmintica de A. anthelmia.

Apesar de menos ativa do que as outras amostras testadas neste experimento, a fracao
em acetato de etila (FAEA) foi aquela que garantiu melhor sobrevida aos animais (31 dias),
fato esse corroborado pela presenca majoritaria de derivados flavonoidicos e outros fendlicos,
substancias antioxidantes, que podem controlar os danos oxidativos decorrentes da infecgéo,
retardando, por exemplo, o quadro de anemia dos camundongos (IBRAHIM et al., 2012),
contribuindo para a maior sobrevida dos animais. Em seguida, as fracbes em cloroférmio e
em Hexano a 200 mg/Kg e o extrato lipofilico apresentaram o melhor tempo de sobrevida (27
dias) (Tabela 12). No 37° dia nenhum camundongo mais estava vivo.

Tabela 12: Sobrevida dos camundongos por dias p6s-infec¢do com P. berghei.

Tratamentos 5°dia 7° dia 9°dia 12°dia 17°dia 21°dia 27°dia 31°ia 37°dia

CN 5/5 4/5 3/5 3/5 2/5 2/5 2/5 1/5 0/5
CQ 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 3/5 3/5 0/5 0/5
G3 5/5 2/5 2/5 2/5 2/5 1/5 0/5 0/5 0/5
G4 5/5 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
G5 5/5 3/5 2/5 2/5 2/5 2/5 1/5 0/5 0/5
G6 5/5 3/5 3/5 2/5 1/5 1/5 1/5 0/5 0/5
G7 5/5 4/5 2/5 1/5 1/5 1/5 1/5 0/5 0/5
G8 5/5 4/5 4/5 3/5 3/5 2/5 1/5 1/5 0/5

n = 5 camundondos. CN: controle negativo, CQ: cloroquina, G3: FCA 50 mg/Kg peso, G4: FCA 100 mg/Kg
peso, G5: FCA 200 mg/Kg peso, G6: FHA 200 mg/Kg, EHDA: 200 mg/Kg peso e G8: FAEA: 200 mg/Kg peso.

Avaliacdo comparativa dos resultados obtidos nos trés modelos usados para

verificacdo do potencial antimalarico

N&o necessariamente se deve encontrar correlacdo tdo alta nos resultados
comparativos dos trés modelos usados, j4 que estes avaliam distintos modos de acéo das

substancias em relacdo a atividade antimaléarica, embora uma amostra promissora geralmente
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apresente atividade em varios modelos. Na Tabela 13 estdo agrupados os dados referentes aos
trés experimentos realizados para avaliacdo da atividade antimalérica.

O ensaio de triagem pela inibicdo do crescimento do P. falciparum mostrou maior
potencial antimalarico das fracbes menos polares, FHA e FCA, apesar das concentracOes-
padrdo testadas serem demasiadamente baixas, mas estdo de acordo com o preconizado pela
RITAM. Esse resultado se repetiu na avaliagdo da inibicdo da polimerizacdo da
ferriprotoporfirina IX, onde FHA, FCA e o extrato lipofilico (EHDA) foram ativos e a FAEA
mostrou-se também uma possivel fonte de substancias com atividade antipolimerizante, ja as
outras amostras se mostraram inativas por esse mecanismo de agdo. A fragdo FCA possue um
contedo expressivo de isoflavonoides, determinadas pela quantificacdo de flavonoides
expressos em biochanina A, que podem atuar na atividade antimalarica encontrada. Ja a
fracdo FHA e o EHDA séo compostos de substancias de baixa polaridade como os terpenos e

estes apresentam atividade antimalarica documentada como, por exemplo, a artemisinina.

Tabela 13: Resultados da atividade das amostras obtidas a partir dos galhos de Andira nitida nos trés modelos
usados para verificacdo do potencial antimaldrico.

AMOSTRA Resultados Resultados Resultados
Modelo in vivo* Modelo in vitro** Modelo FBIT***
(200 mg/kg) (50 ug/mL) (CEso mg/mL)
EEAA kK 9 -
EHDA 51 - 0,6737 £0,0571
FHA 75 31 0,7093 £ 0,0774
FCA 53 31 0,4127 + 0,0828
FAEA 39 10 1,1193 +0,1463
FBA kel 23 -
REEAA Fkkk 18 -
Cloroquina 64 - 0,008 + 0,001

* Modelo animal de maléaria com P. berghei, % inibicdo no 7° dia ap6s infecgdo dos animas (3 dias ap6s término
do tratamento); ** Modelo de cultivo de P. falciparum, % inibicdo do crescimento de P.falciparum; ***
Modelo de inibicdo da biocristalizacdo da Ferriprotoporfirina 1X, Clsy, **** Amostra ndo testada neste modelo,
— inativo.

Para o ensaio in vivo foram selecionas as amostras que apresentaram melhor atividade
nos dois testes in vitro utilizados preliminarmente. Nesse contexto, EHDA, FCA, FHA e
FAEA foram testadas e demonstraram considerdvel atividade antimalarica com inibicdo de

50,68, 74,66, 52,86 e 39,51 %, respectivamente no 7° dia apds a infeccdo. Portanto, as
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amostras provenientes dos galhos de A. nitida sdo possiveis fontes de substancias
antimalaricas.

A inatividade de uma amostra in vitro, ndo pode ser transportada como inatividade in
vivo, uma vez que os fendmenos metabolicos de um ser vivo influem diretamente sobre as
substancias podendo até mesmo ativa-las (RUIZ et al., 2011). Por isso, é importante a
avaliacdo das amostras por mais de um modelo. No presente estudo, foi confirmada a
atividade antimalarica de mais uma espécie do género Andira, o que contribuiu para o
fortalecimento do género como possivel fonte de substancias antimalaricas, sendo tanto a
FCA quanto FHA promissoras na identificacdo de novos alvos terapéuticos para o tratamento

da maléria.

Correlacéo da atividade antioxidante obtida pela quantificacdo das substancias
reativas ao &cido tiobarbitirico (SRAT) e a atividade antimalarica pelo ensaio de
inibicdo da polimerizacdo da ferriprotoporfirina (FBIT), das fracdes em hexano (FHA) e
em cloroférmio (FCA)

Uma forte correlagdo entre a atividade antioxidante obtida no ensaio de substancias
reativas ao &cido tiobarbitdrico e a atividade antimalérica obtida pelo ensaio inibicdo da
polimerizagdo da ferriprotoporfirina IX foi encontrada para a FHA (0,9736) e para FCA
(0,9643). Esses dados corroboram com a literatura, que mostra o papel dos antioxidantes na
fisiopatologia da malaria. Niveis aumentados de antioxidante ndo alteram o curso da doenca,
mas sdo Uteis no controle do estresse oxidativo proveniente da infeccdo, diminuindo, por
exemplo, o quadro anémico (IBRAHIM et al., 2012; PERCARIO et al., 2012).

A forte correlacdo existente entre a atividade antioxidante e a atividade antimalarica é
bom indicativo no potencial dessas fracdes frente ao parasito, uma vez que para
desenvolverem seu efeito na formacdo da hemozoina, essas substancias precisam atravessar as
membranas biologicas do Plasmodium, para chegaram ao vacuolo alimentar acidico (EGAN,
2008). Dessa forma, reforca-se 0 interesse nessas amostras na busca de substancias
antimalaricas que consigam chegar até o alvo farmacoldgico.

Foi encontrada uma consideravel atividade antimalarica dessas amostras no ensaio in
vivo contra P. berghei pode também ser reforcada pela correlacdo existente com o0s
antioxidantes presentes. No caso da FHA sdo substancias de baixa polaridade, j4 FCA
apresenta um conte(do expressivo de isoflavonas. E a primeira vez que essas inéditas

atividades biologicas de A. nitida sdo documentadas e reforgam o conhecimento sobre esse
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género como possivel fonte de substancias para o tratamento da maléria e 0 uso medicinal
para o tratamento da maléria.

O papel exato dos flavonoides ainda ndo esta totalmente elucidado na malaria, mas
devido a acdo antioxidante, essas substancias podem atuar no controle dos eventos relativos
ao estresse oxidativo, o qual € comum no curso da doenca. Portanto, os flavonoides poderiam
atuar protegendo as células das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (YENESEW et al.,
2012). Neste contexto, a espécie A. nitida aparece como promissora em substancias
antimaléricas de natureza flavonoidica, no entanto mais estudos sdo necessarios tanto na
elucidacdo estrutural dessas substancias quanto no real papel clinico dos flavonoides na

maléria.
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6. CONCLUSAO

As plantas tém sido utilizadas desde a antiguidade para o tratamento de doencas e
constitui fonte inesgotavel de novos agentes terapéuticos. Dessa forma, o estudo de espécies
vegetais brasileiras € interesante, uma vez que, O pais apresenta uma das maiores
biodiversidades do mundo e com o agravamento das doencas tropicais como a malaria se faz
urgente a pesquisa por novas possibilidades farmacologicas para o tratamento dessas
enfermidades.

Neste contexto, o género Andira aparece como promissor em atividades bioldgicas e
como foi demonstrado no presente trabalho, A. nitida mostra-se como uma nova fonte na
busca por substancias ativas. O estudo fitoquimico mostrou que os galhos s@o ricos em
substancias do metabolismo secundario com a presenca majoritaria de derivados fendlicos,
dentre estes as isoflavonas. Além disso, as isoflavonas foram evidenciadas pela determinacéo
do conteudo flavonoidico total. Dessa forma, essas substancias podem ser consideradas
possiveis marcadores quimiossistematicos do género, visto que em todas as espécies de
Andira estudadas até o presente momento esses constituintes foram identificados.

Constitui estudo inédito a verificagdo do potencial antioxidante da espécie A. nitida, a
qual demonstrou alta atividade frente aos variados testes. Logo, na busca por antioxidantes
naturais, considerando que os sintéticos largamente utilizados na industria alimenticia /
farmacéutica apresentam toxicidade, essa espécie vegetal abre possibilidades quanto a
identificacdo dessas substancias e seu possivel uso.

A espécie estudada apresentou consideravel atividade antiplasmodial / antimalarica
tanto in vitro quanto in vivo, a qual pode constituir fonte de substncias antimalaricas,
destacando-se a capacidade de impedir a formacdo de hemozoina pelo parasito. Dessa forma,
reforca-se 0 uso medicinal do género Andira para o tratamento da malaria pela populacéo e
respalda as pesquisas cientificas com as espécies do género.

O presente trabalho abre perspectivas para a bioprospecgdo e possivel isolamento das
substancias ativas, visando o possivel desenvolvimento de novos antimalaricos, uma vez que
com o advento do aumento da resisténcia aos atuais farmacos, principalmente, por P.

falciparum surge a necessidade de busca de novos agentes terapéuticos.
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