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RESUMO: (Atividade antiplasmodial e citotoxica in vitro da entrecasca do caule de Maytenus guianensis Klotzsch Ex Reissek).
Espécies pertencentes ao género Maytenus (Celastraceae) sdo utilizadas na medicina tradicional na regido Amazonica contra
cancer, como anti-inflamatério. M. guianensis, popularmente conhecida como “chichua e xixua” ¢ uma arvore muito difundida
na floresta Amazonica. No presente estudo o extrato acetonico da entrecasca do caule desta espécie foi investigada acerca de sua
atividade citotoxica nas células HepG2 e antiplasmodial no Plasmodium falciparum cepa 3D7. A citotoxicidade foi determinada
através do método colorimétrico do (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio) e o teste anti-P, falciparum através do ensaio
imunoenzimatico anti-HRPII. Para o teste de atividade citotoxica nenhuma amostra testada apresentou citotoxicidade de acordo
com o National Institute of Cancer. No teste anti-P. falciparum os resultados foram promissores € expressos em termos de IC,
(ng.mL™"), respectivamente: extrato acetdnico da entrecasca do caule com 253,02 + 0,56, fra¢do hexanica com 292,23 + 0,83,
fra¢ao cloroférmica com 292,76 + 0,01, fragdo acetonica com 188,37, friedelinol com 837,04 0,05 e 16 f-hidroxifridelina com
950,25 +0,46. Os resultados obtidos contribuiram para o estudo quimiotaxondmico da familia Celastraceae e mostrou que M.
guianensis pode vir a ser uma fonte alternativa de compostos que poderdo ser prototipos de drogas que atuardo frente a malaria.
Palavras-chave: Celastraceae, triterpenos friedelanos, Plasmodium falciparum, citotoxicidade.

ABSTRACT: (In vitro antiplasmodial and cytotoxic activity of the stem inner bark of Maytenus guianensis Klotzsch Ex Reissek).
Species of the Maytenus genus (Celastraceae) are commonly used in folk medicine in the Amazon region against cancer and as
an anti-inflammatory agent. Maytenus guianensis, popularly known as “chichua” or “xixua”, is a widespread tree in the Amazon
rainforest. In this study, we investigated the acetone extract of the inner bark of this species regarding its cytotoxic activity against
HepG2 cells and its antiplasmodial activity against the 3D7 strain of Plasmodium falciparum. Cytotoxicity was determined by
the colorimetric method (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) and the anti-P. falciparum activity was
tested using anti-HRPII antibodies in an enzyme-linked immunosorbent assay. In the cytotoxicity assay, no cytotoxic activity
was detected in any tested sample, according to the National Institute of Cancer standards. The results of the anti-P. falciparum
test, on the other hand, were promising (values expressed as IC, , in ng.mL™"): 253.02 £ 0.56 for the acetone extract of the inner
bark, 292.23 + 0.83 for the hexane fraction, 292.76 + 0.51 for the chloroform fraction, 188.37 + 0.74 for the acetone fraction,
837.04 £ 0.23 for friedelinol, and 950.25 + 0.46 for 16 S-hydroxyfriedelin. Our results contributed with the chemotaxonomy
of the Celastraceae and showed that M. guianensis may be an alternative source of compounds that could be used in prototypes

of anti-malaria drugs.

Keywords: Celastraceae, friedelane triterpenes, Plasmodium falciparum, cytotoxicity.

INTRODUCAO

A malaria é uma infec¢@o parasitaria que permanece as-
sociada a elevada morbidade, a consideravel mortalidade
e ao impacto econdmico significativo nos paises afetados.
De acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS),
a malaria ocorre em mais de 100 paises e territorios,
sendo que os parasitas estdo presentes em todas as areas
tropicais e a doenga ¢ endémica em toda a Africa sub-
-sahariana, sudeste da Asia, Indonésia e ilhas da Oceania
com excecao da Nova Zelandia, e nas Américas Central e

do Sul (OMS 2013). Estima-se que cerca de 3,2 bilhoes
de pessoas (40% da populagdo mundial) vivem em areas
de risco para a doenga, sendo que em 2012 estima-se
que houve 207 milhdes de casos registrados de pessoas
infectadas por malaria, dentre estes 627 mil culminaram
em mortes e destas, principalmente criangas menores de
5 anos de idade e mulheres gravidas (OMS 2013).

Das cinco espécies do género capazes de transmitir a
malaria humana: P. falciparum (Welch, 1897), P. vivax
(Grassi & Feletti 1890), P. malariae (Laveran, 1881), P
ovale (Stephens, 1922) e P. knowlesi (Franchiti, 1927), o
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P. falciparum é o responsavel pelas formas mais graves
da doenga (Cox-Singh et al. 2008, Cumbane 2011).

Nas Américas, a doenca ocorre em 21 paises e territo-
rios, sendo que 20% da populagao total vivem em locais
de risco. Os relatos de casos na regido diminuiram de 1,18
milhdes em 2000 a 526.000 em 2009, sendo que quatro
paises representam 90% dos casos reportados em 2009
(Brasil, Colémbia, Haiti e Peru) (OMS 2013). Segundo o
Ministério da Satide, mais de 60% do Territorio Brasileiro
possui condi¢des propicias a transmissao natural da ma-
laria, que pode ocorrer por meio da picada de fémeas de
mosquitos do género Anopheles, sendo mais importante
a espécie A. darlingi, cujos criadouros preferenciais sao
colegdes de agua limpa, quente, sombreada e de baixo
fluxo (Brasil 2009).

A grande complexidade do ciclo de vida do Plasmo-
dium explica as enormes dificuldades que tém surgido
para o estabelecimento de uma terapia antimalarica
eficaz e segura. Por atuarem em diferentes fases do ciclo
do parasita, os antimalaricos podem ser classificados
como esquizonticidas, hipnozoiticidas, gametocitocidas
ou esporonticidas (Nunes & Ferreira 2005).

Os farmacos utilizados na quimioterapia da malaria
englobam um grande nimero de moléculas organicas,
que sdo tradicionalmente distribuidas em trés grupos:
amino-alcoois, que incluem os alcaloides do grupo das
quinolinas, dos quais a quinina é o exemplo classico, e
todas as aminoquinolinas sintéticas; derivados artemisini-
cos, grupo constituido pelo sesquiterpeno artemisinina e
seus derivados; antifolatos e outros, no qual se encontram
antibioticos com atividade antimalarica, como biguanidas
e sulfonamidas, e outros que ndo se encaixam nas duas
familias anteriores (Rang et al. 2012).

O género Maytenus ¢ o maior e mais diversificado
da familia Celastraceae e estd inserido na subfamilia
Celastroideae, se¢do Oxphylla, que ¢é restrita a América
do Sul (Carvalho-Okano & Leitao-Filho 2004), ainda
de acordo com os referidos autores, o género Maytenus
¢ considerado pantropical e cerca de 40% das espécies
ocorrem no Brasil, incluindo representantes arboreos,
arbustivos e subarbustivos, com porte variando entre 1,5-
8,0 m e arvores de até 20 m. Seus ramos sdo geralmente
eretos, simples ou bastante ramificados na por¢ao apical
com entrends expostos na maioria das espécies, podem
ser cilindricos, achatados, retangulares ou carenados
com suas superficies variando entre glabra a pilosa e sem
espinhos (Pessuto 2006).

M. guyanensis ¢ uma arvore endémica de terra firme,
encontrada na floresta Amazonica, principalmente no
Peru, Equador e Colombia, é conhecida como chichua,
xixua, chuchahuasi, chucchu huashu, chuchuasi e chu-
chasha (Borras 2003; Ducke & Vasquez 1994; Revilla
2002). O p6 vermelho da casca de sua raiz ¢ utilizado na
forma de infusdo como tonico, tratamento de reumatismo,
contraceptivo e afrodisiaco (Da Silva 1990). Para o uso
topico a infusdo da casca do caule ¢ empregada como
agente antitumoral em cancer de pele e, também, para
o tratamento de feridas (Da Silva 1990). Suas raizes e

caule também sdo utilizados como analgésico, anti-infla-
matorio, afrodisiaco, relaxante muscular, antireutmatico
e antidiarréico, artrite, resfriado, bronquite, hemorroi-
das, verminoses, ulceras externas e usos ginecoldgicos
(Borras 2003), como cosmético ¢ utilizada nas erupgdes
cutaneas e prevencao do cancer de pele (Revilla 2002).
Dentre as espécies da regido Norte a espécie M.
guianensis recebe destaque pois € utilizada na medicina
popular para o tratamento de diversas enfermidades com
destaque para acdo antiparasitaria e anticancerigena
(Revilla 2002; Macari et al. 2006), demonstrando grande
potencial etnofarmacoldgico a ser explorado, e devido a
isso o presente estudo objetivou verificar a atividade do
extrato acetonico da entrecasca do caule, seus eluatos e
os metabodlitos isolados (3 - Hidroxifriedelano e 3-oxo-
16 B-hidroxifridelano) quanto a citotoxicidade in vitro,
nas células de hepatoma humano - HepG2, e atividade
antiplasmodial in vitro no P. falciparum cepa 3D7.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal

As cascas do caule de M. guianensis foram coletadas
em fevereiro de 2008 na Reserva Florestal Adolpho Du-
cke, localizada no km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara
(AM-010) (2°53'S, 59°58°0), a identificacdo da espécie
foi realizada no Herbario do Instituto Nacional de Pes-
quisa da Amazonia (INPA), exsicata n® 188.485.

Preparagdo do extrato acetonico e eluatos

As referidas cascas foram secas em estufa (TE-394/2,
Tecnal) com ventilagao forcada a 40 °C por 48 h e em
seguida raspadas para retirada da entrecasca, fornecendo
210 g, sendo 105 g desta submetida a maceracdo com
acetona P.A. (Synth), em temperatura ambiente, por
quatro semanas. Apos rotaevaporagdo (Fisaton 801)
obteve-se 48,0 g de extrato acetonico (EAMG). As fra-
¢oes foram preparadas a partir de 24,0 g do EAMG, que
foi adsorvido em 100 g de silica gel (Vetec ¢ pm 63-230)
e submetido a coluna filtrante, sendo eluido com hexano
(Synth), cloroférmio (Synth) e acetona (Synth). Apds
a rotaevaporagdo obteve-se 6,84 g de fracdo hexanica
(FHMG), 4,25 g de fragdo clororférmica (FCIMG) e 8,75
g de fragdo acetonica (FAcMG).

Isolamento e purifica¢do dos metabolitos secundarios

A FHMG (5,0 g) foi submetida ao processo de croma-
tografia em coluna (CC), utilizando-se silica gel como
fase estacionaria e os solventes hexano, acetato de etila,
cloroféormio, metanol e acetona, puros ou em misturas
com polaridade crescente, como fase movel. Todos os
solventes foram eluidos de forma ininterrupta e as fra-
¢oes foram coletadas de 50 mL cada, estas fragdes foram
concentradas em rotaevaporador sob pressdao reduzida
até total eliminag@o do solvente organico e armazenadas
em frascos de vidro individuais, tal procedimento per-
mitiu a obtengdo de um total de trinta e nove fragoes. O
monitoramento de tais fracdes foi realizado através de
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cromatografia em camada delgada (CCD) (cromatoplacas
de gel de silica 60 com ¢ 2-25 pm sobre poliéster T-6145
Merck com indicador de fluorescéncia na faixa de 240
nm). Em seguida, foram reunidas utilizando-se como pa-
rametro comparativo seu perfil cromatografico através de
revelador universal (mistura de etanol PA (Synth): acido
acético PA (Synth): acido sulfurico fumegante (Synth) na
propor¢do de 80:10:10) e aquecimento em chapa quente
(100 °C, por aproximadamente 1 min), de acordo com
seu perfil cromatografico em CCD, as fragcdes foram
reagrupadas e resultaram em 12 subfracdes. Das quais,
as fragdes 5-7 foram reunidas, e a subfragdo resultante
submetida a nova CC em silica gel resultando em dez
fragdes, das quais as fragoes 4-8 apresentaram um solido
branco denominado CQH-1. As fragdes 9-15 foram reu-
nidas apos comparagdo em CCD, e a subfragao resultante
apresentou um precipitado branco que foi recristalizado
em éter etilico resultando em um so6lido branco deno-
minado CQH-2. As fragdes 20-32 ap6s comparagdo em
CCD foram reunidas e submetidas a nova CC em silica
gel resultando em 12 subfragdes, das quais as fracdes 3-10
apresentaram um so6lido branco denominado CQH-3. As
fragdes 34-38 apos analise em CCD foram reagrupadas
e apresentaram um sélido branco que foi recristalizado
em éter etilico e denominado CQH-4.

Os espectros de massas foram obtidos por meio de
impacto eletronico (70 Ev) em aparelho de GC/MS
(Hewlett-Packard 5971) utilizando coluna capilar (30 m x
0,25 mm) dimetilpolisiloxano BD-1, tendo He como gas
de arraste e as temperaturas de 250 °C no injetor, 200 °C
no detector e na coluna variando 1 °C.min’!, entre 35-180
°C, e 10 °C.min"', no intervalo de 180-250 °C.

A identificacdo estrutural dos constituintes quimicos
isolados da entrecasca do caule de M. guianensis foi
realizada por meio de métodos espectroscopicos de Res-
sonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN-'H)
e carbono-13 (RMN-3C), uni ¢ bidimensional, Espec-
troscopia de Massa (EM) e espectroscopia na regido do
Infravermelho (IV).

Teste de citotoxicidade

A linhagem celular de hepatocarcinoma celular
(HepG2) foi cultivada como recomendado por Calvo-
Calle et al. (1994) em meio Roswell Park Memorial
Institute medium (RPMI) incompleto (sem soro fetal
bofino —SBF- e gentamicina), incubadas em estufa com
5% de CO,a37 °C (Laboven, L212), ap6s 1 x10° células.
mL"! e 180 pL foram acrescentados a cada pogo da placa
de cultura com 96 pogos (KASVI K12-96). As células
foram incubadas por 24 h em estufa com 5 % de CO, ¢
37 °C para adesdo aos pocos da microplaca. Em seguida,
20 puL. de meio RPMI completo contendo diferentes
concentragdes seriadas (1:2) do extrato EAMG e fracdes
FHMG, FCIMG e FAcMG (9,37 a 600 pg.mL") e CQH-
2 e CQH-3 (2,34 a 150 png.mL") foram adicionados aos
pogos da placa de cultura. As placas foram incubadas por
24 h em estufa com 5% de CO, e 37 °C (Laboven, L212).
Para o EAMG e fragdes FHMG, FCIMG e FAcMG foi

preparada uma placa denominada “Branco” (submetida
as mesmas condigdes, porém sem a cultura de células
HepG2), uma vez que estes possuiam coloragdo laranja
e interfeririam na leitura final da placa.

A citotoxicidade foi determinada através do método
colorimétrico do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
-difenil tetrazdlio] (Madureira et al. 2002). Apos 24
horas de cultivo das células, foi adicionado em cada
poco, 20 uL de MTT a concentragdo de 5 mg.mL"' em
PBS 1X (p/v) e as placas foram deixadas por trés horas
em estufa com 5% de CO, e 37 °C. Ao final desse pe-
riodo, o meio de cultura foi desprezado e, em seguida,
100 puL de DMSO (Sigma-Aldrich) foram adicionados
a cada poco. A leitura optica foi realizada em espectofo-
tometro (BIO-RAD Modelo 3550) em A de 570 nm, e a
densidade optica (DO) média dos pogos, foi comparada
com a DO média, dos pogos controles. A DO da placa
com 0 EAMG e fragoes FHMG, FCIMG e FAcMG foi
subtraida da DO da placa “Branco” antes da realizacao
dos célculos para determinagdo da minima dose letal
de 50% das células de HepG2 (MDL, ), devido ao fato
do extrato e eluatos terem coloragdo alaranjada. Todos
os testes foram realizados em triplicata e repetidos por
trés vezes para confirmagdo dos resultados obtidos. As
MDL,, foram determinadas a partir de regressdo linear
das concentracgOes testadas, admitindo-se intervalo de
confianga de 95% (p < 0,05) para a reta obtida, utilizando-
-se o programa Microcal Origin versao 8.0.

Cultivo do P. falciparum cepa 3D7 e sincronizagdo
dos parasitos para utiliza¢do nos testes in vitro

As cepas de P. falciparum 3D7 foram mantidas em
cultura de suspensao de hemacias humanas com fator A+
ou O+ com hematocrito de 5%, seguindo fundamental-
mente a técnica de Trager e Jansen (1976), adaptada. O
acompanhamento do desenvolvimento dos parasitos foi
realizado por microscopia (Microscopio CX21, Olym-
pus). Os cultivos com predominio de anéis utilizados
nos ensaios de quimioterapia foram obtidos através de
sincronizac¢do com sorbitol, conforme descrito na litera-
tura (Lambros & Vanderberg 1979).

Preparo das placas testes para os ensaios de qui-
mioterapia

Culturas de parasitos sincronizadas com predominio
de anéis de P, falciparum cepa 3D7 foram distribuidas
em placas de cultura de 96 pogos adicionando-se 180
pL por pogo de meio de cultura RPMI contendo 0,05%
de parasitemia e 1% de hematdcrito para o teste de ELI-
SA anti-HRPII. Anteriormente a adi¢do da suspensao
dos parasitos, 20 pL dos compostos a serem testados
foram adicionados o EAMG, as fracdes FHMG, FCI-
MG, FAcMG e substancias isoladas CQH-2 e CQH-3 a
placa teste, em triplicata, e em diferentes concentragdes
seriadas (1:2) com concentragdo inicial de 0,15 ¢ final
10 pg.mL". Os pogos controles continham hemacias
infectadas sem adi¢do dos compostos-testes (controle
negativo). O antimalarico padrao (cloroquina — CQ) foi
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testado em paralelo em todos os experimentos realizados,
em dilui¢des seriadas (1:2), como controle positivo com
concentracao inicial de 1,56 e final 100 ng.mL"".

Teste imunoenzimatico anti-HRPII

No ensaio imunoenzimatico anti-HRPII (Noedl et al.
2002), além da placa teste descrita acima, outra placa
de 96 pogos foi pré-sensibilizada com o anticorpo mo-
noclonal priméario anti-HRPII (MPFM-55A ICLLAB®,
EUA). Apos 72 h totais de incubag@o, as placas foram
congeladas e descongeladas duas vezes a - 20 °C para
provocar a lise das hemaécias. A cada pogo da placa fo-
ram adicionados 100 pL das amostras da cultura de P,
falciparum hemolisadas. Em seis pogos da placa foram
adicionados 100 pL dos controles congelados nas pri-
meiras 24h (background). Apds o periodo de incubagdo
junto ao anticorpo secundario (MPFGS55P ICLLAB®,
EUA), o teste foi revelado em solucdo de 3,3",5,5"-Te-
trametilbenzidina (TMB) acrescentados a cada pogo. A
leitura das absorbancias foi realizada em A de 450 nm
em espectrofotdmetro. A determinacdo da concentragdo
inibitoria de 50 % dos parasitos (IC,) foi realizada a par-
tir de regressao nao linear, relacionando-se o percentual
de inibi¢ao em fungdo do logaritmo das concentragdes
testadas admitindo-se um intervalo de confian¢a de 95%
(p<0,05), para a reta obtida utilizando-se o programa
Microcal Origin versao 8.0. O indice de seletividade (IS)
das amostras testadas foi obtido calculando-se a razdo
entre o valor da MDL_ e o valor da IC, . Valores maiores
que 10 foram considerados indicativos de auséncia de
toxicidade, enquanto substidncias com valores abaixo
de 10 foram consideradas toxicas (Bézivin et al/ 2003).

RESULTADOS

As substéncias isoladas (Fig. 1) no presente estudo ja
foram descritas para a espécie M. guianensis por Facundo
etal. (2015), onde as composig¢des dos compostos foram
elucidadas pela analise de seus dados espectrais (IR, MS, 'H
e 1*C, incluindo COSY, HMQC, HMBC e NOESY) ¢ por
comparagdo com os dados da literatura: friedelina —CQH-
1- (Fig. 1a), friedelinol -CQH-2- (Fig. 1b) (Almeida et al.
2011), 16 f-hidroxifriedelina—CQH-3- (Fig. 1¢) (Duarte
et al. 2009), 29-hidroxifriedelina—CQH-4- (Fig. 1d) (Be-
tacor et al. 1980). Dentre estes metabolitos secundarios,
os testes de citotoxicidade e atividade antiplasmodial
foram realizados apenas com dois: o friedelinol (CQH-2)
e 16 p-friedelina (CQH-3), devido a baixa solubilidade
dos demais.

Os resultados obtidos para os testes de viabilidade
celular (citotoxicidade) na linhagem celular HepG2 e
atividade antiplasmodial contra o P, falciparum linhagem
3D7 (sensivel a cloroquina) estdo indicados nas Tabela 1.
No teste de citotoxicidade, o que apresentou maior valor
foi a FHMG e dos metabolitos secundarios isolados a
CQH-3, e para o teste anti-P._falciparum o resultado mais
expressivo para as fragdes foi para a FAcMG e para os
metabolitos secundarios isolados para a CQH-2, porém o
IS aponta que o resultado mais promissor é para a CQH-

R. bras. Bioci., Porto Alegre, v. 14, n.1, p. 32-38, jan./mar. 2016

29 30

21

22

28

R2
23
R1:R3:H; RZZOH, R4:CH3 (b)
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Figura 1. Estrutura dos triterpenos friedelina (a), friedelinol (b), 16
f-hidroxifriedelina (c) e 19 — hidroxifriedelina (d).

3 com IS = 38,46, sendo este resultado inferior ao da
cloroquina, o farmaco padrao utilizado atualmente neste
tipo de ensaio e também para o tratamento da malaria.

DISCUSSAO

Buscando novos antimalaricos de baixo custo, alta
eficiéncia e baixa toxicidade, pesquisou-se a acdo do
EAMG, das fracoes FHMG, FCIMG, FAcMG e substan-
cias isoladas CQH-2 e CQH-3 de M. guianensis, planta
usada popularmente para tratar infecgdes e inflamacdes
em geral. De acordo com o levantamento bibliogréafico
realizado para a execugdo deste trabalho, este € o primeiro
estudo desta espécie em ensaios de atividade anti-P. falci-
parum, porém diversas plantas pertencentes a este género
vém mostrando atividade antiplasmodial (Clarkson et al.
2004, Muthaura et al. 2007, Oliveira 2007, Malebo et
al. 2009). A presenga desses terpenoides pode justificar

Tabela 1. Valores de citotoxicidade nas células HepG2, IC, parao P.
falciparum cepa 3D7 e seus respectivos indices de seletividade (IS).

HepG2 P. falciparum Lo
Indice de
MDL,, cepa 3D7 .
Amostras Seletividade
(mg.mL") IC,, (ng.mL") as)
(média = DP) (média = DP)
EAMG 101,23 £ 0,49 253,02 £ 0,56 399,17
FHMG 31,69 £ 0,72 292,23 + 0,83 108,44
FCIMG 93,13 £ 0,74 292,76 = 0,51 318,11
FAcMG 144,42 + 0,42 188,37 £ 0,74 766,68
CQH-2 35,26 £ 0,32 837,04 + 0,23 42,12
CQH-3 40,16 = 0,23 950,25 + 0,46 42,26
CQ 0,49 + 0,03 11,61 0,12 42,57
Abreviaturas: MDL,, minima dose letal de 50 % das células de
HepG2; IC,,, Concentragdo Inibitoria de 50 % dos parasitos; IS,
MDL,/IC,,
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a eficicia antiparasitaria que ¢ demonstrada por varios
estudos (Maes et al. 2004, Torres-Santos et al. 2004,
Sulsen et al. 2008, Danelli ef al. 2009, Teles et al. 2011,
Dos Santos et al. 2013, Begum et al. 2014, Toledo et al.
2014, Silva et al. 2014, Bernal & Coy-Barrera 2014).

Dentre as amostras testadas (EAMG, FHMG, FCIMG,
FAcMG, CQH-2 e CQH-3), nenhuma apresentou ativi-
dade citotoxica consideravel, pois segundo o protocolo
do National Cancer Institute (NCI), valores de MDL_
<30 pg.mL! devem ser considerados significativos para
extratos brutos de origem vegetal, assim como os valores
de MDL_ <4 pg.mL"' devem ser considerados significa-
tivos para substancias puras (Suffness & Pezzuto 1990).
Sendo os mais citotoxicos 0 FHMG com MDL, de 31,69
ug.mL" e 0 menos citotdxico o FAcMG com MDL, de
144,42 pg.mL", para os metabdlitos secundarios isolados
o mais citotoxico foi o CQH-2 com MDL, de 35,26
pg.mL!, estes resultados demonstraram ser possivel
continuar com os testes de atividade anti-P. falciparum.

Os resultados obtidos nos ensaios anti-P. falciparum
cepa 3D7 apresentaram atividade relevante nos ensaios
de HRPII (Tab. 1), sendo o resultado mais ativo para
0 EAMG com IC, de 188,37 ng.mL"' e o menos ativo
para o FCIMG com IC,  de 292,76 ng.mL", para os
metabolitos secundarios isolados testados o CQH-2
apresentou IC, de 837,04 ng.mL"' e CQH-3 um IC_ de
950,25 ng.mL"".

Para finalizar, foi calculado o indice de seletividade
(IS) a partir da razdo entre MDL, | das células HepG2 ¢
os resultados da atividade anti-P. falciparum (IC,)). Essa
analise mostrou que todos os compostos sdo seguros uma
vez que a relagdo entre a dose toxica e a dose efetiva,
avaliada pelo IS foram > 10 (Tab. 1). Este valor com-
preende uma estimativa da especificidade das amostras
em teste uma vez que o calculo ¢ utilizado como uma
forma de indicar e diferenciar compostos ativos contra
Plasmodium spp. de compostos toxicos no geral. Além
de ser utilizado na analise de relagdo entre estrutura e
atividade entre grupos de compostos relacionados com
o fim de determinar as caracteristicas que os conferem
ou ndo atividade (Pezzuto et al. 1997).

A presencga e/ou quantidades de compostos bioativos
(metabdlitos secundarios) nas plantas sdo influenciadas
pelos fatores edafoclimaticos, parte da planta utilizada,
idade da planta, entre outros fatores (Freitas et al. 2004).
Portanto, as diferengas de resultados observados em es-
tudos realizados in vitro de partes de plantas utilizadas
podem surgir pelo fato destas amostras serem coletadas
em diferentes locais, diferentes épocas e, possivelmente,
em plantas de diferentes idades. Tais diferengas de ativi-
dade antiplasmodial in vitro de algumas plantas também
podem estar correlacionadas a fatores farmacologicos,
pois alguns metabolitos podem estar atuando como
pro-drogas, os quais devem sofrer alteragdes (quimicas
e estruturais) durante o metabolismo no organismo
para se tornar ativas, como ¢ o caso com o antimalarico
biguanida, que ¢ primeiro metabolizado a triazina, um
metabolito de baixa ag@o e posteriormente a cicloguanil

(composto ativo) (Fidock er al. 1998).

Outro ponto importante a ser destacado sdo os resul-
tados apresentados para o EAMG, as fracdes FHMG,
FCIMG e FAcMG, pois estes podem estar correlaciona-
dos ao efeito sinérgico entre os metabolitos secundarios
existentes nestes, essa a¢do ja foi observada com a
combinacgdo entre terpenoides e inibidores da atividade
proteolitica do proteassomo, o que potencializou a agao
antimalarica (Goulart 2006). Os compostos quando
administrados concomitantemente com outros, podem
apresentar diferentes efeitos dos apresentados pelos
mesmos isoladamente, podendo diminuir a toxicidade,
profilaxia no desenvolvimento de resisténcia dos para-
sitas as drogas, ou até mesmo apresentar a agao inversa,
com aparecimento de efeitos toxicos, diminui¢do da agao
de uma ou mais drogas, ou até mesmo o aparecimento
de um novo efeito que ndo ¢ observado nos farmacos
utilizados isoladamente (Fivelman et al. 2004).

A agdo parasitaria do EAMG, das fragoes FHMG,
FCIMG e FAcMG (rico em triterpenos) e dos triterpenos
CQH-2 e CQH-3 também pode estar relacionadas com o
rompimento da membrana plasmatica do parasita, o que
ocasiona o esgotamento dos gradientes i6nicos, efluxo de
nutrientes e outros componentes citoplasmaticos, provo-
cando a lise osmdtica e consequentemente a morte celular
(Marr et al. 2012).

Outras provaveis explicacdes para a acdo parasitaria
desses terpenoides seria a ativagdo da morte celular
programada neste parasita, uma vez que este processo ja
foi identificado em Plasmodium (Meslin et al. 2011) e a
interferéncia de uma ou mais substancias no processo de
diferenciacdo celular deste em seus hospedeiros, o qual
demonstra ser um processo extremamente complexo, com
ajuste fino da regulag@o da expressao génica, resultando
em um turnover de proteinas e destruicao de organelas
que pode ocorrer em Plasmodium, além de outras es-
pécies de protistas patogénicos (Duszenko et al. 2011).

CONCLUSAO

No presente estudo, concluiu-se que todos os extratos
e metabolitos secundarios testados apresentaram ativi-
dade anti-P. falciparam frente a cepa 3D7, sendo estes
promissores. Este trabalho vem comprovar a riqueza de
metabolitos secundarios ativos em M. guianensis e incen-
tivar a continuidade do estudo fitoquimico desta espécie e
de outras plantas do mesmo género encontradas na regiao
amazodnica, uma vez que a resisténcia do P. falciparum
torna o arsenal profilatico e terapéutico contra a malaria
bastante restrito.
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