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Resumo

Este trabalho teve como objetivos realizar o estudo quimico dos galhos de Piranhea trifoliata
(Picrodendraceae) e avaliar o seu potencial antimalarico. Foram realizadas duas coletas no Estado do Para.
O material foi seco, moido e extraido com diclorometano (DCM), metanol (MeOH) e dgua (H20). Os extratos
DCM e MeOH foram submetidos a analise em cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), e
apresentaram caracteristicas principalmente de terpenos. Do estudo fitoquimico do extrato DCM da 22
coleta, foi isolada: friedelan-3-ona e do extrato MeOH da 22 coleta foi isolado: o triterpeno esqualeno, e
mistura dos esteroides estigmasterol e B-sitosterol. Quanto a atividade antimalarica, os extratos e as fases
dos extratos MeOH foram avaliados in vitro frente ao Plasmodium falciparum, e os extratos MeOH da 12 e
22 coletas foram considerados ativos (Clso = 13,7 pg/mL; Clso = 5,8 pug/mL, respectivamente). Este trabalho
contribuiu para o conhecimento bioldgico e quimico da espécie Piranhea trifoliata e da familia
Picrodendraceae, sendo este o primeiro relato de atividades biologicas para a espécie em estudo.

Palavras-chave: Picrodendraceae. Triterpenos. Esteroides. Terpenoides. Piranhea.

Abstract

The objective of this work was to carry out the chemical study of Piranhea trifoliata (Picrodendraceae) branches
and to evaluate their antimalarial potential. Two collections were performed in the State of Para. The material
was dried, ground and extracted with dichloromethane (DCM), methanol (MeOH) and water (H20). The DCM
and MeOH extracts were subjected to comparative thin layer chromatography (TLC) analysis and showed
characteristics mainly of terpenes. From the phytochemical study of the second collection DCM extract, it was
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isolated: friedelan-3-one and the second collection MeOH extract was isolated: the squalene triterpene, and
the mixture of the stigmasterol and B-sitosterol steroids. Regarding antimalarial activity, MeOH extracts and
phases were evaluated in vitro against Plasmodium falciparum, and MeOH extracts from the 1st and 2nd
collections were considered active (ICso = 13.7 pug/mL; ICso = 5.8 pg/mL, respectively). This work contributed
to the biological and chemical knowledge of the species Piranhea trifoliata and Picrodendraceae family, this

being the first report of biological activities for the species under study.

Keywords: Picrodendraceae, Triterpenes. Steroids. Terpenoids. Piranhea.

Introducgao

A malaria é uma das doengas infecciosas mais devastadoras e comuns em todo mundo e uma das principais
ameagas em matéria de saldde publica em mais de 90 paises’3l. Ela ¢ uma doenga altamente recorrente

em paises tropicais e subtropicais4l. E uma das doengas negligenciadas de paises subdesenvolvidos.

Em 2015, foram relatados 212 milhdes de casos clinicos e 429 mil mortes, ocorrendo em gravidas e,
principalmente em criangas, sendo que, de acordo com a OMS[! 78% dos casos fatais ocorreram em
criangas menores de 5 anos de idade, dados estes observados no continente africano. Os tratamentos
utilizados apés o diagnéstico da doenga geralmente incluem dois medicamentos associados que causam
alguns efeitos colaterais e tém pouca ades&o do pacientel®. Este tratamento é bastante complexo, longo e

muitas vezes ineficaz devido a reinfecgéo do paciente, muito comum nas areas de incidéncia da doengalZl.

A ineficacia do tratamento antimalarico disponivel é a principal razdo por tras da sua ameaca. Esse grande
problema esta na resisténcia do Plasmodium falciparum, aos farmacos existentes e a toxicidade de drogas
em seres humanosl1l. As principais drogas antimalaricas atualmente utilizadas sdo divididas em quatro
categorias: quinolinas (quinina, cloroquina, amodiaquina, mefloquina e primaquina), antifolatos
(pirimetamina, proguanil e sulfadoxina), derivados da artemisinina (artemisinina, artesunato, arteméter e

arteéter) e hidroxinaftoquinonas (atovaquina)f2,

Porém, devido as dificuldades de acesso encontradas para o tratamento da doenca, parte da populacédo
utiliza plantas medicinais no tratamento da malaria. E algumas plantas ja demonstraram o seu potencial
para fornecer substancias eficazes para o tratamento da doenga, tais como a quinina e artemisinina, as
quais foram isoladas de plantas. O que gera um interesse em procurar nas plantas novas alternativas

terapéuticas com eficacia igual ou superior as ja existentest!l,

O surgimento de cepas de P. falciparum resistentes a quase todos os antimalaricos levaram quimicos e
bidlogos a estudar a sua substituigdo efetiva com um mecanismo de agéo alternativo e novas moléculast3l,
Dentro destas perspectivas, pesquisas em busca de novas substancias bioativas extraidas de plantas

medicinais se tornaram um importante ponto a ser considerado.

Nesta busca de novos antimalaricos extraidos de plantas, podemos destacar o género Piranhea, do qual
h& estudos fitoquimicos relatados na literatura da espécie P. mexicana pela sinonimia Celaenodendron
mexicana, da qual foram realizados estudos quimicos e isolados terpenos. Também foi relatada que esta
espécie é utilizada por indios mexicanos como antisséptico, possui atividade antimalarica, citotoxica e

antiprotozoaria®-19. Assim, o género Piranhea é uma fonte promissora de terpenos, e possui um potencial
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antimalarico, deste modo estudos de novas espécies de Piranhea fazem-se necessarios para a

quimiotaxinomia do género, do qual se tem poucos estudos.

A espécie Piranhea trifoliata € uma arvore bastante encontrada na América do Sul?Z18) e popularmente
conhecida como Piranheira, pois seus frutos e sementes servem de alimentos para cardumes de piranhas),
E uma arvore grande de até 25 metros de altura e vive mais de 400 anost229, E frequentemente encontrada
nas regides de varzeas e igapos, e sua casca € usada como curativo para inflamagdes no utero em banhos
de assento e para chas no tratamento de malaria®®, Na literatura foi encontrado apenas um estudo fitoquimico,
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, das folhas de P. trifoliata no qual foram isolados 6 triterpenosY, n&o

havendo relato de estudos sobre suas atividades bioldgicas.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo quimico dos extratos DCM e MeOH dos

galhos de P. trifoliata e avaliar o seu potencial antimalarico.

Material e Métodos

Coleta e identificagao do material vegetal

Os galhos foram coletados duas vezes. As duas coletas foram realizadas em Altamira, na Volta Grande do
Xingu no estado do Pard, sendo a primeira coleta em novembro de 2008 e a segunda em agosto de 2009.
As exsicatas foram catalogadas e registradas no herbario do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do
Amazonas — IFAM, sob os numeros 10652 para a 12 coleta e 10654 para a 22 coleta. A coleta teve
autorizagao do IBAMA namero: 16970-1.

Obtencao dos extratos vegetais

Os galhos foram secos em estufa a 50 °C por aproximadamente dois dias, e posteriormente triturados em
moinho de facas para o preparo dos extratos. O material seco foi extraido com solventes de polaridade
crescente, diclorometano (DCM), metanol (MeOH) e agua (H20). Foram realizadas trés extragdes utilizando
ultrassom por 20 minutos, a cada extracdo realizada. Apos cada extracéo, o extrato obtido foi filtrado e seco,
utilizando evaporador rotativo, sob pressdo reduzida, em temperatura < 50 °C. Os extratos brutos DCM e
MeOH das duas coletas foram comparados por CCDC e por serem distintos ndo foram reunidos. Os extratos

aquosos nao foram utilizados neste estudo e foram guardados em refrigeradores para futuros estudos.
Andlise cromatografica em camada delgada comparativa (CCDC)

Os extratos de P. trifoliata foram analisados por CCDC com o objetivo de averiguar a complexidade quimica
dos extratos. Os extratos DCM e MeOH da 12 e 22 coleta foram submetidos a analise por CCDC e revelados
com alguns reveladores quimicos e fisicos, para detecgéo das classes dos constituintes quimicos presentes

em cada extrato.

Apos eluigdo as placas foram reveladas com luz UV (comprimento de onda de 254 e 365 nm) e, também, com
alguns reagentes quimicos, para detectar a presenga de algumas classes quimicas, tais como: Ce(SO4)2 para
detecgdo de terpenos, anisaldeido para detecgéo de terpenos entre outras classes, FeCls para detec¢ao de
substancias aromaticas, AICIs para confirmar a presenga de flavonoides. Assim, consequentemente, foi

possivel estabelecer uma estratégia para a separagéo e purificagao de suas substancias.
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Isolamento dos constituintes quimicos dos galhos de P. trifoliata

O extrato DCM (5 g) da primeira coleta foi submetido a uma coluna filtrante (CCF) de silica gel utilizando os
solventes: DCM, acetato de etila (AcOEt) e MeOH. A fragédo 1-2 (3,5 g) foi refracionada em cromatografia
em coluna aberta (CCA) de silica gel utilizando como fase mével misturas de solventes (HEX/DCM;
DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH). Das fragbes resultantes a fragcdo 21 (45,7 mg), foi submetida a um novo
fracionamento em CCA usando silica gel como adsorvente e eluida com misturas dos solventes
(HEX/AcOEt e AcOEt/MeQOH), resultando na fragdo 13 (6,3 mg) denominada de substancia 1.

O extrato MeOH (130,0 g) foi submetido a uma particao liquido-liquido, a qual permitiu a obtencéo de trés
fases, desta a fase DCM (2,41 g) foi fracionada em CCA usando silica gel como fase estacionaria usando
como fase moével misturas dos solventes (HEX/DCM; DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH). De fracionamentos
sucessivos da fase DCM obteve-se as fragcdes 31-32 (2,2 mg) denominada de substancia 2, a fragdo 3 (1,0

mg) denominada de substancia 3 e na fragdo 42-46 (9,4 mg) denominada de substancia 4 e 5.
Métodos espectroscopicos

Os espectros de RMN de 'H e '3C foram obtidos em equipamento Bruker BioSpin AG, modelo Fourier 300
Ultrashield, 300 MHz para 'H e 75 MHz para '3C, as fragdes foram analisadas por RMN de 'H e de "*C mono
e bidimensionais, utilizando na dissolugdo das amostras cloroférmio deuterado com TMS. Os deslocamentos

quimicos (L) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento em Hz.
Avaliagao da atividade antimalarica

Os testes in vitro dos extratos DCM e MeOH foram realizados com hemacias infectadas por P. falciparum,
clone W2, resistente a cloroquina, através do método LDH (lactato desidrogenase)?2. As amostras foram
solubilizadas com DMSO resultando uma solucédo estoque de cada amostra na concentragdo de 50 mg/mL. A

cloroquina foi utilizada como antimalarico padréo e considerada muito ativa com valor de Clso = 0,145 ng/mL.

A incubacao, parasito-droga, foi realizada com 20 uL de cada diluicdo dos compostos testados colocados
em microplacas de 96 pogos, em ftriplicata, onde ja se encontravam 180 plL da suspensdo de heméacias
infectadas (1% hematdcrito, 2% de parasitemia), provenientes de um cultivo. Foram usados controles sem

drogas, com hemacias infectadas (controle positivo) ou heméacias néo infectadas (controle negativo).

Em seguida, as placas foram incubadas em atmosfera de 5% de COza 37 °C por 48 h, com amostras e
controles. Apos esse periodo as microplacas foram congeladas (-20 °C no minimo por 24 h), para promover

a lise das hemacias.

O lisado celular foi transferido para placas de 96 pogos, aos quais foram adicionados 100 pL de reagente
Malstat e 25 uL de reagente NBT/PES. Apods 1 h de incubacgéo, a absorbancia de cada pogo das placas foi

registrada em espectrofotometro (540 nm).
Os percentuais de reducéo do crescimento dos parasitos foram calculados a partir da absorbancia.
As amostras foram avaliadas em dois experimentos independentes. As amostras foram testadas em duas

concentragdes, 25 e 50 yg/mL, cada uma em triplicata, para a avaliagdo do percentual de redugdo da
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parasitemia. Aquelas que apresentaram percentual de redugéo de parasitemia igual ou maior que 50%,

foram selecionadas para determinacéo das Clso, sendo realizados testes em 6 diferentes concentragdes.

Os resultados foram avaliados no programa Origin 8.0 com determinagdo das curvas dose-resposta
tragadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as concentragdes inibitérias do crescimento de 50%

dos parasitos (Clso) em relagéo aos controles sem drogas.

Avaliagao de citotoxicidade

Apds a realizagdo da avaliagdo da atividade antimalarica, amostras consideradas ativas no teste
antimalarico, foram submetidas ao ensaio de citotoxicidade in vitro na linhagem celular HepG2 A16,

derivada de um hepatoblastoma primario humano.

Primeiramente as células derivadas da linhagem celular HepG2 foram distribuidas em microplacas de 96
pogos (4x10° células/100 WL por pogo) e incubadas em estufa de CO2 a 37 °C por 24 h para a adeséo das

células a placa.

Em seguida, foram adicionados 100 uL de meio completo contendo diferentes concentragdes dos extratos

testados em triplicata. As placas foram incubadas por mais 24 h.

Ao final deste periodo, foram adicionados 18 yL/poco de uma solugéo brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), na concentragdo de 20 mg/mL. Apds 1 h e 30 minutos a leitura foi realizada em

espectrofotdbmetro a 492 nm.

A dose letal minima que inibe em 50% o crescimento das células na presenca dos extratos testes e de
antimalaricos controles foi determinada em comparagdo com células cultivadas sem a presenga de

compostos, considerada 100% de crescimento.

Os resultados foram avaliados no programa Origin 8.0 com determinacdo das curvas dose-resposta
tracadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as concentragdes citotdxicas que inibem em 50% o

crescimento das células (CCso) em relagédo aos controles sem drogas.

Para as amostras consideradas ativas foi calculado o indice de seletividade que é dado pela razéo entre o

valor obtido de CCso para células HepG2 e o valor de Clso para P. falciparum.

Resultados e Discussao

Coleta do Material Vegetal e Obtencao dos Extratos

Foram coletados galhos (FIGURA 1) de duas coletas diferentes (TABELA 1). Foram obtidos seis extratos
e os extratos aquosos foram guardados em refrigerador para estudos futuros. Dos 4 extratos resultantes
estudados, foi observado que os metandlicos para as duas coletas foram os que apresentaram uma maior
porcentagem de rendimento (TABELA 1), destacando-se principalmente a 12 e a 22 coleta com rendimentos

acima de 5%, ja os extratos diclorometanicos obtiveram rendimentos inferiores a 1%.
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Fonte: autores. (A) aspecto das partes aéreas da arvore em seu habitat, (B) exsicata depositada no herbario.

TABELA 1: rendimentos dos extratos DCM e MeOH obtidos dos galhos de P. trifoliata.

Coleta Solvente (L) Material vegetal (Kg) Massa extrato (g) Rendimento (%)
1 DCM (6 L) 4,0 24,11 0,60
1 MeOH (6 L) 4,0 206,19 5,15
2 DCM (7,51L) 5,0 10,09 0,20
2 MeOH (7,5 L) 5,0 264,82 5,29

Analise cromatografica em camada delgada comparativa (CCDC)

A andlise em camada delgada comparativa (CCDC) dos extratos DCM da primeira e da segunda coleta
indicaram a presenca de terpenos, observados quando as placas foram reveladas com sulfato cérico, pois
apresentaram uma coloragdo vermelha intensa. Observou-se também a presenga de substancias
fluorescentes sob a luz UV em 365 nm, um indicativo da presenga de substancias aromaticas. Quando
revelados com DPPH mostraram a presenca de possiveis antioxidantes pela coloracdo amarelada. Nao foi
identificada a presenga de alcaloides quando as placas foram reveladas com o Reagente de Dragendorff,

pois nao se verificaram manchas de coloragao alaranjada.

Os extratos MeOH dos galhos apresentaram a presenca de terpenos nos extratos da primeira e segunda
coleta, quando as placas cromatograficas foram reveladas com sulfato cérico, pois apresentaram uma
coloragdo vermelha intensa. Quando as placas cromatograficas foram reveladas com DPPH mostraram a
presenca de possiveis antioxidantes pela coloragao amarelada. Também néo foi identificada a presenga de

alcaloides quando as placas cromatograficas foram reveladas com o Reagente de Dragendorff.

Ao comparar as duas coletas é possivel observar que ha muita diferenga entre as coletas realizadas, o que pode
ter sido influenciado pela diferenga de localidades e sazonalidade das coletas. Esses extratos mostraram-se ricos

quimicamente revelando uma grande quantidade de possiveis substancias a serem isoladas.

Substancias Isoladas dos galhos de Piranhea trifoliata
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A substancia 1 (S-1) obtida do extrato DCM dos galhos da 22 coleta, apresentou-se na forma de cristais
brancos, e quando revelada com Ce(SO2)4 verificou-se a coloragdo vermelha, com Rf = 0,35, quando eluida
com HEX/AcOEt 95:05.

O espectro de RMN de 'H da S-1, apresentou sinais na regi&o de &+ 0,73 a 1,26 ppm, sendo 7 simpletos
em 61 0,73; 0,89; 0,96; 1,00; 1,01; 1,05; 1,18; e um dupleto em &u 0,87 (6,58 Hz), sendo estes oito sinais
referentes a 8 metilas, sugerindo que se tratava de um triterpeno. Nao foi observada a presenca de ligagdes
duplas na regido de 81 5,0 € 6,0, indicativo de um esqueleto friedelano e sinais entre &1 1,3 e 2,5 referentes

aos hidrogénios metilénicos e metinicos.

O espectro de RMN de '3C mostrou a presenga de 30 sinais, sendo um sinal em §¢c 213,0 indicando a
presenga de uma carbonila. Também foi possivel confirmar a auséncia de sinais de ligagdo dupla nas
regides de 8¢ 100 a 150. E em &¢ 6,8 observou-se o sinal referente a metila na posicdo C-23, caracteristico

do esqueleto friedelano.

As analises dos dados dos espectros de RMN de "H e '3C foram comparadas com dados da literatural23!

(TABELA 2), sendo assim possivel confirmar a S-1 como sendo o triterpeno friedelan-3-ona (FIGURA 2).

TABELA 2: Dados de RMN de "°C da substancia 1 e comparacgéo com a literatural?,

Posigao 6. Observado & Literatura Tipos de Carbono
1 22,3 22,3 CH;
2 41,5 41,5 CH,
3 213,1 213,2 C
4 58,3 58,2 CH
5 42,1 42,1 CH
6 41,3 41,3 CH
7 18,3 18,2 CH,
8 53,1 53,1 CH,
9 37,5 37,4 C
10 59,3 59,4 CH
11 35,6 35,6 CH,
12 30,5 30,5 CH;
13 39,7 39,7 C
14 38,3 38,3 C
15 32,4 32,4 CH,
16 36,0 36,0 CH;
17 30,0 30,0 C
18 42,8 42,8 CH
19 35,3 35,3 CH,

20 28,2 28,1 C

21 32,8 32,7 CH,
22 39,3 39,2 CH,
23 6,8 6,8 CHas
24 14,7 14,6 CHas
25 17,9 17,9 CHs
26 20,3 20,2 CHs;
27 18,6 18,6 CHas
28 32,1 32,1 CHas
29 35,0 35,0 CHs
30 31,8 31,8 CHas
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A substancia friedelan-3-ona esta sendo relatada pela primeira vez nos galhos de P. trifoliata, porém esta

substéancia ja foi isolada das folhas de P. trifoliatal2?,

FIGURA 2: Estrutura quimica da substancia friedelan-3-ona.

23

A substancia 2 (S-2), obtida da fase DCM do extrato MeOH dos galhos da 22 coleta, apresentou-se na forma
de cristais brancos e Rf = 0,4, quando eluida com Hex/AcOEt 7:3. O seu espectro de RMN de 'H mostrou
alguns sinais na regido dos aromaticos em &4 7,05 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 61 7,44 (1H,dd, J=85¢ 1,8
Hz, H-6), 6n 7,42 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2), mostrou singleto em &1 9,82 confirmando a presenga do grupo
aldeido, e em &1 3,97, relativo ao grupo metoxilico. Os dados foram comparados com a literatural24!
(TABELA 3) e foi possivel confirmar S-2 como sendo a substancia fendlica 3-metoxi-4-hidroxi-benzaldeido

(FIGURA 3), sendo este o primeiro relato desta substancia na familia Picrodendraceae.

TABELA 3: Dados de RMN de 'H da substancia 2 comparados com a literatural?,

Literatura Observado
Posigao

Su 8¢ Su dc

1 - 129,9 - -

2 (d) 7,38 108,7 (s) 7,42 -
3 - 147 ,1 - -
4 - 151,7 - -
5 (d) 7,0 14,4 (d)7,0 -
6 (dd) 7,39 127,5 (s) 7,44 -
7 (s) 9,81 190,9 (s) 9,82 -
OH - - - -
OMe (s) 3,96 56,1 (s) 3,97 -

483
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 476-491 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Estudo quimico e avaliagédo da atividade antimalarica dos galhos de Piranhea trifoliata Pedroza, Salazar, Osorio, et al

FIGURA 3: Estrutura quimica da substancia 3-metoxi-4-hidroxi-benzaldeido.

A substancia 3 (S-3) obtida da fase DCM do extrato MeOH dos galhos da 22 coleta, apresentou-se na forma
de cristais brancos, e quando revelada com anisaldeido sulfurico verificou-se a coloragéo lilas, com Rf =
0,77, quando eluida com Hex/DCM 9:1.

O espectro de RMN de 'H da S-3 apresentou sinais em 1 1,68 (s, 6H) e 1,60 (s, 18H). Os hidrogénios em
81 1,68 atribuidos a grupos metilicos ligados a carbonos olefinicos nas posigdes C-1 e C-24 em &n 1,60 (s,
18H) atribuidos aos hidrogénios nas posi¢des C-25, C-26, C-27, C-28, C-29 e C-30. Mostrou também sinais
em o1 2,06 (m, 20H) indicando a presenga de hidrogénios metilenos vizinhos a ligagdes duplas, e um
multipleto em &1 5,14 (m, 6H) sugerindo a presenga de hidrogénios olefinicos. Nao foi possivel realizar
analises dos espectros de carbono, devido a quantidade de massa obtida ter sido pouca. Os dados do
espectro de RMN de 'H foram comparadas com dados da literatural22 (TABELA 4) e foi possivel confirmar

S-2 como sendo o triterpeno esqualeno (FIGURA 4).

TABELA 4: Dados de RMN de 'H da substéancia 3 comparados com a literatural?,

Literatura Observados
Hidrogénios
6H 6H
Hidrogénios metilicos ligados aos C-1 e C-24 1,80 1,68 (s)
Hidrogénios metilicos ligados aos C-25, C-26, C-27, C-28, C-29 e C-30 1,7 1,60 (s)
Hidrogénios metilénicos ligados aos C-4, C-5, C-8, C-9, C-12, C-13, C-
16, C-17, C-20, C-21 2,06 2,0 (m)
Hidrogénios olefinicos ligados aos (C-3, C-7, C-11, C-14, C-18, C-22 5,0 5,14 (m)

A substancia esqualeno esta sendo descrita pela primeira vez no género Piranhea. Esta substancia é
um triterpeno, classe quimica de metabdlitos secundarios, considerada marcadores quimicos da

familia Picrodendraceae.
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FIGURA 4: Estrutura quimica da substancia esqualeno.

As substancias 4 e 5 (S-4 e S-5) obtidas da fase DCM do extrato metandlico dos galhos da 22 coleta,
apresentaram-se na forma de cristais brancos e quando reveladas com Ce(SOa)2, verificou-se a coloragéo
rosa com Rf = 0,33, quando eluida com DCM 100%.

O espectro de RMN de 'H das substancias 4 e 5 apresentou sinais nas regides entre 4 0,69 a 2,33 ppm,
referentes a hidrogénios de metilicos, metilénicos e metinicos, caracteristicos de triterpenos e esteroides,
com a presenga do sinal em &n 0,69, um simpleto largo com integral para trés hidrogénios, que é
caracteristico dos esteroides estigmasterol e B-sitosterol, foi possivel inferir que as substancias S-4 e S-5
eram esteroides. Apresentou também um multipleto em 61 3,52 atribuido a um hidrogénio ligado a carbono
carbindlico, H-3 de ambos os esteroides. Em 84 em 5,35 (2H, dI, J= 5,12 Hz), atribuido ao hidrogénio
olefinico na posigao H-6 de ambos os esteroides, e ainda dois duplos dupletos em &4 5,15 (1H,dd, J=15,18
e 8,38 Hz) e em 6n1 5,01 (1H, dd, J= 15,18 e 8,57 Hz), referentes aos hidrogénios H-22 e H-23 do esteroide
estigmasterol. A comparagdo dos dados espectroscopicos obtidos com os descritos na literatural2!l
(TABELA 5) permitiu confirmar que tratava-se da mistura constituida pelos esteroides estigmasterol
(FIGURA 5) e B-sitosterol (FIGURA 6), respectivamente substancias 4 e 5 esteroides comumente
encontrados em plantas. As percentagens aproximadas dos dois constituintes na mistura foram calculadas
com base na integracdo dos sinais correspondentes a H-6 (intensidade relativa: 1,70, relativo aos dois
esteroides 4 e 5) e H-22 e H-23 (intensidade relativa: 2,09) relativo a dois protons do molécula do
estigmasterol, a metade de 2,09 (2,09/2=1,045) representou um préton da molécula do estigmasterol,
subtraindo este valor de 1,70 obteve-se a intensidade de 0,655 correspondente a um hidrogénio da
molécula de B-sitosterol as intensidades relativas 1,045 e 0,655 permitiram deduzir que a mistura contém
61,48% de estigmasterol e 38,52% de B-sitosterol.

TABELA 5: Dados de RMN de 'H das substancias 4 e 5 comparados com a literatural2!,

4 -5y 5-8n OH
Hidrogénios

Observado Observado Literatura

Hidrogénios metilicos H-19 (s) 0,69 (s) 0,69 (s) 0,69
H-3 (m) 3,52 (m) 3,52 (m) 3,54

H-6 (dl) 5,35 (dl) 5,35 (d) 5,37

H-22 (dd) 5,15 - (dd) 5,16

H-23 (dd) 5,01 - (dd) 5,01
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FIGURA 5: Estrutura quimica da substancia estigmasterol.

FIGURA 6: Estrutura quimica da substancia p-sitosterol.

Avaliagao da atividade antimalarica

As amostras foram testadas em duas concentragdes, 25 e 50 pg/mL. Aquelas que apresentaram percentual
de reducéo de parasitemia igual ou maior que 50% nas duas concentracdes testadas foram selecionadas

para determinagao das Clso.

Os extratos diclorometanicos da 12 e 22 coleta apresentaram um percentual de reducdo de parasitemia
inferior a 50%, ndo sendo um percentual significativo e ndo tiveram a Clso determinada, pois ndo obtiveram
um resultado satisfatério. Ja os extratos metandlicos da 12 e 22 coleta mostram resultados satisfatérios nos
experimentos realizados. Os extratos das duas coletas apresentaram 100% de redugéo de parasitemia nas
duas concentragbes (100% em 25 yg/mL e 100% em 50 pg/mL) (TABELA 6). Os extratos foram entao

submetidos para a determinagao da CLso.

TABELA 6: Percentual de reducédo (%Reducgéo) do crescimento de P. falciparum na presenga das duas concentracgoes.

% Redugao
Extratos
25 pg/mL 50 pg/mL

1-G-DCM 12 36
1-G-MeOH 100 100
2-G-DCM 25 36
2-G-MeOH 100 100
Cloroquina 100 100
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Os extratos metandlicos da 12 e 22 coletas foram considerados ativos (Clso = 13,7 ug/mL para a 12 coleta e
de Clso = 5,8 yg/mL para a 22 coleta) (TABELA 7).

TABELA 7: Avaliagdo da concentragdo inibitéria de 50% do crescimento (Cls,) de P. falciparum pelos extratos
metanolicos de P. trifoliata.

Clso (pg/mL) L
Extratos Classificagao
Média
1- G MeOH 13,66 Ativa
2 G MeOH 5,79 Ativa
Cloroquina 0,078 Muito ativa

Os estudos realizados com as fases dos extratos metandlicos da 12 e 22 coleta mostraram-se satisfatorios,
com destaque para as fases DCM da 12 e 22 coleta com reducdo de parasitemia superior a 90% para as duas
concentragdes testadas para 12 coleta (92% - 25 yg/mL e 93% - 50 pg/mL) (TABELA 8) e redugéo superior a
70% na concentragdo de 50 pg/mL para a 22 coleta. Estas fases foram testadas para determinagéo da Clso.
As demais fases testadas apresentaram um percentual de redugéo de parasitemia inferior a 50%, ndo sendo

um percentual significativo e ndo tiveram a Clso determinada, assim como os extratos.

TABELA 8: Avaliagéo do percentual de redugéo (%Redugéo) do crescimento de P. falciparum na presenga das diferentes
fases dos extratos metandlicos dos galhos de P. trifoliata.

%Redugao
Extratos
25 pg/mL 50 pg/mL

1-G -MEOH-F-DCM 92 93
1-G-MEOH-F-ACOET 47 57
1-G-MEOH-F-H-MEOH 39 49
2-G-MEOH-F-DCM 36 71
2-G-MEOH-F-ACOET 19 31
2-G-MEOH-F-H-MEOH 10 47
Cloroquina 100 100

Das fases testadas destacaram-se principalmente as fases DCM da 12 e 22 coleta, onde foram obtidos
valores de Clso = 7,05 uyg/mL para 12 coleta sendo considerada ativa e Clso = entre 25 e 50 ug/mL para a
segunda coleta sendo considerada pouco ativa. Ja a fase AcOEt da 12 coleta foi considerada pouco ativa

(Clso = entre 25 e 50 yg/mL). E as demais fases foram consideradas inativas (TABELA 9).

TABELA 9: Avaliagéo da concentragéo inibitéria de 50% (Clso) sobre o crescimento de P. falciparum pelas fases dos
extratos metandlicos dos galhos de P. trifoliata.

Amostras Clso (ug/mL) sobre P. falciparum (cepa W2) Classificagao

1-G-MEOH-F-DCM 7,05 +1,08 Ativa

1-G-MEOH-F-ACOET Entre 25 e 50 Pouco ativa
1-G-MEOH-F-H-MEOH >50 Inativa

2-G-MEOH-F-DCM Entre 25 e 50 Pouco ativa
2-G-MEOH-F-ACOET >50 Inativa
2-G-MEOH-F-H-MEOH >50 Inativa

Cloroquina 0,145 £ 0,02 Muito ativa
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Avaliagao de citotoxicidade

Apds andlise da Clso obtida para a fase DCM da 12 coleta, a mesma foi submetida ao teste de citotoxicidade

e a concentragao observada foi superior a 1000 ug/mL (TABELA 10).

TABELA 10: Avaliagéo da atividade citotoxica da fase DCM da 12 coleta dos galhos de P. trifoliata sobre células HepG2
na concentracao citotéxica que inibe 50% do crescimento (CCsy).

Amostra CCso (Mg/mL)
1-G-MEOH/F-DCM >1000
cloroquina 167,04 + 5,66

Ap0os o teste de citotoxicidade foi realizado o calculo do indice de seletividade dado pela razdo entre o valor

obtido de Clso para células HepG2 e o valor de Clso para P. falciparum.

A fase DCM da 12 coleta apresentou indice maior que 10 (TABELA 11) e nao foi considerada citotdxica, e
assim foi possivel inferir que esta fase € mais ativa nas células do parasita do que em células normais.
Sendo este fator muito importante para estudos posteriores com P. trifoliata, pois quanto menor for a
citoxicidade da fase DCM para linhagem de células normais maior sera a especificidade de atuagao sobre
o parasita a ser combatido. Este elevado indice de seletividade para o P. falciparum incentiva a realizagao
de estudos posteriores para o isolamento das substancias para verificar se ha a presenga de uma Unica

substancia ou varias que sejam responsaveis pela atividade antimalarica.

TABELA 11: Valores de CCs, Cls € indice de seletividade calculado para a fase DCM da 12 coleta dos galhos de P. trifoliata.

Amostra CCs (Mg/mL) Clso (ug/mL) 1S*
1-G-MEOH/F-DCM >1000,0 7,05 >141,84
Cloroquina 167,04 0,145 1152

*IS — Indice de seletividade.

Pela literatura consultada, pode-se relacionar parte da atividade antimalarica dos extratos desta espécie
com a presenca do triterpeno fridelina isolado dos galhos, pois ha relato da atividade antimalarica desta
substéancia frente ao Plasmodium falciparum na concentragéo de 7,70 uM28, No entanto, uma vez que o
extrato DCM, que é rico em ftriterpenos desta classe, ndo apresentou atividade antimalarica, deve haver
outras substancias que sejam ativas sobre a cepa utilizada de P. falciparum. Indicando assim que Piranhea

trifoliata € uma fonte de substancias com atividade antimalarica ainda por conhecer.

Conclusao

O estudo fitoquimico dos galhos de P. trifoliata, permitiu o isolamento das substancias: friedelna-3-ona, 3-
metoxi-4-hidroxi-benzaldeido, esqualeno e a mistura dos esteroides estigmasterol e B-sitosterol. O

esqualeno e a substancia fendlica estdo sendo descritos pela primeira vez na familia Picrodendraceae.
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As analises por cromatografia em camada delgada comparativa revelaram que os extratos DCM e MeOH

de ambas as coletas s&o ricos em terpenoides.

Os extratos metandlicos dos galhos de P. trifoliata apresentaram um potencial antimalarico frente ao P.

falciparum, sendo ainda necessarios estudos quimicos para o isolamento das substancias ativas.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para o conhecimento biolégico e quimico tanto da espécie
Piranhea trifoliata como de sua familia Picrodendraceae. Sendo duas das substancias isoladas relatadas

pela primeira vez na familia assim como as atividades biolégicas para a espécie em estudo.
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