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Palavras-chave Resumo:

Citotoxicidade As ligninas sdo moléculas aromaticas que apresentam uma gama de aplica¢Oes biolégi-
L lcali cas, nesse contexto foi realizada a andlise do potencial antimaldrico in vitro de ligninas

Lignina alcalina alcalinas das espécies Protium puncculatum, Buchenavia viridiflora e Scleronema mi-

Malaria cranthum. Foram verificados pardmetros como a citotoxicidade em células (eritrécitos
e hepatécitos) e atividade anti-Plasmodium falciparum, utilizando para tanto as cepas

Keywords 3D7 e Dd2. Os resultados obtidos demostraram que as ligninas possuem baixa ativida-

. de citotdxica e a espécie Buchenavia viridiflora apresentou valores de IC50 variando
Cytotoxicity ;

. L. entre 2440 + 0,8 e 9760 + 0,1 ng/mL frente ao P. falciparum.

Alkaline lignin
Malaria Abstract:

Lignins are aromatic molecules that have a range of biological applications. In this

context, the in vitro antimalarial potential of alkaline lignins from the species Protium

puncculatum, Buchenavia viridiflora and Scleronema micranthum was analyzed. Para-

meters such as cytotoxicity in cells (erythrocytes and hepatocytes) and anti-Plasmo-

dium falciparum activity were verified, using strains 3D7 and Dd2. The results obtai-

ned demonstrated that lignins have low cytotoxic activity and the species Buchenavia
Artigo recebido em: 08.12.2024. viridiflora presented IC50 values ranging from 2440 + 0.8 to 9760 + 0.1 ng/mL against
Aprovado para publicacdo em: 31.01.2025.  P. falciparum.

INTRODUCAO

A maléaria, com cerca de 247 milhdes de casos em 2021, é uma doenca tropical causada por parasitos do
género Plasmodium, transmitidos por picadas de mosquitos Anopheles fémeas. O ciclo do parasito comeca
no figado e, em seguida, ocorre a multiplicacdo nos eritrécitos (World Health Organization, 2023). Em 2021,
a doenca causou aproximadamente 619.000 mortes, sendo a maioria dos casos no Brasil concentrados na re-
gido amazonica (Ferreira et al., 2022).

O tratamento atual envolve terapias com artemisina (ACTSs), os principais antimalaricos para o P. falci-
parum, que provoca a maioria dos casos graves (Daily et al., 2022). No entanto, o parasito mostrou resistén-
cia a esses medicamentos, reforcando a necessidade de novas moléculas antimaléricas (Plowe, 2022).
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Dessa forma, as ligninas alcalinas sdo macromoléculas aromaticas que possuem diversas propriedades
bioldgicas, incluindo atividade antioxidante (Li et al., 2022), antitumoral, antimicrobiana e antiparasitaria;
tais aplicacGes estdo diretamente relacionadas a estrutura fenoélica (Aratjo et al., 2022). Sendo assim, este es-
tudo tem como objetivo verificar a citotoxicidade em eritrécitos e em hepatécitos além de avaliar o potencial
antimaldrico in vitro de ligninas alcalinas frente ao parasito Plasmodium falciparum.

METODOLOGIA

Os galhos e folhas das espécies Buchenavia viridiflora, Protium puncticulatum e Scleronema micran-
thum, fornecidos pela Mil Madeiras Preciosas Ltda em Itacoatiara (AM) e registradas no SisGen, foram se-
cos a 60 °C por 48 h, moidos e tamisados até atingir 80 mesh, e armazenados a 30 °C.

As ligninas foram extraidas conforme a metodologia de Cruz-Filho et al. (2019). O material moido (200
g) foi submetido a extracdo em Soxhlet com tolueno/etanol (32:68, v/v) por 8 h. Apds secagem a 105 + 2°C
por 72 h, foi realizado um pré- tratamento com H3PO4 a 1% em autoclave a 121°C por 1 h. Em seguida, rea-
lizou-se a deslignificacdo alcalina com NaOH 1% nas mesmas condi¢Oes do pré-tratamento acido. Ao final
do processo o sélido foi separado do licor negro por filtragdo simples e o licor foi acidificado com H2S504
para precipitar a lignina, a qual foi filtrada, lavada e seca a 70 + 2 °C por 24 h. o rendimento de obtencao foi
determinado por gravimetria. Por fim, essas foram caracterizadas pelo método de fenoélicos totais.

As atividades biologicas realizadas foram os ensaios de atividade hemolitica e anti- Plasmodium falcipa-
rum. O potencial hemolitico das ligninas foi avaliado segundo a metodologia de Araujo et al., (2022). Inicial-
mente, as ligninas foram dissolvidas em DMSO 1% e diluidas em RPMI, incubando-se em eritrécitos sauda-
veis. Uma suspensdo de RBCs a 3% foi cultivada por 72 h em condic6es padrdo, com diluicdes em série dos
compostos variando de 50 a 0,02 pg/mL. Controles negativos e positivos foram estabelecidos com solucdes
especificas. Apés a centrifugacao, a liberacdo de hemoglobina foi quantificada espectrofotometricamente a
450 nm. Além da atividade hemolitica foi realizada um ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT em cé-
lulas de HEPG2(um hepatoma que mimetiza os hepatdcitos) essas células foram tratadas com lignina em
concentracdes que variaram de 6.25-100 pg/mL.

Os experimentos anti-Plasmodium falciparum utilizaram as cepas P. falciparum 3D7 (sensivel a cloro-
quina) e Dd2 (resistente) conforme metodologias de Sena Pereira et al., (2018) e Araujo et al., (2022), com
modificacOes. Os parasitas foram cultivados a 5% de hematdcrito, 37 °C e 5% de CO2, substituindo o soro
humano por 0,5% de AIbuMAXII. As culturas foram sincronizadas com D-sorbitol a cada 48 h. as ligninas
foram testadas em dilui¢oes de 10 a 0,014 pM por 72 h, avaliando-se o crescimento do parasito por citome-
tria de fluxo. A concentragdo que inibe o crescimento do parasito em 50% (IC50) foi calculada usando o

software GraphPad Prism.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os rendimentos de ligninas obtidos a partir dos galhos e folhas de Scleronema micranthum, os valores
foram 67,9 + 1,1% e 60,2 + 0,3%. Para Protium puncticulatum foram de 73,4 £ 0,1% e 63,1 £ 1,2%. Por fim,
para Buchenavia viridiflora, os rendimentos foram 67,9 + 1,1% e 60,2 + 0,3%, respectivamente. Os resulta-
dos da quantificacdo dos grupos fendlicos presentes nas estruturas quimicas das ligninas dos ramos e folhas
de Scleronema micranthum (237,936 + 2,533; 166,519 + 2,171),
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Protium puncticulatum (140,411 £ 0,929; 276,624 + 0,879) e Buchenavia viridiflora (237,936 + 2,533
e 166,519 £ 2,171) foram expressos em miligramas de equivalentes de acido géalico por grama de lignina
(EAG/g).

Para uso como antimalaricos, biomoléculas devem ter baixa toxicidade em eritrécitos e células hepati-
cas. As ligninas avaliadas mostraram hemolise abaixo de 10% e baixa toxicidade em células HEPG2 (>100
Hg/mL), sugerindo seu potencial promissor como antimaldricos.

No que se refere ao ensaio de atividade antimalarica in vitro, foi encontrado para os ramos e as folhas
das plantas Protium puncculatum e Scleronema micranthum na cepa sensivel a cloroquina (3D7) valores de
inibicdo inferiores a 20%, ambas ndo obtiveram efeito inibitério na cepa Dd2 resistente a cloroquina. Em
adicdo, foi descoberto um resultado de IC50 para a Buchenavia viridiflora de 2511,44 + 0,1 ng/mL para os
ramos e de 4892,38 + 0,7 ng/mL para as folhas em relagdo a cepa de P. falciparum 3D7. No que diz respeito
a cepa resistente Dd2, os resultados foram para ramos e folhas, respectivamente: 2440 + 0,8 ng/mL e 9760 +
0,1 ng/mL.

O mecanismo de acdo das ligninas contra as cepas de Plasmodium falciparum ainda néo foi relatado na
literatura, mas os resultados indicam que essa macromolécula pode possui atividade citotéxica contra os pa-

rasitos.
CONCLUSOES

Os resultados deste estudo apresentaram que as ligninas dos ramos e folhas de Protium puncculatum,
Buchenavia viridiflora e Scleronema micranthum possuem baixa citotoxicidade contra células de mamiferos
e baixa atividade hemolitica.

Além disso em relacdo a atividade antimalarica, a espécie Buchenavia viridiflora apresentou resultados
positivos. Dessa forma as ligninas se encontram como promissores produtos bioldégicos que podem, apds
maiores estudos, ser aplicada nas areas de ciéncias da saude.
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