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ATIVIDADE ANTI-BACTERIANA E ANTI-Trypanosoma cruzi DE EXTRATOS DE
SEMENTES DE Lonchocarpus cultratus

RESUMO

Na &rea farmacéutica, as plantas e os extratos vegetais sdo muito importantes, pois
podem servir como protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos e como
fonte de matérias-primas farmacéuticas. Problemas de saude publica, como a
doenca de Chagas e a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, mostram a
necessidade constante na busca de novos medicamentos e principios ativos mais
eficientes e seguros. Neste contexto, o estudo farmacologico de espécies vegetais €
de extrema importancia. Dentre as plantas com alto potencial medicinal, as do
género Lonchocarpus destacam-se com diversas atividades biologicas relatadas. A
planta Lonchocarpus cultratus (Fabaceae) possui acdo comprovada frente ao
sarcoma 180 e contra bactérias Gram-positivas. Os principais constituintes quimicos
identificados séo a cordoina, a isocordoina, a derricina e triterpenos. Por ser uma
planta pouco estudada e dando continuidade a estudos do grupo de pesquisa, 0
presente trabalho teve o objetivo de investigar a acdo anti-bacteriana dos extratos
das sementes e raizes da espécie L. cultratus, avaliar a atividade anti-T.cruzi e
respectiva hemotoxicidade dos extratos das sementes da planta e realizar a
caracterizacdo quimica desses extratos. Os extratos hexanico (LHS),
diclorometéanico (LDS) e metandlico (LMS) foram obtidos de sementes da planta
através de maceracdes sucessivas. A caracterizacdo quimica foi realizada por meio
de métodos analiticos qualitativos e por RMN *H. A atividade anti-bacteriana foi
avaliada por teste de difusdo em disco, a anti-T. cruzi por método de contagem
direta dos parasitas em camara de Neubauer e a hemotoxicidade por método UV.
Os testes quimicos qualitativos mostraram que alcaloides, chalconas, cumarinas,
triterpenos e saponinas estdo presentes nas raizes e nas sementes da planta L.
cultratus, flavonoides e esteroides, somente ndo foram observados nas raizes e
taninos. Chalconas foram identificadas por RMN *H, em LDS e LHS e esteroides e
terpenos em LMS. Os extratos LDS e LHS apresentaram atividade contra a forma
epimastigota do protozoério T. cruzi. Os resultados do LDS foram melhores,
mostrando inibicdo de crescimento do protozoario de 92,30% na concentracao de
175 pg.mL™. O valor de Clso para este extrato foi 6,16 ug.mL™ e nesta concentracéo
nao apresentou toxicidade para as hemacias. Os extratos estudados nao
apresentaram atividade antimicrobiana. A auséncia de atividade anti-bacteriana nos
extratos de L. cultratus, principalmente no extrato das raizes cuja propriedade foi
reportada anteriormente, sugere problemas relacionados a estabilidade ou baixa
concentracdo de chalconas bioativas no extrato. Embora haja necessidade de
pesquisas adicionais, os resultados anti-T. cruzi e de hemotoxicidade obtidos com o
extrato diclorometanico mostram potencial alternativa para o tratamento da Doenca
de Chagas.

PALAVRAS CHAVES

Doenca de Chagas, Fabaceae, citotoxicidade
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ANTI-BACTERIAL AND ANTI-Trypanosoma cruzi ACTIVITIES OF SEEDS
EXTRACTS FROM Lonchocarpus cultratus

ABSTRACT

In the pharmaceutical area, plants and plant extracts are very important because
they can serve as prototypes for the development of new drugs and as a source of
pharmaceutical raw materials. Public health problems such as Chagas' disease and
bacterial resistance to antimicrobials show a constant need for more efficient and
safe drugs and active principles. In this context, the pharmacological study of plant
species is extremely important. Among the plants with high medicinal potential, those
of the genus Lonchocarpus stand out with several biological activities reported. The
plant Lonchocarpus cultratus (Fabaceae) has proven action against sarcoma 180
and against Gram-positive bacteria. The main chemical constituents identified are
cordoin, isocordoin, derricin and triterpenes. The objective of this study was to
investigate the anti-bacterial action of the extracts of the seeds and roots from the L.
cultratus species, to evaluate the anti-T.cruzi activity and the respective hemotoxicity
of the extracts of the plant seeds and to carry out the chemical characterization of
these extracts. The extracts hexane (LHS), dichloromethane (LDS) and methanolic
(LMS) were obtained from plant seeds by successive macerations. The chemical
characterization was performed by gqualitative analytical methods and by 1H NMR.
The anti-bacterial activity was evaluated by disc diffusion test, anti-T. Cruzi by direct
counting method of the parasites in the Neubauer chamber and the hemotoxicity by
UV method. Qualitative chemical tests showed that alkaloids, chalcones, coumarins,
triterpenes and saponins are present in the roots and seeds of L. cultratus, flavonoids
and steroids, only in the roots and tannins were not observed. Chalcones were
identified by 1H NMR in LDS and LHS and steroids and terpenes in LMS. The LDS
and LHS extracts showed activity against the epimastigote form of T. cruzi
protozoan. The LDS results were better, showing inhibition of protozoan growth of
92.30% at the concentration of 175 ug.mL™. The IC 50 value for this extract was 6.16
ug.mL™ and at this concentration did not show toxicity to the red blood cells. The
extracts studied did not present antimicrobial activity. The absence of anti-bacterial
activity in the extracts of L. cultratus, especially in the root extract previously
reported, suggests problems related to the stability or low concentration of bioactive
chalcones in the extract. Although there is a need for additional research, anti-T.
Cruzi and hemotoxicity obtained with the dichloromethane extract show an
alternative potential for the treatment of Chagas' disease

KEY-WORDS

Chagas disease, Fabaceae, cytotoxicity
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas € tdo antiga
guanto a civilizagcdo humana. Ao longo do tempo, os produtos de origem mineral,
animal e vegetal foram as principais fontes do arsenal terapéutico.

Apesar dos avancos na medicina, uma parcela grande da populacdo mundial,
particularmente a de paises em desenvolvimento, ainda utilizam plantas medicinais
como cuidado de saude primario.

Na é&rea farmacéutica, as plantas e os extratos vegetais foram e continuam
sendo de grande relevancia, tendo em vista a utilizacdo de produtos naturais como
protétipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas
farmacéuticas, tanto para a obtengcdo de substancias ativas isoladas, como para a
obtencado de adjuvantes e fitoterapicos.

Portanto, € evidente que o reino vegetal fornece uma importante fonte de
moléculas bioativas e possiveis novos farmacos.

Os diferentes climas, relevos e solos do Brasil favorecem que a flora do seu
territério seja a mais abundante do mundo. Estima-se que, das espécies vegetais
brasileiras, um pequeno percentual ja foi avaliado na procura de compostos
bioativos.

O desenvolvimento da industria farmacéutica, entretanto, fez com que os
medicamentos naturais ficassem em segundo plano e fossem substituidos pelos
sintéticos. Atualmente, diversos estudos séo publicados envolvendo atividade
terapéutica de produtos naturais, demonstrando que o interesse por esta area
reapareceu. O fato também ocorre porque, além da escassez de principios ativos
com férmulas novas, grande parte da populacdo mundial, particularmente as de
baixa renda, tem dificuldade ao acesso a drogas sintéticas modernas. Um reflexo
dessa situacdo € o crescimento do mercado brasileiro de fitoterapicos nos ultimos
anos.

Dentre as plantas com alto potencial medicinal, as do género Lonchocarpus
destacam-se com diversas atividades bioldgicas relatadas como, por exemplo, a
atividade antimicrobiana da Lonchocarpus montanus. Um levantamento bibliografico
da planta de Lonchocarpus cultratus, (Vell) AM.G. Azevedo & H.C. Lima e
respectivos sinbnimos, mostrou que a espécie foi pouco estudada e que outras do
mesmo género apresentam substancias com atividade anti-Trypanosoma cruzi.

Dentro deste contexto, e dando continuidade aos estudos do grupo de
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pesquisas fitoquimicas do Programa de Ciéncias Farmacéuticas da UNIOESTE, que
realizou trabalhos anteriores com extratos de raizes de Lonchocarpus cultratus,
optou-se por investigar a atividade anti-Trypanosoma cruzi e anti-bacteriana dos
extratos obtidos das sementes desta planta, além de avaliar a citotoxicidade destes

extratos, assim como caracterizar seus constituintes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar as atividades anti-bacteriana e anti-Trypanosoma cruzi dos extratos de

sementes de Lonchocarpus cultratus.

2.2 Objetivos especificos

e Obter os extratos hexanico, diclorometanico e metandlico das sementes de L.
cultratus;

e \Verificar a presenca de atividades anti-bacteriana e anti-Trypanosoma cruzi
dos extratos obtidos;

e Pesquisar a toxicidade destes extratos frente a hemacias humanas;

e Caracterizar os extratos, através de testes quimicos e por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Género Lonchocarpus

O género Lonchocarpus pertence a familia Fabaceae, a subfamilia
Leguminosae, Papilionoideae e constitui-se por cerca de 100 espécies distribuidas
na América Latina, Africa, Madagascar e Australia (BORGES-ARGAEZ et al., 2000).
No Brasil, foram identificadas 24 espécies nativas (MAGALHAES et al., 2000).

As plantas do género Lonchocarpus sao conhecidas por apresentarem
propriedades inseticidas e pesticidas. Diversas atividades farmacologicas também
tém sido relatadas, como por exemplo: a atividade antimicrobiana (MAGALHAES et
al., 2007), a atividade inibitoria de células do céncer de préstata, o efeito
leishmanicida e a inibigéo in vitro de Trypanosoma cruzi (BORGES et al., 2007).

Estudos fitoquimicos de espécies vegetais tém mostrado que as plantas deste
género costumam conter flavonoides, metabdlitos secundarios de valor terapéutico
expressivo (BORGES-ARGAEZ et al., 2000).

Os flavondides apresentam uma estrutura quimica basica, marcada por um
esqueleto com 15 atomos de carbono distribuidos em trés anéis, sendo dois anéis
fendlicos (Figura la e b) e um anel pirano (Figura 1c). Os flavondides séo
classificados dependendo do estado de oxidagc&do do anel pirano (MARCO et al.,
2008) e sao divididos em diferentes classes, como as flavonas, flavonais,
flavanonas, flavanondis, antocianidinas, isoflavonas e chalconas (Figura 2)
(MACHADO et al., 2008).

O

Figura 1 Representagdo da estrutura quimica basica de flavonoide. Anéis fendlicos (a) e (b), anel
pirano (c)
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OH

Figura 2 Representacdes das estruturas quimicas das principais classes de flavonodides: flavonas (a),
flavonais (b), flavanonas (c), flavanondis (d), antocianidinas (e), isoflavonas (f), chalconas (g)

Um exemplo de espécie de Lonchocarpus que sintetiza flavondides €
Lonchocarpus xuul, um tipo de arvore endémica da Peninsula de Yucatan, no
México. A publicagdo de Monache et al. (1978) identificou nas sementes da planta
trés chalconas: lonchocarpina (Figura 3a), derricina (Figura 3b) e 4-
hidroxilonchocarpina (Figura 3e). As cascas do caule também foram estudadas e
nelas foram identificados diversos flavonodides (BORGES-ARGAEZ et al., 2000).



18

Figura 3 Representacbes das estruturas quimicas de lonchocarpina (a), derricina (b),
isolonchocarpina (c), isocordoina (d), 4-hidroxilonchocarpina (e) e cordoina (f)

Borges-Argaez et al. (2007) isolaram da raiz de L. xuul a isocordoina, um tipo
de chalcona com atividade leishmanicida e que inibiu a proliferacdo de células de
cancer de préstata (Figura 3d). Estudos posteriores com a isocordoina mostraram
atividade tripanocida (BORGES-ARGAEZ et al., 2009). O mesmo grupo de pesquisa
também isolou das raizes dessa planta a 4’,5-dimetoxi-(6,7:2",3")-6",6"-
dimetilpiranoflavona (Figura 4) e a lonchocarpina (Figura 3a), avaliando e
comprovando a atividade anti-T. cruzi de ambas as substancias (BORGES-ARGAEZ
et al., 2009). Um potente efeito anti-leishmania também foi verificado em estilbenos
isolados do extrato metandlico das folhas e caule de Lonchocarpus nicou, planta
nativamente peruana conhecida popularmente como “barbasco”. (FUCHINO et al.,
2013).
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Figura 4 Representacdo da estrutura quimica de 4',5 dimetoxi-(6,7:2",3")-6",6"-dimetilpiranoflavona

A di-hidrospinochalcona-A, um novo metabdlito isolado das raizes de L. xuul
apresentou efeito anti-hipertensivo significativo, através de acao direta e relaxante
sobre anéis da aorta de ratos (VILLARREAL et al., 2013).

A espécie Lonchocarpus araripensis € amplamente distribuida no nordeste
brasileiro, onde é conhecida popularmente como ‘'sucupira’. Estudos fitoquimicos
com as sementes desta planta possibilitaram o isolamento da lectina N-
acetilglucosamina, um tipo de metabdlito com atividade anti-inflamatéria (PIRES et
al.,, 2016). A substancia 3,6-dimetoxi-6",6"-dimetil-(7,8,2",3")-cromenoflavona foi
isolada das cascas do caule de L. araripensis e mostrou duas atividades
interessantes: a reducdo da sensibilidade a dor (nociceptivo) em ratos, sem a
alteracdo na coordenacdo motora (ALMEIDA et al., 2015) e gastroprote¢ao contra
dano da mucosa gastrica (CAMPOS et al., 2008).

A espécie Lonchocarpus sericeus € outra planta do género Lonchocarpus,
comum no nordeste brasileiro, onde é conhecida popularmente como 'angelim'. Esta
espécie foi estudada fitoquimicamente por Monache et al. (1978), que isolou das
sementes os metabdlitos secundarios lonchocarpina (Figura 3a), derricina (Figura
3b), isolonchocarpina (Figura 3c), isocordoina (Figura 3d), 4-hidroxilonchocarpina
(Figura 3e) e cordoina (Figura 3f). Mahmoud e Peter (1986) também estudaram as
sementes desta planta e isolaram a flemistrictina-B, um tipo de substéncia da classe
de diidrofuranochalconas. O extrato de sementes de L. sericeus mostrou atividade
anti-inflamatoria e antimicrobiana (ALENCAR et al., 2005). Neste estudo, verificou-se
diminuicdo da peritonite em camundongos, com acentuada diminuigdo bacteriana na
cavidade peritoneal.

Cunha et al. (2003) reportou que o extrato hexanico das raizes de L. sericeus é
constituido principalmente por derricina (Figura 3b) e a lonchocarpina (Figura 3a).
Estas substancias, assim como o extrato hexanico das raizes de L. sericeus, foram

avaliadas frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida Albicans. Os
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resultados do trabalho mostraram que, tanto o extrato como as substancias isoladas
ndo apresentaram atividade antimicrobiana e nem hemolitica. Entretanto, o extrato
e a derricina foram tdxicos para ovos fertilizados de ourico-do-mar, demonstrando
provavel potencial antimitotico.

Lonchocarpus montanus € outra espécie do género, distribuida pelos estados
da Bahia, Goias, Minas Gerais e Tocantins. L. montanus & conhecida popularmente
como “cabelouro” ou "carrancudo" e estudos realizados com o extrato das raizes
demonstraram atividade antimicrobiana contra Staphyloccocus aureus, Bacillus
subtilis e os fungos Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporium e Rhizopus
oryzae (MAGALHAES et al., 2007).

A atividade antimicrobiana também foi avaliada com substancia derriobtusona
A, uma classe de flavondide isolada das cascas das raizes da planta Lonchocarpus
obtusus (VASCONCELOS et al., 2014). Este estudo identificou que a substancia
Derriobtusona A foi eficaz contra S. aureus, bem como possui um potencial
antioxidante e nao apresentou toxicidade frente a Artemia salina.

Na espécie Lonchocarpus chiricanus, uma classe de arvore nativa do Panama,
as propriedades do extrato diclorometénico das cascas das raizes foram estudadas
frente a Cladosporium cucumerinum, uma espécie de fungo fitopatogénico, e ao
efeito larvicida contra as larvas do mosquito Aedes aegypti. Em ambos os testes,
foram observados resultados satisfatorios, revelando o potencial farmacolégico da
planta (IOSET et al., 2001).

As sementes das espécies L. peninsulares e L. unifoliatus foram estudadas por
Monache et al. (1978). No extrato de L. peninsulares foram reportados dois
estilbenos prenilados: longistilina C (Figura 5a) e longistilina D (Figura 5b). Em L.
unifoliatus, além de estilbenos, também foram identificados os rotenéides nomeados

como deguelina (Figura 5c) e tefrosina (Figura 5d).
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Figura 5 Representacfes das estruturas quimicas de longistilina C (a), longistilina D (b), deguelina (c)
e tefrosina (d)

A planta Lonchocarpus cultratus, como constituinte do género Lonchocarpus,
merece ser estudada, devido ao potencial farmacoldgico indicado em outras
espécies deste género. Desta forma, conhecendo-se a variedade de propriedades
apresentadas por vegetais do género Lonchocarpus, considera-se que o estudo de

L. cultratus € importante para o desenvolvimento de novos principios ativos.

3.2 Lonchocarpus cultratus

A revisdo bibliografica sobre L. cultratus foi realizada nas bases de dados
ScinFinder, Science Direct, Scielo Advanced Search, Scopus, Web of Science,
Clinical Trials, Cochrane Library, Pubmed, National Agricultural Library e mostrou
gue ha poucas publicacbes sobre a espécie. Foram encontrados muitos artigos
cientificos sobre o género Lonchocarpus, entretanto somente 11 estudos sobre L.
cultratus, incluindo as respectivas sinonimias, e entre estes, somente um trabalho

realizado com extrato das sementes desta planta.
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A espécie Lonchocarpus cultratus (Vell.) AAM.G. Azevedo & H.C. Lima (Figura
6) pertence a familia Fabaceae e, talvez porque tenha problemas de taxonomia,
apresenta grande variedade de sinonimias, como: Pterocarpus cultratus,
Neuroscapha  guilleminiana, Lonchocarpus neuroscapha, Lonchocarpus
guilleminianus, Derris guilleminiana, Neuroscapha pubigera e Neuroscapha martiana
(SILVA; TOZZI, 2012).

Popularmente, a planta também é identificada com varios nomes,
dependendo da regido onde é nativa. No Brasil, € conhecida como: cabelouro, na
Bahia; embira-branca, em S&o Paulo; embira-d’anta e embira-de-macaco, no
Espirito Santo; embira-de-carrapato, em Minas Gerais; embira-de-sapo, nos estados
de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Santa Catarina, S&o Paulo e Distrito Federal,
imbira-de-caboclo, no Parana; piaca, em Pernambuco e rabo-de-macaco, em Santa
Catarina (SILVA; TOZZI, 2012).

L. cultratus & um tipo de arvore que varia de 4 a 30 m de altura, com tronco de
40 — 50 cm de diametro. A madeira é moderadamente pesada, dura, compacta,
suscetivel a polimento e moderadamente resistente ao ataque de organismos

xiléfagos. Floresce entre dezembro e janeiro e a maturacdo de seus frutos ocorre

durante os meses de maio a agosto (LORENZI, 2002).

Figura 6 Foto da planta Lonchocarpus cultratus (a): vista geral da arvore, (b) e (c): galhos, folhas e
frutos. Fonte: autor 2015

A classificacdo botanica de Lonchocarpus cultratus estd apresentada na
Tabela 1 (SOUZA; LORENZI, 2012).



23

Tabela 1 Classificacdo Botanica da espécie Lonchocarpus cultratus

Classificagéo Lonchocarpus cultratus
Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Superdivisao Spermatophyta
Divisdo Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe Spermatophyta
Subclasse Rosidae (Eurosideas I)
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae/Papilionoideae
Género Lonchocarpus
Espécie Lonchocarpus cultratus (Vell.) A.M.G. Azevedo & H.C. Lima.

A distribuicdo desta espécie é restrita & América do Sul, principalmente
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador e Peru. No Brasil, ¢ comum em todas as regides,
especialmente no Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sao Paulo e Parana. A arvore de L.
cultratus cresce usualmente em matas ciliares ou em florestas tropicais

sazonalmente secas e Umidas (LORENZI, 2002).

3.2.1 Fitoquimica de Lonchocarpus cultratus

A caracterizacdo dos metabolitos secundarios de Lonchocarpus cultratus néo
esta elucidada, contudo alguns de seus constituintes ja foram identificados.
Magalhdes et al. (2002) observaram no extrato das raizes alcal6ides poli-
hidroxilados e derivados acetilados de 2,5-trans-dihidroximetil-3,4-trans-
dihidroxipirrolidine  (Figura 7a), 1l-deoximannojirimicina (Figura 7b), 1-

deoxinojirimicina (Figura 7c), fagomina (Figura 7d) e homonojirimicina (Figura 7e).
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Figura 7 Representagfes das estruturas quimicas de 2,5-trans-dihidroximetil-3,4-trans-
dihidroxipirrolidine (a), 1-deoximannojirimicina (b), 1-deoxinojirimicina (c), fagomina (d) e
homonoijirimicina (e).
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Anteriormente, Mello et al. (1973 e 1974) isolaram nas raizes da planta o
triterpeno B-amirina e as chalconas cordoina (Figura 3f), derricina (Figura 3b) e
isocordoina (Figura 3d), além de misturas de lonchocarpina (Figura 3a),
dihidrocordoina (Figura 8a), isocordoina (Figura 3d), 4-hidroxilonchocarpina (Figura
3e), 4-hidroxiderricina (Figura 8b), 4-hidroxiisocordoina (Figura 8c) e 4-
hidroxicordoina (Figura 8d).

H4C CHg

Figura 8 Representacdes das estruturas quimicas de chalconas de L. cultratus: dihidrocordoina (a),
4-hidroxiderricina (b), 4-hidroxiisocordoina (c) e 4-hidroxicordoina (d)

Chalconas preniladas e flavonas também foram isoladas a partir de extratos
das sementes desta planta, mostrando que essas substancias podem estar

presentes em outras partes, além das raizes de L. cultratus (MENICHINI, 1982).

3.2.2 Propriedades farmacoldgicas de Lonchocarpus cultratus

Testes com células de carcinoma de Ehrlich e de sarcoma 180 foram
realizados, utilizando substancias de Lonchocarpus cultratus. Os resultados iniciais
foram satisfatorios em relagdo a inibicdo destas células cancerigenas (MOREIRA et
al., 1973). Um ano ap0s a publicacdo desses dados, Mello et al. (1974)
demonstraram que a cordoina, 4-hidroxicordoina e 4-hidroxiderricina apresentaram
acao inibitéria discreta frente a tumores experimentais de Sarcoma 180 e Carcinoma

de Ehrlich. A derricina também demostrou atividade antineoplasica apenas frente ao
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sarcoma 180. No artigo de Mello et al. (1974), as chalconas preniladas e
hidroxiladas 4-hidroxiderricina, 4-hidroxilonchocarpina, 4-hidroxiisocordoina e 4-
hidroxicordoina, isoladas a partir de extratos da raiz da planta, apresentaram efeito
antimicrobiano, frente a varios microrganismos Gram-positivos. Dados semelhantes

foram reportados por Roman et al. (2013).

3.2.3 Toxicidade

A toxicidade avalia, entre outras coisas, a concentracdo na qual uma
substancia ou um composto, provoca efeito nocivo decorrente da interacdo da
mesma com o0 organismo, pode também verificar a teratogenia da substancia,
estimar a atividade antiparasitaria e antitumoral da molécula estudada, entre outros.

Um dos meétodos utilizados para avaliar a toxicidade é o de letalidade da
Artemia salina Leach (camar&do de salmoura) em contato com uma substéacia. Este
teste mostrou uma boa correlagdo com atividade antitumoral, tornando-o uma
ferramenta de pré-triagem para farmacos anticancerigenos. (PRASHITH et al.,
2012).

Magalhdes et al. (2002) avaliaram o extrato de L. cultratus frente a este
meétodo, observaram a existéncia de toxicidade dos extratos metandlicos das raizes
frente a Artemia salina, evidenciando a possivel acdo antitumoral verificada

anteriormente por outros autores.

3.3 Doenca de Chagas

Um dos acontecimentos médicos mais importantes ocorridos nas Américas foi
o descobrimento da Tripanossomiase Americana ou Doenca de Chagas (DIAS;
COURA, 1997). Esse feito trouxe uma contribuicdo inovadora ao campo emergente
da medicina tropical e dos estudos sobre as doencas parasitarias transmitidas por
insetos-vetores, apresentando ndo apenas uma nova entidade nosologica, mas a
realidade sanitaria e social do pais, assolado pelas endemias rurais. Enaltecida por
Oswaldo Cruz como a maior das “glérias de Manguinhos”, a descoberta trouxe
imediato prestigio e projecdo ao jovem cientista Carlos Chagas (1878-1934), que
recebeu varias distincdes académicas no Brasil e no exterior, tendo sido indicado ao
Prémio Nobel por duas vezes (KROPF, 2004).

Mais de um século apos esta descoberta, mesmo com 0S avangos no controle
da doenca em paises endémicos, a enfermidade mantém-se como um processo

morbido e relevante para a saude publica (OPAS, 2009).
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Anualmente, séo relatados em média 28000 novos casos nas Américas e
destes, 8000 sdo recém-nascidos. A Doenca de Chagas afeta cerca de 6 a 8
milhdes de pessoas no mundo e acarreta, aproximadamente, 12000 mortes anuais.
Atualmente, cerca de 65 milhGes de pessoas correm o risco de contrair a doenca,
pois vivem em &reas endémicas (WHO, 2014).

No Brasil, estima-se que o numero de pessoas infectadas por T. cruzi variam
entre dois a cinco milhdes de pessoas (MARTINS-MELO et al., 2014), sendo que
entre os anos de 2009 e 2013 foram registrados 23 568 6bitos (DIAS et al., 2016).

3.3.1 Agente Etioldgico

O agente causador da doenca de Chagas é o protozoario Trypanosoma cruzi,
cuja principal caracteristica estrutural é a presenca de um flagelo e ciclo de vida com
diversas morfologias, denominadas como: epimastigota, tripomastigota e amastigota
(Figura 9) (DOCAMPO et al., 1990).
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Figura 9 Morfologia de Trypanosoma cruzi: (a) epimastigota, (b) tripomastigota e (c) amastigota

Fonte: http://www.bioscience.org/2003/v8/e/948/fulltext.php?bframe=figures.htm, Acesso em 30 de novembro de 2016.

A forma epimastigota (Figura 9a) é alongada com flagelo livre. Esta é a forma
de replicac&o no vetor, que se encontra na porcao posterior do intestino do inseto e
nos meios liquidos de cultura (REY, 2001).

A forma tripomastigota (Figura 9b) também é alongada, entretanto o flagelo se
estende por toda a célula e torna-se livre somente na porcao anterior. A forma
tripomastigota € encontrada na circulacdo sanguinea do hospedeiro vertebrado,
podendo estar presente também nos espacos intersticiais celulares, no liquido

cefalorraquidiano, leite, esperma e em cultura celulares laboratoriais. As formas
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tripomastigotas podem ser diferenciadas em tripomastigotas metaciclicas. Estas
formas sdo morfologicamente semelhantes as tripomastigotas, porém as
tripomastigotas metaciclicas sdo as responsaveis pela infeccdo, quando liberadas
nas fezes do vetor (ARGOLO et al., 2008).

A forma amastigota (Figura 9c) é arredondada ou ovalada, com um flagelo
curto que nao se exterioriza. Esta é a forma de replicacdo nas células do hospedeiro
vertebrado e que predomina nas células das fibras musculares estriadas, nas lisas,
no sistema fagocitico mononuclear e nos meios de cultura celulares (LANA, 2000).

O ciclo de vida do protozoario T. cruzi e as respectivas formas morfolégicas

celulares estéo representados na Figura 10.

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS
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Figura 10 Esquema do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Fonte: http://chaguismo.blogspot.com.br/2013/08/trasmissao.html Acesso em 03 de dezembro de 2016.

3.3.2 Transmissao da doenca

As principais formas de transmissdo da Doenca de Chagas para o homem
sdo: a vetorial, por transfusdo de sangue contaminado, a transplacentaria
(congénita) e pela via oral, através da ingestdo de alimentos contaminados por T.
cruzi. Mecanismos de transmissdo menos comuns envolvem acidentes de

laboratorio, manejo de animais infectados e transplante de 6rgaos (COURA, 2003).

3.3.2.1 Transmissao vetorial
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A Doencga de Chagas, primitivamente, foi uma enzootia, ou seja, restrita aos
reservatérios silvestres. No entanto, a colonizacdo humana neste ambiente
acarretou desequilibrio ambiental, propiciando que a transmissdo se difundisse. A
transmissao vetorial acontece pelo contato do homem suscetivel com os dejetos dos
triatomineos contaminados, também conhecidos como “barbeiros” ou “chupdes”.
Estes insetos defecam apds o repasto, eliminando as formas infectantes de T. cruzi,
gue geralmente penetram pelo orificio da picada no ato de cocar (BRENER et al.,
2000).

A forma de transmissdao vetorial € mais expressiva que as demais e acarreta a

endemicidade da doenca em 21 paises da América Latina (Figura 11).
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Figura 11 Regides de incidéncia da Doenca de Chagas por transmisséo vetorial
Fonte: file:///C:/Users/User/Downloads/Map-int_trans vector chagas%20(3).pdf Acesso em: 03 de
dezembro de 2016.

3.3.2.2 Transmissao transfusional

A transmissédo transfusional da Doenca de Chagas é uma via importante de
propagacéo da doenca nos centros urbanos, sendo considerada a principal forma de

transmissdo em paises ndo endémicos (Canada, Espanha, EUA e outros) e em
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paises latino-americanos que estejam em processo de erradicacdo do vetor
(ANGHEBEN et al., 2015).

No Brasil, a prevaléncia da infeccdo entre os candidatos a doadores de
sangue esta em declinio, e permaneceu menor que 0,3% na ultima década (WHO,
2015). Esses indices refletem a efetividade dos programas de combate ao vetor e
maior controle do sangue e hemoderivados, através de uma rigorosa triagem clinica
e da doacédo voluntaria de sangue. Também, a atuacdo mais efetiva da vigilancia
sanitaria sobre os servicos de hemoterapia publicos e privados tem contribuido para
0 aumento da seguranca transfusional e, consequentemente, para eliminacdo da

transmissao sanguinea dessa doenca (BRASIL, 2009).

3.3.2.3 Transmissao vertical

A principal via da transmissédo vertical é a transplacentaria, e pode ocorrer em
qualgquer fase da doenca materna: aguda ou crénica. A transmissdo também pode
se dar em qualquer época da gestacao, sendo mais provavel no ultimo trimestre, ou
ocorrer na passagem no canal do parto, pelo contato das mucosas do feto com o
sangue da mae infectada (COURA; CASTRO, 2002).

A taxa de transmissdo materna para lactentes varia entre 1 e 12% na
literatura. Estima-se que haja 4 000 maes infectadas e aproximadamente 200
recém-nascidos susceptiveis de estarem infectados com T. cruzi nos EUA e Canada,
anualmente (TRAINA et al., 2016).

3.3.2.4 Transmisséo por via oral

A transmissdo oral ocorre a partir da ingestdo de alimentos contaminados
com T. cruzi, principalmente a partir do triatomineo ou suas dejecdes. Pode ocorrer
também por meio da ingestdo de carne de cacga crua ou mal cozida, ou alimentos
contaminados por urina ou secre¢do anal de marsupiais infectados, ou por meio de
habitos primitivos de ingestao de triatomineos (BRASIL, 2010).

As fezes de triatomineos infectados podem permanecer durante algumas
horas com potencial infectante em ambientes com elevada umidade. Desta forma,
podem contaminar tanto alimentos como patas e aparelho bucal de carreadores
secundarios, como moscas e baratas. Estudos experimentais mostraram que
alimentos como leite ou caldo de cana, na temperatura ambiente, mantém o parasita

viavel por até 24 horas. Apesar de 0 suco gastrico dificultar a contaminacéo, o
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protozodrio é capaz de transpor a mucosa intestinal mediante mecanismos quimicos
(DIAS et al., 2016).

O Ministério da Saude do Brasil contabilizou 112 surtos no territério nacional
entre 2005 e 2013, envolvendo 35 municipios da Regido Amazbnica. A fonte
provavel de infeccdo foi a ingestdo de alimentos contaminados com T. cruzi, entre
eles: acai, bacaba, jaci (coquinho), caldo de cana e palmito de babacu. A maioria
dos surtos ocorreu nos estados do Para, 75,9% (85 surtos) e Amapa, 12,5% (14
surtos) e, em menor propor¢ao, no Amazonas, 4,5% (5 surtos), Tocantins, 1,8% (2
surtos) e Bahia, 1,8% (2 surtos) (BRASIL, 2015).

3.3.2.5 Transmissao por acidentes laboratoriais

Os acidentes laboratoriais que acarretam a transmissdo da Doenca de
Chagas podem ocorrer devido a contato com culturas de T. cruzi, exposicao as
fezes infectadas ou sangue de humanos ou animais contendo formas
tripomastigotas do protozoario (DIAS; NETO, 2011).

3.3.2.6 Transmissao por transplante de 6rgéos

Nas duas ultimas décadas, com o aumento do nimero de transplantes, essa
via de transmissdo tem adquirido relevancia. A doenca de Chagas aguda, que
ocorre apés um transplante, apresenta-se grave, uma vez que 0s receptores do
paciente estdo imunocomprometidos. Os individuos infectados apresentam as
manifestacbes clinicas da doenca aguda: febre, nédulos cutaneos eritematosos,
hepatoesplenomegalia, infadenomegalia, mialgias e cefaléia (BRASIL, 2009).

3.3.3 Sintomatologia

A patologia da doenca de Chagas manifesta-se em duas fases: aguda e
cronica, podendo ser sintomatica ou assintomatica. Cerca de 90% dos pacientes sdo
assintomaticos (BRENER et al., 2000).

Depois da infeccdo e incubacdo, que na transmissao vetorial pode ser de 1 a
2 semanas, inicia-se a fase aguda da doenca. A fase aguda se diferencia da cronica,
por ser rapida e com elevada parasitemia (COURA, 2003). Nela, também é possivel
detectar anticorpos IgM. Gradativamente, ha reducdo da parasitemia e aumento
gradual de anticorpos IgG (Figura 12) (BRASIL, 2009).
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Figura 12 Gréfico geral da resposta humoral (IgG) ao parasita em pacientes com Doencga de Chagas
Fonte: BRASIL, 2009.

O quadro agudo é caracterizado por um panorama febril prolongado, cefaléia,
artralgia, adenomegalia, hepatoesplenomegalia, rash cutaneo e edema. No local da
picada do inseto, geralmente observa-se edema cutaneo ou de mucosa, conhecido
como “Chagoma de Inoculacdo” (lesbes furunculéides, nédo supurativas, em
membros, tronco e face, por reacao inflamatéria a penetracdo do parasita), que
guando ocorre nos olhos, denomina-se “Sinal de Romafa” (conjuntive unilateral).
Nesta fase, os sintomas podem desaparecer espontaneamente, evoluindo para a
fase cronica ou, progredindo para formas agudas graves, que podem levar ao Obito
(COURA, 2003).

A fase cronica é tardia, com evolugdo lenta e baixa parasitemia, podendo
dividir-se, principalmente, em indeterminada e determinada ou sintomatica, podendo
apresentar alteracdes cardiacas, digestivas e mistas (BRENER et al., 2000).

A cardiopatia chagasica cronica € a forma clinica sintomatica mais corriqueira
da doenca de Chagas, ocorre em aproximadamente 20 a 40% das pessoas
infectadas, e é uma condicdo potencialmente letal (FERREIRA et al., 2016).

As lesbes cardiacas sao primitivamente inflamatorias e, secundariamente
degenerativas. As principais manifestacdes clinicas sdo a taquicardia, a hipotenséao,
a arritmia e a cardiomegalia (aumento expressivo do volume do coragao) (DIAS et
al., 2016).

3.3.4 Tratamento
O tratamento da Doenca de Chagas nao foi completamente elucidado e tem
como objetivo a erradicacdo da infeccdo e a prevencao do aparecimento de lesdes

em 6rgdos ou do agravamento das lesdes presentes (COURA et al., 1997).
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Os primeiros compostos desenvolvidos experimentalmente para o tratamento
especifico da tripanossomiase americana foram o atoxyl, medicamento derivado de
arsénico; a tintura de fucsina; o tartaro emético, uma classe de antimdnio
pentavalente e o cloreto de mercurio. Todos estes compostos se mostraram
ineficazes no tratamento proposto (COURA; CASTRO, 2002).

Em 1936, um derivado quinolinico foi empregado pela primeira vez no
tratamento da forma aguda da doenca de Chagas, mas apresentou discreta
atividade parasitaria (MAZZA et al., 1937 e OLIVEIRA et al., 2008)

Em 1968, foi realizada uma avaliacdo meticulosa dos farmacos disponiveis
anti-T.cruzi em condi¢des in vitro e in vivo. Com base nos resultados obtidos, 27
compostos e mais de 30 antibidticos foram considerados inativos, e outros
apresentaram efeito supressor da parasitemia, porém ndo se mostraram curativos
(BRENER, 1968).

No final dos anos 60 e inicio dos anos 70, ocorreram fatos animadores para o
tratamento da Doenca de Chagas, surgindo as drogas Nifurtimox, em 1967 e o
Benznidazol, em 1972 - Figura 13 (DIAS; SCHOFIELD, 1999).

O -
o (/«\g?o e
N O8N /* @
4 / NH
CH, O
a b

Figura 13 Representacdes das estruturas quimicas de Nifurtimox (a) e Benznidazol (b)

O Nifurtimox (Figura 13a), produzido pelo Laboratério Bayer e lancado com o
nome comercial de Lampit®, foi a primeira droga usada no tratamento da fase aguda
da Doenca de Chagas (BRENER, 2000). A substancia é um tripanocida contra
formas amastigotas de T. cruzi. O mecanismo de acdo no paciente envolve
producdo de nitrofuranos toxicos, radicais superoxidos e outras espécies reativas,
como o peréxido de hidrogénio e radical hidroxila. O protozoario € lesado por ser
mais sensivel a estas substancias que o hospedeiro (BERNARDES et al., 2006).

Nifurtimox teve a comercializacdo interrompida na década de 1980,
primeiramente no Brasil e depois em outros paises da América do Sul (Venezuela,

Chile, Argentina), devido aos efeitos colaterais apresentados pelos pacientes em
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tratamento (RASSI et al., 2002) e ao surgimento de vérias cepas resistentes ao
medicamento em regides endémicas brasileiras (COURA; CASTRO, 2002).

O Benznidazol (Figura 13b) é uma classe derivada do nitroimidazélico
desenvolvido por Wineholt e Liebman, inicialmente produzido pelos Laboratérios
Hoffman-La Roche, na Suica (CANCADO, 2000). O mecanismo de a¢do nao esta
elucidado e sabe-se que ndo ocorre através de reacdes oxidativas, como o
Nifurtimox (URBINA; DOCAMPO, 2003). Os direitos de fabricacdo do Benznidazol
no Brasil foram cedido pela Roche, em abril de 2003. O medicamento tem sido
produzido pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE),
distribuido pela rede publica de postos de salude e ndo se encontra disponivel em
farmacias (SCHOFFIELD et al., 2006).

O Nifurtimox e o Benznidazol apresentam atividade efetiva de 80 — 100% dos
pacientes tratados na fase aguda (RASSI et al., 2000). A eficacia pode variar de
acordo com a é&rea geografica do paciente, provavelmente em consequéncia da
susceptibilidade diferente de diversas cepas de T. cruzi ao farmaco empregado
(DIAS; COURA, 1997).

O uso destes farmacos no tratamento da fase crbnica da enfermidade é
controverso. Os efeitos colaterais indesejaveis de ambos os medicamentos sdo 0s
inconvenientes principais. O uso de nifurtimox frequentemente causa anorexia,
perda de peso, alteracBes psiquicas, excitabilidade, sonoléncia, e complicacGes
digestivas, como nausea, vomito, colicas intestinais e diarréia (CASTRO et al.,
2006).

No tratamento com benznidazol, as rea¢gfes adversas mais evidentes séo as
cutaneas, como hipersensibilidade, dermatite com erup¢des, edema generalizado,
febre, linfoadenopatia, dor articular e muscular (CASTRO et al., 2006).

Outros medicamentos também foram testados contra o protozoario T. cruzi,
dentre eles Alopurinol (GIANELLA et al., 1997 e RASSI et al., 2007), Cetoconazol
(BRENER, 1993), Ravuconazol, Megazol e os derivados Naftoimidazélicos, porém
nenhum apresentou resultados eficientes na terapéutica da Doenca de Chagas
(OLIVEIRA et al., 2008).

Ha muito tempo, as plantas medicinais sdo utilizadas no tratamento de
doencas parasitarias pela medicina popular e, muitos trabalhos corroboram a
importancia terapéutica de produtos naturais na tripanossomiase americana
(BEZERRA et al., 2012). Substancias de origem natural de diversas classes, como,

por exemplo, quinonas, flavondides, alcaldides e terpenos podem ser ativos contra
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T. cruzi e se apresentam como uma direcdo promissora na busca de drogas eficazes

para prevencao e tratamento da doenca de Chagas (GUIMARAES et al., 2007).

3.4 Atividade antimicrobiana

Atualmente, a frequéncia de doengas infecciosas e o0 uso indiscriminado de
terapia antimicrobiana criaram uma situacdo problematica, originando bactérias
resistentes a mduiltiplas drogas. O fato representa ameaca e fonte de preocupacao
mundial, porque remete a condicdo provavel de auséncia futura de medicamentos
antimicrobianos.

Os microrganismos tém mostrado enorme capacidade de evoluir em dire¢éo a
resisténcia aos antibiéticos (GONZALEZ-ZORN; ESCUDERO, 2012). A escolha
destas drogas em terapias antimicrobianas, na maior parte dos casos, € feita de
forma empirica, baseada no tipo de infeccdo e ndo propriamente no microrganismo
infectante e respectivo perfil de sensibilidade (AMOROSO, 2002).

O assunto tem sido amplamente discutido nos meios hospitalares e em areas
afins, provocando a formacdo de comissdes, cujo objetivo € discutir procedimentos
apropriados de utilizacdo de antibidticos, especialmente, diminuir o desenvolvimento
de populagbes de microrganismos resistentes, preservar o espectro de atividade dos
antimicrobianos atuais e evitar as consequéncias do desaparecimento gradual da
atividade antimicrobiana no tratamento das infeccdes.

A comunidade cientifica e a industria farmacéutica, frente a magnitude do
problema e paralelamente as boas praticas de utilizacdo e emprego de
antimicrobianos, responderam com elaboracdo e realizacdo de inlUmeros projetos,
empregando moléculas de antimicrobianos modificadas, estudos de atividade
relacionados a estrutura quimica e sintese de novas substancias.

Apesar da realizacdo destes trabalhos, a producdo de novos farmacos
antimicrobianos vem declinando nos ultimos 20 anos (CECHINEL FILHO, 2012) e,
neste contexto, a biodiversidade da flora brasileira € um componente essencial na
descoberta de novos farmacos.

No Brasil, os estudos sobre medicamentos antimicrobianos de origem vegetal
tiveram impulso, a partir de trabalhos de Gongalves de Lima (1959) e outros
pesquisadores. Assim, grande numero de plantas da flora brasileira tem sido
utilizado na forma de extrato bruto, infusbes ou emplastros para tratar infeccées. As
publicacdes destes estudos vém demonstrando o potencial farmacoldgico da area.

Assim, conhecendo o potencial farmacolégico das plantas constituintes do
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género Lonchocarpus, especialmente as atividades tripanocida e antimicrobiana;
sabendo da caréncia de estudos sobre L. cultratus, da existéncia da problematica
relacionada a resisténcia microbiana e das dificuldades com o tratamento dos
portadores da Doenca de Chagas, o presente trabalho foi realizado sobre as
atividades anti-T. cruzi, antimicrobiana e de toxicidade de extratos de sementes

desta planta.
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RESUMO

Os antimicrobianos sao instrumentos valiosos para o controle das infecbes e
restabelecimento da saude, contudo, a terapia com antibiéticos passou a ser
frequente e irrestrita. Esse fato foi uma das causas principais do surgimento de
cepas resistentes, cenario preocupante e cada vez mais grave. Para minimizar esse
problema, diversas acbes foram tomadas, entre elas, o descobrimento de novos
antimicrobianos. Varios medicamentos foram desenvolvidos baseados em plantas. O
género Lonchocarpus (Fabaceae) possuiu espécies com comprovada acao
antimicrobiana, dentre elas, a Lonchocarpus cultratus. Estudos mostraram efeitos
antibioticos de chalconas isoladas das raizes dessa planta, contudo, outras partes

da mesma nédo foram avaliadas. Devido a este contexto, o objetivo deste trabalho é
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investigar a atividade antimicrobiana dos extratos de raizes e de sementes de L.
cultratus, além de caracterizar os constituintes por testes quimicos. Os extratos
foram obtidos das sementes e raizes da planta através de maceracfes sucessivas.
A caracterizacao foi obtida por meio de métodos analiticos qualitativos, para verificar
a presenca de chalconas, saponinas, esteroides, triterpendides, alcaloides, taninos,
cumarinas, e flavonoides. A atividade anti-bacteriana foi avaliada por teste de
difusdo em disco frente as cepas: Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os testes quimicos mostraram que
alcaloides, chalconas, cumarinas, triterpenos e saponinas estdo presentes nas
raizes e nas sementes; flavonoides e esteroides, somente nas raizes, e taninos néo
foram observados. Os extratos ndo apresentaram atividade antimicrobiana frente as
bactérias estudadas. Concluimos que a auséncia de atividade antimicrobiana nos
extratos de L. cultratus, principalmente no extrato das raizes cuja propriedade foi
reportada anteriormente, sugere problemas relacionados a estabilidade ou baixa

concentracdo de chalconas bioativas no extrato.

Palavras chaves: Antibi6tico, Fabaceae, embira de caboclo.

ABSTRACT

Anti-bacterial activity of extracts of roots and seeds from Lonchocarpus
cultratus (Vell.) AM.G. Azevedo & H.C. Lima

Antimicrobials are valuable tools for controlling infections and restoring health, but
antibiotic therapy has become frequent and unrestricted. This fact was one of the
main causes of the emergence of resistant strains, a worrying and increasingly
serious scenario. To minimize this problem several actions were taken, among them

the discovery of new antimicrobials. Several drugs have been developed based on
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plants. The genus Lonchocarpus (Fabaceae) has species with proven antimicrobial
action, among them Lonchocarpus cultratus. Studies have shown antibiotic effects of
chalcones isolated from the roots of this plant, but other parts of it have not been
evaluated. Due to this context, the objective of this work is to investigate the
antimicrobial activity of root and seeds extracts from L. cultratus, besides
characterizing the constituents by chemical tests. The extracts were obtained from
the seeds and roots of the plant through successive macerations. The
characterization was obtained through qualitative analytical methods to verify the
presence of chalcones, saponins, steroids, triterpenoids, alkaloids, tannins,
coumarins, and flavonoids. The antimicrobiological activity was evaluated by disc
diffusion test against strains: Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Chemical tests showed that alkaloids,
chalcones, coumarins, triterpenes and saponins are present in roots and seeds;
flavonoids and steroids, only in the roots and tannins were not observed. The
extracts did not present antimicrobial activity against the studied bacteria. We
conclude that the absence of antimicrobial activity in the extracts of L. cultratus,
especially in the root extract previously reported, suggests problems related to the

stability or low concentration of bioactive chalcones in the extract.

Key words: Antibiotic, Fabaceae, embira de caboclo.

INTRODUCAO

A terapia antimicrobiana irrestrita foi uma das causas principais do surgimento
de cepas de organismos resistentes. Os insetos, fungos e bactérias apresentam um
tipo de metabolismo que, ao longo do tempo, foi capaz de desenvolver mecanismos

de sobrevivéncia. O advento dos agrotéxicos, por exemplo, cujo objetivo foi
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aumentar a produtividade das lavouras, fez surgir classes de insetos resistentes, que
inicialmente, exigiam aplicacdo de quantidades cada vez maiores de agrotoxico,
para se tornarem sensiveis somente a outros tipos destas substancias. Da mesma
forma, a descoberta dos antimicrobianos disponibilizou um instrumento valioso para
o0 controle das infecdes e restabelecimento da saude. Assim, a terapia com
antibioticos passou a ser excessivamente frequente.

O aspecto comum entre o uso dos agrotoxicos na lavoura ou o da
administracdo dos antibidticos no tratamento das infeccoes é a exposicao da
substancia frente ao inseto, parasita ou microorganismo. Se nao houvesse
exposicao, ndo haveria desenvolvimento de resisténcia. Entretanto, impedir o uso de
agrotoxicos ou de antibioticos é impraticavel. Assim, uma das op¢des da inddstria
guimica foi produzir substancias menos estaveis, que se degradam facilmente no
ambiente, disponibilizando menor tempo de exposicéo frente ao inseto, dificultando o
desenvolvimento de resisténcia e, também causando menor poluicdo ambiental. No
ambito das comissbes de saude, procurou-se preservar a atividade dos
antimicrobianos, limitando a exposi¢cdo ao microrganismo, de forma que as terapias
antimicrobianas ndo fossem empregadas indiscriminadamente. A industria
farmacéutica respondeu com a elaboracdo de diversos projetos de pesquisa na
area: modificando as moléculas bioativas existentes, realizando estudos de atividade
relacionada a estrutura quimica e propondo novas drogas ativas.

Apesar da realizacdo de todos estes trabalhos, a producdo de novos
farmacos antimicrobianos vem declinando nos ultimos 20 anos (Cechinel Filho,
2012). A descoberta de antimicrobianos novos, especialmente em medicina e
farmacia, continua sendo relevante. A moderna farmacognosia, por exemplo,
preconiza como as plantas e os fungos foram capazes de desenvolver metabdlitos

secundarios bioativos. Estas substancias foram sendo produzidas em milhares de
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anos de evolucdo, através da selecdo natural das espécies frente a diferentes
agressores. Aos quimicos de produtos naturais e farmacéuticos restou a
responsabilidade da investigacao e identificacdo destas substancias.

Neste contexto, a biodiversidade brasileira € essencial para auxiliar a
descoberta de novos farmacos. A flora brasileira é constituida por muitas espécies
vegetais, capazes de produzir milhares de metabdlitos secundarios que, de alguma
forma estédo envolvidos com a sobrevivéncia dos vegetais.

Na literatura cientifica, ha registros, por exemplo, de 34 espécies de plantas do
género Lonchocarpus (Fabaceae), conhecidas por apresentarem metabdlitos
secundarios potencialmente bioativos (Magalhées et al., 2000). Entre eles, destaca-
se o trabalho de Alencar et al. (2005), que reportaram atividade anti-inflamatéria e
antimicrobiana em extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus, mostrando
reducdo da peritonite em camundongos, acompanhada de acentuada diminuicao
bacteriana na cavidade peritoneal destes animais. Estudos com o extrato obtido de
raizes de Lonchocarpus montanus também apresentaram atividade antimicrobiana
(Magalhaes et al., 2007) e, a derriobtusona A, metabdlito da classe dos flavonoides,
isolada das raizes de Lonchocarpus obtusus por Vasconcelos et al. (2014), mostrou
atividade contra Staphylococcus aureus, um tipo de bactéria importante em quadros
infecciosos.

Um levantamento bibliografico sobre a espécie Lonchocarpus cultratus (Vell.),
A.M.G. Azevedo & H.C. Lima, revelou poucos registros de estudos quimicos e de
bioensaios sobre esta planta. Mello et al. (1974) mostraram 4 chalconas (4-
hidroxiderricina, 4-hidroxilonchocarpina, 4-hidroxisocordoina e 4-hidroxicordoina)
isoladas de extratos da raiz de Lonchocarpus neuroscapha (sinonimia para L.
cultratus), que apresentaram atividade antimicrobiana. Chalconas preniladas

semelhantes também foram isoladas de extratos de sementes de L. cultratus,
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mostrando que estas substancias estdo presentes em outras partes da planta, além
das raizes (Menichini, 1982).

Assim, considerando as propriedades biolégicas dos metabdlitos secundarios
dos vegetais do género Lonchocarpus e a escassez de informacdes sobre L.
cultratus, observando que uma arvore cresce as margens do Lago Municipal de
Cascavel-PR, demos prosseguimento aos estudos com extratos obtidos desta
espécie vegetal e, organizamos este projeto, cujo objetivo € investigar a atividade
antimicrobiana dos extratos de raizes e de sementes de L. cultratus, além de
caracterizar os extratos obtidos por testes quimicos, que revelam a presenca das

principais classes de metabdlitos secundarios presentes nestes extratos.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O material vegetal foi obtido da arvore localizada as margens do Lago do
Parque Municipal de Cascavel-PR, Brasil (S 24.96308° e O 53.43674°). Amostras de
raizes foram coletadas em abril de 2014 e as sementes, em maio de 2015. Folhas e
galhos, também foram colhidos nas duas ocasifes para confeccdo de exsicatas,
depositadas no Herbario da UNIOESTE: UNOP n°. 20 (coleta de raizes) e UNOP n°.
1889 (coleta de sementes). A planta foi identificada como Lonchocarpus cultratus,
(Vell.) AM.G. Azevedo & H.C. Lima, pela bidloga sistemata da UNIOESTE, Prof®.

Dr?. Livia Godinho Temponi.

Obtencé&o dos extratos vegetais
O material vegetal (raizes e sementes), apdés secagem em estufa de ar
circulante, foi moido separadamente, pesado e submetido a sucessivas extracdes

em hexano, filtrado e concentrado em evaporador rotatorio a pressao reduzida, para
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produzir os extratos hexanicos das raizes (LHR) e o das sementes (LHS). Os
residuos vegetais restantes foram novamente submetidos ao mesmo procedimento,
empregando-se, desta vez, o solvente diclorometano. Assim, 0s extratos
diclorometéanicos das raizes (LDR) e o das sementes (LDS) foram obtidos. A seguir,
extratos metanolicos das raizes (LMR) e de sementes (LMS) foram produzidos,
repetindo-se o0 mesmo processo, mas com o solvente metanol (Simdes et al., 2007).

A Figura 1 mostra o esquema do procedimento experimental do trabalho.

L. cultratus L. cuiltratus

raizes sanentes
; a
Extragbes com hexano
Filtragio
LHR LHS Residuo Residuo
smentes
—
Extragtes com diclorometano
Filtraciio
Evaporacio do solvente I I
LDR LDS Residuo Residuo
samentes
; 4
Extraces com metanol
Filtracio
Evaporacgio do solvente
 ——
LMR LMS

=

Exiratosde raizese de ssmentes L cuitrais
LHR: Extrato hexdnico das rafzes, LHS Extrato hexinico das sementes

LDR: Extrato diclorometinico das raizes, LD® Extrato didorometinico das sementes
LMR: Extrato metanolico das raizes, LM& Bxirato metanclico das sementes

FIGURA 1. Esquema de procedimento experimental do trabalho

Caracterizacao dos extratos vegetais

Os extratos vegetais das raizes (LHR, LDR e LMR) e os das sementes (LHS,
LDS e LMS) foram caracterizados por métodos analiticos qualitativos, que
empregam reacdes com precipitacbes ou aparecimento de cor para investigar a
presenca de classes de metabdlitos secundérios (saponinas, esteroides,
triterpendides, alcaldides, taninos, cumarinas, e flavonoides). A reagdo de

Liebermann-Burchard foi utilizada para verificar a presenca de esterbides e
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triterpenos (Silva et al., 2010); os reagentes de Dragendorff e Mayer, para investigar
alcaldides e a reacdo com sais de ferro, para detectar fendis e taninos (Michelin et
al. 2005). Foram realizados testes, segundo Barbosa-Filho et al. (2005), para
saponinas e cumarinas, enquanto que para detectar flavondides, utilizou-se a
Reacao de Shinoda ou de cianidina. Outros compostos fendlicos, como por exemplo:
chalconas e antocianinas foram investigados, através de reacdes que produziram

alteracOes de pH (Sahu et al., 2010).

Testes de atividade antibacteriana

Os ensaios foram feitos no Laboratério de Microbiologia do Hospital
Universitario do Oeste do Parana (HUOP), sob orientacdo da Prof®. Dr?. Nereida da
Rosa Gioppo. O teste de difusdo em disco foi realizado, de acordo com Kirby &
Bauer (NCCLS, 2003), com modificagdes. A sensibilidade bacteriana foi avaliada por
meio da formacdo de halos de inibicdo do crescimento microbiano em placas de
Petri estéreis, contendo agar Mueller-Hinton. Cada placa foi semeada, com uma das
4 cepas bacterianas de Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus
ATCC 25933. Cada cepa foi padronizada em solucées de 1,5.10° UFC.mL™?, de
acordo com a escala 0,5 de Mc Farland. A seguir, 8 discos de papel filtro estéril (6
mm ) foram depositados na superficie de cada placa semeada e cada disco foi
umedecido com 10 puL de um dos extratos nas concentragdes de 1, 10, 15, 50, 100,
150, 175 pg.mL™ e 1 mg.mL™ (cada extrato vegetal, das raizes: LHR, LDR, LMR e
das sementes: LHS, LDS e LMS foi previamente dissolvido em dimetilsulféxido-
DMSO, até no maximo 2% do volume total da solucdo aquosa nas diferentes
concentracfes). Foram também empregados um controle negativo, constituido por

um disco de papel filtro umedecido com 10 L de solugédo de DMSO e agua (2%) e
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um controle positivo, constituido por um disco impregnado com o antibiético
polimixina (300 Ul), na andlise de P. aeruginosa, vancomicina (30 pg) na de
Staphylococcus aureus e de Enterococcus faecalis e imipenem (10 ug) para o teste
com Escherichia coli. Todas as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24

horas e os testes foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes quimicos realizados com os extratos das raizes e das sementes de
L. cultratus mostraram que metabdlitos secundarios estdo presentes em todos os
extratos, tanto os obtidos com solventes menos polares, quanto nos produzidos com
solventes mais polares. A auséncia de taninos ficou evidente em todos os extratos;
os alcaldides, especialmente nos mais polares (LMR e LMS); chalconas nos extratos
de raizes e de sementes (LHR e LDS); cumarinas em varios extratos (LDR, LHS e
LDS); flavonoides, somente no extrato menos polar das raizes (LHR) e triterpenos
em quase todos, exceto no mais polar das raizes (LMR). Os resultados de todos os

testes sdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1. Resultados de testes quimicos com extratos de L. cultratus

Classe Extratos vegetais
de Teste quimico Raizes Sementes
metabdlitos LHR LDR LMR LHS LDS LMS
Alcalbides Draguendorff - - - - - +
Mayer - - + + - +
Chalconas Mudanca de cor + - - - + -
Cumarinas Fluorescéncia - + - + + -
Esterdides Mudanca de cor - - + - - -
Fenois FeCl; c/ cor - - + - + +
Flavondides Shinoda + - - - - -
Saponinas Presenca de espuma - - + - - +
Taninos FeCl; c/ ppt - - - - - -
Triterpenos Mudanca de cor + + - + + +

Obs.: (+) presente e (-) ausente

LHR, extrato hexanico das raizes; LDR, extrato diclorometanico das raizes; LMR, extrato metanolico
das raizes;
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LHS, extrato hexanico das sementes; LDS, extrato diclorometanico das sementes e LMS, extrato
metanolico das sementes.

Mello et al. (1974) isolaram 4 chalconas do extrato etandlico de cascas de
raizes de L. neuroscapha. Estas substancias mostraram atividade antimicrobiana
acentuada, dirigida especialmente a bactérias Gram-positivas, como S. aureus e E.
faecalis (concentracdes inibitérias minimas, CIM - entre 2-4ug.mL™* até >15ug.mL™).

De acordo com Silva & Tozzi (2012), L. neuroscapha é sinonimia de L.
cultratus, tratando-se, portanto, da mesma planta.

Assim, uma vez que 0s testes quimicos mostraram a presenca de chalconas
no extrato das raizes (LHR) e no das sementes (LDR) de L. cultratus, esperavamos
obter atividade antimicrobiana frente as cepas de bactérias Gram-positivas S. aureus
e E. faecalis. Entretanto, estes extratos ndo apresentaram nenhuma atividade
antimicrobiana, nem frente a bactérias Gram-positivas (S. aureus e E. faecalis),
tampouco frente as Gram-negativas, como o0 esperado. Este resultado foi
surpreendente, porque, embora a atividade antimicrobiana de metabdlitos isolados
das raizes da planta tivesse sido investigada, a de extratos de semente € inédita.

Concluimos que a auséncia de atividade antimicrobiana nos extratos de L.
cultratus, principalmente no extrato das raizes (LHR), cuja propriedade foi reportada
anteriormente na literatura cientifica, sugere problemas relacionados a estabilidade
ou concentracdo muito baixa de chalconas bioativas no extrato. A solucdo destas

guestbes requer estudos futuros mais especificos.
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Resumo
A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas é considerada doenca tropical
negligenciada. E endémica em 21 paises na América Latina, inclusive no Brasil, e
apresenta elevado indice de mortalidade. Essa doenca € causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi e afeta cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas no mundo, levando a
morte de 12 000 pacientes por ano. O tratamento da tripanossomiase é
problematico. O arsenal terapéutico € escasso, com efeitos colaterais e,
frequentemente, ineficaz. A planta Lonchocarpus cultratus (Fabaceae) possui acao
comprovada frente ao sarcoma 180 e contra bactérias Gram-positivas. Os principais
constituintes quimicos identificados sdo a cordoina, a isocordoina, a derricina e
triterpenos. No momento atual, existe grande interesse em agentes tripanocidas
naturais e, a planta Lonchocarpus cultratus, além de pouco estudada, € constituinte
de um género, cujas espécies vegetais apresentam substancias anti-Trypanosoma
cruzi. O extrato de sementes de L. cultratus foi estudado com o objetivo de investigar
a atividade anti-T.cruzi e respectiva hemotoxicidade. Extratos hexanico,
diclorometanico e metandlico foram obtidos de sementes desta espécie, sendo que
0s extratos hexanico e diclorometanico apresentaram atividade contra o protozoario
T. cruzi. Os resultados do extrato diclorometanico mostraram inibicdo de crescimento
do protozoério de 92,30% na concentracéo de 175 pg.mL™. O valor de Cls para este

extrato foi 6,16 pg.mL™ e nesta concentracdo ndo apresentou toxicidade para as
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hemacias. Embora haja necessidade de pesquisas adicionais, os resultados anti-T.
cruzi e de hemotoxicidade obtidos com o extrato diclorometanico mostram potencial

alternativa para o tratamento da Doenca de Chagas.

Palavras-chave: Lonchocarpus, Doenca de Chagas, Fabaceae, citotoxicidade,

Abreviaturas
LHS: extrato hexanico de sementes de Lonchocarpus cultratus;
LDS: extrato diclorometénico de sementes de Lonchocarpus cultratus;
LMS: extrato metandlico de sementes de Lonchocarpus cultratus;
LIT: meio Liver Infusion Triptose;
DMSO: dimetilsulfoxido;
BZN: controle positivo Benznidazol;
CN: controle negativo;
CB: controle branco;
CP: controle positivo;
Clso: concentracdo capaz de inibir 50% da proliferacdo dos parasitas;
MR: medicamento referéncia Benznidazol;
PBS: solugdo tampao fosfato salino;
CCs: concentracao citotoxica hemolitica de 50% dos eritrocitos;
RMN: ressonancia magnética nuclear;

CDCl3: cloroférmio deuterado;

Introducéo

O descobrimento da tripanossomiase americana, ou doenca de Chagas, em
1909, foi considerado um marco para a comunidade cientifica da época,
descrevendo uma nova patologia e contribuindo para o desenvolvimento da
medicina tropical e dos estudos sobre as doencas parasitarias (Dias e Coura 1997).

Mais de cem anos se passaram e a tripanossomiase ainda é um processo
relevante para a saude publica de varios paises do mundo, principalmente os de
regides tropicais, com baixo desenvolvimento social (OPAS 2009).

Atualmente, existem cerca de 8 milhdes de portadores de doenca de Chagas
no planeta e aproximadamente 12000 mortes anuais decorrentes desta doenca
(WHO 2014). No Brasil, entre 2009 e 2013, foram registrados mais de 23 000 Obitos
(Dias et al. 2016).
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A transmissdo mais comum da tripanossomiase ocorre através de insetos
hemat6fagos, que atuam como vetores. Este tipo de transmissdo causa endemias
em 21 paises da América Latina. A infeccdo ocorre quando dejetos do inseto
contaminado com o0 agente etioldgico, o0 protozoario Trypanossoma cruzi, sdo
introduzidos na corrente sanguinea do hospedeiro, pelo ato de cocar o local, apos a
picada do inseto (Brener et al. 2000).

Paises considerados ndo endémicos como Canad4, Espanha e Estados
Unidos da América (EUA) erradicaram o inseto-vetor, entretanto continuam
apresentando portadores da doenca. Estima-se que nos EUA existam mais de 300
mil casos da enfermidade e aproximadamente 100 mil relatos no continente europeu
(Traina et al. 2016). Nestes paises, a infeccdo ocorre principalmente por transfusdes
de sangue contaminado (Angheben et al. 2015). A transmissado transplacentaria é
outra forma de contagio, que acontece através do sangue materno. A taxa de
transmissdo materna para lactentes atinge até 12% dos casos de maes
contaminadas. Em paises desenvolvidos como os Estados Unidos da América e
Canada, por exemplo, dados recentes estimam que anualmente, para 4 000 maes
portadoras, aproximadamente 200 recém-nascidos podem estar infectados com T.
cruzi (Traina et al. 2016).

Atualmente, a transmissdo oral, a partir da ingestdo de alimentos
contaminados com o parasita ou seus dejetos, também vem aumentando (Brasil,
2010). As fezes de triatomineos contaminados podem manter o protozoario com
potencial infectante por véarias horas, se o ambiente estiver umido e, além de
contaminar diretamente os alimentos, também podem contaminar patas e aparelho
bucal de moscas e baratas. No Brasil, a imprensa tem noticiado, frequentemente,
casos de contaminacao oral, principalmente por ingestdo de caldo de cana de
acucar e de acai. Uma dessas noticias foi vinculada em meios de comunicacao local
e relatam o aumento, no ano de 2016, de mais de 200% dos casos de doenca de
chagas em relacdo ao ano de 2015, no estado do Acre, todos estes eventos
relacionados a ingestdo de acai contaminado, demonstrando a gravidade da
situagdo. Estudos experimentais mostraram que alimentos como leite in natura ou
caldo de cana de aclUcar mantém o parasita viavel por até 24 horas em temperatura
ambiente (Dias et al. 2016). Fontes do Ministério de Saude Brasileiro indicam que
entre 2005 e 2013 ocorreram mais de 100 contaminacdes por via oral no territorio

nacional (Brasil 2015).
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Um dos objetivos do tratamento da doenca de Chagas, além de eliminar a
infeccdo, € prevenir lesbes em O6rgdos importantes, como o coracao, figado e
estbmago (Coura et al. 1997). A respeito da gravidade dos quadros clinicos, existem
somente dois medicamentos certificados para o tratamento: Nifurtimox e
Benznidazol. Estas substancias apresentam acéo efetiva, apenas em pacientes na
fase inicial da doenca. Contudo, esta fase geralmente é assintomatica e na maioria
das vezes, os portadores somente procuram assisténcia médica quando a infeccdo
€ cronica, ou seja, encontra-se em estagio avancado (Rassi et al. 2000).

O emprego de Nifurtimox e Benznidazol para o tratamento da fase cronica é
guestionavel, porque, além de efeitos colaterais intensos, apresentam baixa
efetividade na terapéutica (Castro et al. 2006). Assim, o desenvolvimento de novas
drogas anti-T. cruzi é relevante.

As plantas medicinais sao utilizadas em medicina popular no tratamento de
doencas parasitarias. Muitos trabalhos corroboram a importancia terapéutica dos
produtos naturais na tripanossomiase americana (Bezerra et al. 2012). Substancias
de origem natural de diversas classes, como quinonas, flavondides, alcalbides e
terpenos apresentam atividade anti-T. cruzi e tem potencial para direcionar o
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da doenca de Chagas
(Guimaraes et al. 2007).

As plantas constituintes do género Lonchocarpus destacam-se por
apresentarem diversas atividades biologicas. Magalhdes et al. (2007) reportaram
atividade antimicrobiana em Lonchocarpus montanus e Borges-Argaez et al. (2007)
publicaram a presenca dos efeitos leishmanicida e tripanosomicida em
Lonchocarpus xuul.

Entre as plantas constituintes do género Lonchocarpus, a espécie
Lonchocarpus cultratus (Vell.) A.M.G. Azevedo & H.C. Lima foi pouco estudada. A
caracterizagdo de seus metabdlitos secundarios ndo esta elucidada, embora alguns
de seus constituintes como alcaldides (Magalhdes et al. 2002), triterpenos,
chalconas (Mello et al. 1974) e flavonas (Menichini et al. 1982) tenham sido
identificados. Algumas atividades biolégicas como a anti-bactérias Gram-positiva foi
observada por Mello et al. (1974) e a acéo antiproliferativa das células de Carcinoma
de Ehrlich e de Sarcoma 180 foi reportada por Moreira et al. (1973).

Considerando o potencial de atividades biolégicas das plantas do género
Lonchocarpus, especialmente a atividade anti-T. cruzi, a escassez de estudos com a

espécie L. cultratus, a problemética da doenca de Chagas e respectivo tratamento,
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optou-se por realizar este trabalho, cujo objetivo foi investigar a atividade anti-
Trypanosoma cruzi e a citotoxidade de extratos das sementes de L. cultratus.

Materiais e métodos
Material vegetal
Amostras das sementes de Lonchocarpus cultratus foram coletadas de um
exemplar que cresce as margens do Lago Municipal de Cascavel, PR (S 24.96308°e
O 53.43674°), em maio de 2015. Folhas e galhos também foram coletados para
confeccdo de exsicata, depositada no Herbario da UNIOESTE (UNOP n°. 1889). A
planta foi identificada como Lonchocarpus cultratus (Vell.) A.M.G. Azevedo & H.C.

Lima, pela bidloga sistemata da UNIOESTE, Prof®. Dr®. Livia Godinho Temponi.

Obtencéao dos extratos vegetais
No presente trabalho, foram utilizados solventes de polaridades diferentes:
hexano (Anidrol), diclorometano (Quemis) e metanol (Tedia), destilados previamente.
O material vegetal coletado, apds secagem em estufa de ar circulante (< 40°C),
foi triturado e submetido a maceracgfes sucessivas em hexano, a seguir, filtrado e o
residuo vegetal submetido ao mesmo processo, empregando diclorometano e apés,
metanol. O solvente foi evaporado em rotaevaporador sob pressao reduzida, para

produzir os extratos hexanicos (LHS), diclorometéanico (LDS) e metandlico (LMS).

Teste de atividade anti-Trypanosoma cruzi in vitro.

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, cepa Y, foram cultivadas em meio
Liver Infusion Triptose (LIT), suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 28°C, e
repicadas de cinco em cinco dias. Os experimentos foram realizados com parasitas
na fase logaritmica de crescimento (Borges 2012).

Os testes foram efetuados com culturas de protozoarios (1.10° parasitas.mL™)
na presenca de cada extrato (LHS, LDS e LMS), dissolvidos em dimetilsulféxido
(DMSO) a no maximo 2%, em diferentes concentrac¢des: 1, 10, 15, 50, 100, 150 e
175 pg.mL™. Um procedimento semelhante foi realizado com Benznidazol nas
mesmas concentragcdes dos extratos (controle positivo - BZN). O meio de cultura LIT
com o protozodrio (1.10° parasitas.mL™) e 2% de DMSO foi empregado no teste
como controle negativo (CN), para testar a interferéncia do solvente utilizado na
dissolugcéo dos extratos vegetais e do controle positivo sobre o crescimento dos
parasitas. O meio LIT, com somente o protozoario (1.10° parasitas.mL™), foi
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considerado controle branco (CB).

O bioensaio foi realizado em triplicatas, em tubos com cada um dos trés
extratos e cada controle (BZN, CN e CB), sendo que o volume final de cada tubo foi
de 3 mL (Pizzolatti et al. 2003).

O crescimento celular foi avaliado apds 72 horas, por contagem direta do
ndamero de parasitas, em camara de Neubauer, com aumento de 400 vezes em
microscopio optico Olympus CBA.

Os parametros utilizados para estudar o crescimento dos protozoarios foram:

(a) percentual da taxa de crescimento (TC%) e
(b) percentual de inibicdo de crescimento dos protozoarios (C1%).

O percentual da TC% mostra a relagdo entre 0 nimero de protozoarios vivos

apos 72 horas de cultivo em LHS, LDS, LMS e BZN com o numero de protozoarios

no controle branco (Muelas-Serrano et al., 2000) e foi calculado pela seguinte

formula:
MC
TC% = (— ) 100

MCB
onde:
TC%= percentual da taxa de crescimento;
MC = média da contagem de crescimento das triplicatas de cada controle e de cada

concentragdo de benznidazol e dos extratos vegetais;

MCB = a média de crescimento no controle branco.

O percentual de inibicdo do crescimento dos protozoarios (Cl%) foi dado por:
CI% =100 - TC%

onde:
Cl% = percentual de inibicdo do crescimento dos protozoarios
TC% = percentual da taxa de crescimento.

Os dados de porcentagem de inibicdo de crescimento foram usados para
calcular a concentragdo de cada um dos extratos e do controle positivo, que foi

capaz de inibir 50% da proliferacdo dos parasitas (Clsp).

Teste de acdo hemotoxica

Atualmente, a atividade hemolitica tem sido utilizada para verificar a
toxicidade de substancias bioativas frente a hemacias humanas (Kalaivani et al.
2011). Desta forma, as propriedades hemoliticas vém sendo estudadas
conjuntamente a varias atividades biologicas de extratos vegetais, especialmente as

antiproliferativas e anti-parasitarias (Prakash et al. 2016 e Luize et al. 2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalaivani%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21799676
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A atividade citotoxica dos extratos vegetais sobre as heméacias humanas foi
baseada em Paris et al. (2016). Eritrdcitos de individuo saudavel foram lavados trés
vezes com solucdo tampéo fosfato salino (PBS), pH 7,4, por centrifugacdo a 1500
rpm por 10 minutos.

Aliquotas de extrato vegetal, dissolvidas em DMSO (max. 2%) foram
adicionadas a tubos contendo 500 pL de eritrocitos em PBS (4%), para obter as
concentragées de 1, 10, 15, 50, 100, 150 e 175 pg.mL™, com volume final de 1 mL
cada. Esse procedimento foi realizado com cada um dos extratos vegetais (LHS,
LDS e LMS) e com o medicamento referéncia Benznidazol — LAFEPE (MR).

O controle branco (CB) foi utilizado sem os extratos vegetais, constituindo-se
de apenas DMSO (2%), 500 pL eritrécitos (4%) em PBS e solucdo tampdo em
quantidade suficiente para completar 1 mL.

O controle negativo (CN) constituiu-se da suspensao de 500 pL de eritrécitos
(4%) em PBS e solugéo tampéao, com volume final de 1 mL.

O controle positivo (CP) foi utilizado como padrdo de hemdlise maxima, obtido
pela adicdo de 500 pL de acido acético 2% (solucao de lise) e 500 pL de eritrécitos
(4%) em PBS, com volume final de 1 mL.

Todos os tubos foram incubados durante 1 h, & 37°C e a seguir, centrifugados
a 1500 rpm, por 10 min para sedimentacdo celular. A absorbancia dos
sobrenadantes foi medida em espectrofotometro UV-VIS, FEMTO 600 S, em A 450
nm. O teste foi realizado em triplicata.

O efeito toxico nas hemacias, causado pela presenca dos extratos vegetais,
foi analisado através da quantidade de eritrécitos integros restantes e do percentual

de hemdlise, usando as seguintes formulas:

A sobrenadante das amostras — A controle branco
A controle positivo — A controle negativo

%eritrécitos intactos =1 — ( ) X 100

onde:
A= Absorbancia do sobrenadante de cada extrato, de MR, de CB, CN e CP

% de hemolise = 100 — % de eritrocitos intactos

Os dados percentuais de hemolise foram empregados na obtencdo da

eguacdo matematica, que representa o comportamento de hemotoxicidade de cada
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extrato e de MR, com o objetivo de calcular a concentragéo citotoxica hemolitica de
50% dos eritrécitos (CCsyp).

O indice de seletividade (IS) demonstra a relacdo entre citotoxidade e
atividade biologica (Lenta et al. 2007), ou seja, mede quanto um composto € ativo
contra 0 parasita, sem causar danos a viabilidade celular de mamiferos. O IS foi
obtido, calculando-se a razao entre o valor de CCsp e 0 valor capaz de inibir 50% da
proliferacéo de T. cruzi (Clsp). Quanto maior for o IS, mais seletiva é a droga sobre o
parasita. Consequentemente, menor serd o efeito sobre a célula hospedeira
(Nakamura et al. 2006).

Analise estatistica

Os valores de taxas de crescimento (TC%) do protozoario e de concentracao
inibitoria (Cl%) do extrato, frente a T. cruzi, foram calculados através do programa
Excel 2010 (Microsoft®).

Um gréfico de dispersdo de dados foi construido para cada extrato (LHS, LDS
e LMS) com os valores percentuais de inibicdo de T. cruzi (Cl%) e as concentracdes
estudadas de cada extrato. Os pontos desse diagrama foram ajustados,
empregando modelo logaritmico (n&o linear). O célculo da concentragcdo de extrato
necesséria para inibir 50% dos protozoarios (Clsp) foi obtido, utilizando equacdes do
modelo n&o linear.

As médias de crescimento dos protozoarios foram obtidas com dados do
crescimento dos parasitas frente as diferentes concentragfes de cada extrato.

O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi empregado para avaliar as
diferencas entre as médias de crescimento dos protozoarios na presenca de cada
extrato com os controles (Vieira 2003). O software R (R-Core Team 2014) foi
utilizado para o processamento dos dados, com um nivel de significancia de 5%.

Os valores obtidos de porcentagem de hemdlise foram plotados em gréficos
de dispersdo, empregando o programa Excel 2010 (Microsoft®). As equacdes
lineares correspondentes as concentracbes de cada extrato vegetal, versus
porcentagem de hemdlise, possibilitaram avaliar a concentracdo hemotdxica de 50%
(CCso) e a toxicidade de cada extrato na concentracdo de Clso de atividade anti-
tripanossébmica. Os valores de IS foram calculados, utilizando o Excel 2010

(Microsoft®).
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Resultados e discussoes

A extracdo das sementes secas e trituradas de L. cultratus (313,26 g) com
hexano produziu 95,94g do extrato LHS, com diclorometano 8,17g de LDS e com
metanol 16,45 g de LMS.

A Figura 1 apresenta o esquema de obtenc&o dos extratos de L. cultratus.

Sementes de
Lonchocarpus cultratus
secas e trituradas

313,269
Extracdo exaustiva com hexano
Filtracdo
Evaporacdo I I
Resi '
Extrato LHS ‘ esiduo das ‘
95,949
Extracdo exaustiva com diclorometano
Filtragcdo
Evaporacdo I I
Extrato LDS ‘ Residuo das
sementes
ey Extracdo exaustiva com metanol
Filtragdo
Evaporagdao

Extrato LMS

16,459

Figura 1 Esquema de obtencéo dos extratos LHS, LDS e LMS

Caracterizacdo quimica dos extratos

Os Anexos 1 a 3 apresentam os espectros de RMN *H (500MHz) dos extratos
LHS, LDS e LMS realizados em cloroférmio deuterado (CDCls).

O espectro de RMN *H de LHS (Anexo 1A) mostra em & 13,68 ppm um sinal
de hidrogénio em interacao forte, como o de —OH em ponte intramolecular entre H e
C=0. Sinais nesta regido estdo relacionados ao de —OH quelada das estruturas
guimicas de chalconas caracteristicas de Lonchocarpus. A seguir, entre § 7,90-7,42
ppm estdo sinais relativos a hidrogénios ligados a carbonos de anéis aromaticos,
possivelmente os dos anéis “A” e “B” de chalcona. Em § 7,59 e 7,86 ppm ha dois
sinais em regides de hidrogénio em carbonos a e b de ligacdo dupla conjugada ao
anel aromético e C=0, além de sinais duplos em § 6,77-6,38 ppm (Anexo 1B) que
podem corresponder a H4”e H5’ do nucleo de chalcona. Os outros sinais em campo
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mais baixo, entre § 5,61-0,86 ppm (Anexo 1C) indicam, entre outras, ligacbes de
grupos metinicos, metilénicos e metilicos (—CH, -CH, e —CHj3), podendo indicar a
presenca da chalcona Lonchocarpina e também, de outras substancias presentes no
extrato.

O espectro de RMN *H de LDS apresenta 3 sinais que aparecem em & 13,81,
13,68 e 13,57 ppm (Anexo 2A) e indicam a presenca de 3 sinais semelhantes ao
apresentado nesta regigo do espectro de RMN *H de LHS. Da mesma forma, est&o
relacionados ao hidrogénio de —OH quelada com C=0. Estes trés sinais sugerem 3
substancias diferentes, provavelmente chalconas. O sinal em § 13,68 ppm também
esta presente em LDS. Nos campos mais baixos do espectro de LDS (Anexo 2B),
repete-se o padrao de sinais de chalconas: em § 7,44 e 7,66 ppm, multipletos que
podem estar relacionados a hidrogénios aromaticos (H2/ H6 e H3/H5) do anel “B” de
uma chalcona; dois dubletos em § 7,87 e 7,59 ppm, provavelmente de hidrogénio em
cabonos a e b de dupla ligacdo conjugada a anel aroméatico e C=0. Os demais sinais
na regido entre 5 5,62 e 3,74 ppm (Anexo 2C e 2D) estdo relacionado a diversas
ligacdes de hidrogénios em grupos —CH, —CH, e —CH3 de substituintes do nucleo
fundamental do metabdlito.

O espectro de RMN 'H de LMS n&o apresenta sinais em regides de campo
alto como nos espectros anteriores, indicando a auséncia das chalconas
mencionadas nos dois espectros anteriores (de LHS e LDS). Os sinais do espectro
de LMS aparecem, principalmente na regido entre & 5,50-0,80 ppm (Anexo 3A).
Estes sinais sdo caracteristicos de ligacdes de hidrogénio polares, em carbonos
ligados a elementos eletronegativos e em grupos —CH, —CH, e —CH3; de compostos
alifaticos, sugerindo a presenca de esterdides e terpenos. O sinal em § > 7,0 ppm

sugere a presenca de anel aromatico (Anexo 3B).

Teste de atividade anti-Trypanosoma cruzi
Os resultados do teste de atividade anti-T. cruzi estdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1 Percentuais de crescimento de T. cruzi frente a diferentes concentracdes
dos extratos de sementes de L. cultratus e controle positivo

~ TC%
Concentracgao .
( mL'l) Extratos vegetais Controle
Hg- LHS + DP LDS + DP LMS + DP BZN + DP
1 79,33 5,77 75,49 + 6,00 89,76 £1,84 82,77 £12,20

10 72,51 +2,74 40,95 + 3,68 87,84 + 7,38 14,90 + 0,25
15 62,12 + 10,03 38,44 +1,39 88,99 + 2,02 13,34 + 2,63
50 56,01 + 1,84 19,50 +£1,01 87,71+ 1,63 2,04 +0,43
100 41,24 +5,02 15,88 £ 1,09 86,81 + 2,70 0
150 32,28 £ 5,08 12,81 £ 0,38 86,68 + 1,18 0
175 31,36 £ 2,08 7,70 +1,33 86,30 + 12,02 0

Obs.: TC%, taxa percentual de crescimento do protozoario; LHS, extrato hexanico; LDS, extrato
diclorometanico; LMS, extrato metandlico, BZN, controle positivo e DP, desvio padrao

Os valores das taxas de crescimento do protozoario no controle branco (CB)
foram considerados 100%. Os resultados de TC% de BZN, assim como o dos
extratos LHS, LDS e LMS diminuiram, a medida que as concentra¢des do controle e
dos extratos aumentaram.

Os valores de TC% foram usados para calcular a concentracdo inibitoria
(Cl%) de cada extrato e os resultados utilizados na construcdo do grafico da Figura
2.

120,00
100
100,00 - o
80,00 1 ° /”’/T-H '
60,00 - 68,64 BLMS
% ClI LHS
40,00 l/ ;Eg;
20,00
h = ~ = 1370
0,00 1 T T T |
0 50 100 150 200

Concentragdo em pg.mL*

Figura 2 Inibi¢cdo do crescimento de T. cruzi (Cl%) em relagdo a concentracdes de LHS, LDS e LMS
de L. cultratus e controle BZN

A observacdo da Figura 2 mostrou que os extratos LDS e LHS inibiram o
crescimento do parasita T. cruzi, contudo, na concentracdo de 175 pg.mL™?, a
inibicdo de LHS (68,64%) foi menor que de LDS (92,30%). Estes dados indicam que

0 extrato LDS é mais ativo que LHS e LMS. Como Menchini et al. (1982) reportaram,
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o isolamento de flavonas e chalconas em sementes de L. cultratus e,
posteriormente, Borges-Argaez et al. (2009) demonstraram que a chalcona
Lonchocarpina e a dimetipiranoflavona isoladas das raizes de L. xuul apresentaram
atividade anti-T. cruzi, presume-se, conforme verificado nas analises de RMN, que
metabdlitos desta classe estejam presentes em LHS e LDS e que sejam
responsaveis pelos resultados observados.

A Tabela 2 apresenta os dados de Clsg de cada extrato vegetal e do controle
BZN. Estes valores foram calculados a partir de equacdes que representam 0S
graficos de dispersdo entre Cl% e as diferentes concentragbes de cada extrato
empregadas nos testes.

Tabela 2 Dados de Clsy dos extratos LDS, LHS, LMS e controle BZN

Extratos e BZN Clso L
(Mg.mL")

LDS 6,16

LHS 42,58
LMS Nao ativo

BZN 2,97

Obs.: LHS, extrato hexanico; LDS, extrato diclorometanico; LMS,
extrato metandlico; e BZN, controle positivo

Segundo Osorio et al. (2007), os extratos vegetais podem ser classificados
como: muito ativos (Cls, < 10 pg.mL™), ativos (10 < Clsg < 50 pg.mL™),
moderadamente ativos (50 < Clsg < 100 pug.mL™) e inativos (Clso >100 pg.mL™). De
acordo com esta classificacdo, o extrato LHS é ativo, o LMS inativo e o LDS, muito
ativo.

O teste estatistico de Wilcoxon mostrou que o crescimento dos protozoarios
no extrato LDS e no controle positivo BZN néo apresentou diferenca significativa (p-
valor > 0,05), portanto, estatisticamente, a inibicdo de LDS é igual a exercida do
controle positivo, que é o medicamento usado no tratamento da tripanossomiase. Da
mesma forma, o extrato LMS e o controle negativo CN sao estatisticamente
semelhantes (p-valor > 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 Dados de p-valor entre os extratos e controles

Extratos
Controles
LHS LDS LMS
CN < 0,001 < 0,001 0,6388
BZN < 0,001 0,1863 < 0,001
CB < 0,001 < 0,001 < 0,001

Obs.: LHS, extrato hexanico; LDS, extrato diclorometanico; LMS, extrato
metandlico; CN, controle negativo; BZN, controle positivo e CB, controle branco
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A comparacdao, realizada pelo teste de Wilcoxon, entre os dados obtidos no
controle negativo CN e controle branco CB mostrou que existiu uma significativa
diferenca entre os dados dos dois controles (p-valor de 0,0243), podendo-se afirmar
gue a quantidade de parasitas no controle branco foi maior do que no controle
negativo, mostrando que o solvente DMSO exerceu influéncia no crescimento dos T.
cruzi. Avaliando a Tabela 3, observa-se que os resultados de p-valor encontrados na
comparacao do CN com os extratos LHS e LDS foram inferiores a 0,001, o que os
caracteriza como significativamente diferentes, confirmando a atividade anti- T. cruzi
dos mesmos. Em comparacdo ao LMS, os dados foram considerados
estatisticamente iguais (p-valor 0,6388), fato que demonstra que este extrato ndo
apresenta acao contra o protozoario e que a diminuicdo do crescimento do parasita
verificada é, provavelmente, devido a caracteristica de inibicdo do solvente utilizado

para solubilizacdo do extrato.

Teste de acdo citotoxica em Hemacias

A toxicidade dos extratos LHS, LDS, LMS e BZN foi avaliada frente a
eritrocitos humanos. O critério de avaliacdo foi a porcentagem de eritrocitos que
permaneceram intactos apés o teste (Tabela 4).
Tabela 4 Porcentagem de eritrécitos integros frente a LHS, LDS, LMS e MR

Concentracéo Eritrocitos intactos (%)
(g.mL™) LHS + DP LDS + DP LMS + DP MR + DP

1 98,45 + 0,005 99,72 + 0,002 99,61 + 0,003 99,61 + 0,002
10 98,49 + 0,002 100,18 + 0,002 99,26 + 0,002 99,75 £ 0,001
15 98,14 + 0,003 98,84 + 0,006 99,33+ 0,010 99,19 + 0,005
50 96,87 + 0,002 93,29 + 0,006 99,09 + 0,005 99,02 + 0,006
100 91,92 + 0,004 87,35+ 0,010 99,02 + 0,012 98,60 + 0,005
150 88,23 + 0,002 79,97 + 0,005 98,34 + 0,008 98,63 + 0,003
175 85,55 + 0,003 74,1+ 0,017 97,43 £ 0,007 97,68 £ 0,003

Obs.: LHS, extrato hexanico; LDS, extrato diclorometanico; LMS, extrato metanélico;
MR (benznidazol), medicamento referéncia e DP, desvio padrao

Os valores percentuais de eritrécitos intactos nos controles negativo (CN) e
controle branco (CB) foram de 100%, demonstrando que o DMSO, constituinte do
CB na concentracao de 2%, nao é hemolitico. No controle positivo (CP), constituido
por solucdo hemolitica apresentou valor nulo, ou seja, ndo foram verificados
eritrocitos intactos. Os dados da Tabela 4 mostraram que, a medida que a
concentracdo dos extratos aumentou, a porcentagem de eritrocitos intactos diminuiu,

principalmente nos extratos LHS e LDS. Os percentuais de eritrécitos integros frente
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ao extrato LMS e ao medicamento referéncia (MR) mostraram pequenas variagoes,
indicando que néo produziram hemdlise nas concentracfes estudadas.
Estes resultados foram utilizados para calcular o percentual de hemdlise

durante a realizacao do teste, e possibilitaram a construcao do grafico da Figura 3.

30,00
25,00 » 25,90
— 20,00
g /
é 15,00 // 14,45 e | HS
g 10,00 // DS
(]
T 5,00 7 2,57 LMS
0,00 732 e \|R
1 10 15 50 100 150 175

-5,00

Concentragio (pg.mL")

Figura 3 Percentuais de hemdlise produzidos por LHS, LDS, LMS e MR

Os extratos LHS e LDS, em concentracbes maiores que 15 pg.mL7,
apresentaram percentuais de hemdlise superiores ao LMS e ao medicamento usado
no tratamento da tripanossomiase (MR). Entretanto, apesar do extrato LDS ser mais
hemotoxico que LHS, LMS e MR, na concentracdo de 175 pug.mL? apresentou
25,90% de hemdlise, a anfotericina B, antibiotico frequentemente usado no
tratamento de infec¢des, produz 100% de hemdlise na concentracdo 100 pg.mL™
(Paris et al. 2016), o que indica baixa hemotoxicidade do extrato.

A partir do grafico da Figura 3, foram obtidas equacfes que representam o
comportamento hemotoxico de cada extrato e de MR. Assim, foi possivel calcular a
concentracdo citotoxica capaz de hemolizar 50% dos eritrécitos (CCsp). A obtencao
dos valores de CCsq permitiram conhecer o indice de seletividade (IS), que mede a
capacidade do extrato e de MR selecionar o parasita, preferencialmente as
hemacias (Tabela 5).

Tabela 5 Concentracdes citotoxicas 50% (CCs) e indices de seletividade (IS)
dos extratos LHS, LDS e LMS e MR

Amostras (pgc_gfﬁ.l) IS
LHS 654,0 15,36
LDS 350,0 56,85
LMS 5110,0 NC
MR 5390,0 1814,81

Obs.: LHS, extrato hexanico; LDS, extrato diclorometanico; LMS, extrato metandlico;
MR, medicamento referéncia e NC, ndo calculado.
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Os valores de CCso da Tabela 5 representam a quantidade de extrato ou de
MR capaz de exercer 50% de hemodlise. Significa que, quanto maior o valor de CCsy,
menor é a toxicidade sobre os eritrécitos.

A observacdo dos resultados de IS mostram que o extrato LHS e LDS séo,
respectivamente, 15,36 e 56,85 vezes menos toxicos aos eritrocitos que aos
parasitas. O valor de IS para o extrato LMS nao foi calculado, porque nao
apresentou atividade contra o protozoario T. cruzi. Embora o medicamento
referéncia (MR) apresente grau de seletividade superior a LDS e LHS, a relacao
entre a dose toxica e a dose efetiva de LDS e LHS contra o parasita, € maior que 10,
valor considerado adequado por Bézivin et al. (2003) e Mesquita et al. (2007).

A toxicidade de cada extrato (LHS e LDS) na concentracéo de Clso anti-T.

cruzi estao relacionadas na Tabela 6.

Tabela 6 Percentuais de hemdlise dos extratos LHS, LDS e MR na
Clgp anti-T. cruzi.

C|50 Hemolise
Amostras -
(ug.mL™) (%)
LHS 42,58 3,86
LDS 6,16 0,00
MR 2,97 0,44

Obs.: LHS, extrato hexanico; LDS, extrato diclorometanico e MR (benznidazol),
medicamento referéncia.

Os dados da Tabela 6 mostram que o extrato LDS néo apresenta toxicidade
para hemécias na concentracdo de Clso antitripanosdmica (6,16 pg.mL™Y). Até a
concentracdo de 15 pg.mL™, tanto o extrato LDS, como LHS, ndo sdo toxicos no
modelo estudado. A atividade hemolitica surge a partir desta concentracao.

Cunha et al. (2003) avaliaram a capacidade hemolitica do extrato hexanico,
de raizes de L. sericeus e de alguns metabdlitos isolados do extrato (derricina e
lonchocarpina), na concentracdo de 250 pg.mL™. Os resultados do teste n&o
mostraram atividade hemolitica. Dessa forma, fica evidente que a composi¢cao de
metabolitos do extrato hexanico das raizes de L. sericeus difere do extrato hexanico

das sementes de L. cultratus.

CONCLUSAO
A realizacéo deste trabalho permitiu afirmar que dos extratos de L. cultratus
estudados, somente o hexanico (LHS) e diclorometanico (LDS) apresentam

atividade antitripanosdémica, sendo que LDS é mais ativo que LHS.
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O teste de hemotoxicidade com os extratos mostrou que LDS, apesar de mais
toxico, ndo produz hemodlise na concentracdo de Clso anti-T. cruzi e apresenta
melhor indice de seletividade em relacdo aos demais extratos.

Embora, na literatura cientifica existam poucas publicacbes sobre a
constituicdo quimica das semente de L. cultratus e, diante do potencial anti-T. cruzi

evidenciado por este trabalho, concluimos que a espécie merece ser mais estudada.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho permitiu concluir que:

Os testes qualitativos mostraram a presenca de alcaloides, chalconas,
cumarinas, triterpenos e saponinas nas raizes e nas sementes de L. cultratus,
enguanto que flavonoides e esteroides somente nas raizes da mesma;

Os extratos de sementes e raizes de L. cultratus ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente as cepas Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus;

A avaliacdo dos extratos LHS, LDS e LMS por RMN *H (500MHz) sugere a
presenca de chalconas em LDS e LHS, e esteroides e terpenos em LMS;

Os extratos LHS e LDS apresentam atividade antitripanosdémica, sendo que
LDS é mais ativo que LHS;

O teste de hemotoxicidade com os extratos das sementes mostrou que LDS,
apesar de mais téxico, ndo produz hemolise na concentracéo de Clsg anti-T. cruzi e
apresenta melhor indice de seletividade em relagdo aos demais extratos;

A espécie merece maiores estudos citotoxicos e investigacbes mais
aprofundadas das atividades farmacoldgicas, principalmente em relacdo a acédo
antimicrobiana, reportada anteriormente na literatura cientifica, e ndo evidenciada no
presente estudo. A caracterizacdo e verificagdo das propriedades de seus

constituintes também € uma promissora e importante linha de investigacéo.
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ANEXO 1: espectros de RMN *H de LHS (500MHz/ CDCls)
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ANEXO 2: espectros de RMN *H de LDS (500MHz/ CDCls)
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ANEXO 3: espectros de RMN *H de LMS (500MHz/ CDCls)
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