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RESUMO

A leishmaniose é um problema de saude publica mundial considerada pela Organizagédo
Mundial da Saude como uma das cinco doencgas infecto-parasitarias endémicas de maior
relevancia. A busca por agentes leishmanicidas com poucos efeitos colaterais € um dos
maiores desafios na pesquisa moderna, e cada vez mais esté relacionada aos usos de plantas
medicinais e outros produtos naturais. A espécie Caesalpinia ferrea Martius largamente
distribuida no Brasil, é usada popularmente para muitos fins terapéuticos, inclusive no
tratamento de diversas infeccdes como as causadas pela Leishmaniose, tornando-a promissora
para a realizacdo de ensaios de atividade bioldgica contra a leishmania. O objetivo deste
trabalho foi o de avaliar, através de bioensaios, a atividade de extratos hexanicos e
metandlicos contra protozodrios, analisando também fragdes semi-purificadas obtidas do
extrato de melhor atividade leishmanicida. Os frutos de C. ferrea foram coletados no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia, Campus do V8 na Cidade de Manaus-AM, e
processados nos departamentos de Produtos Naturais e de Leishmaniose e Doenca de Chagas
no INPA. Os estudos foram realizados com os frutos inteiros e suas partes separadas,
epicarpos e sementes. Foram preparados extratos brutos hexanicos, e metanolicos a partir dos
frutos inteiros e também das partes separadas, epicarpos e sementes, os quais foram
submetidos aos ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica in vitro contra formas
promastigotas da fase estacionaria de protozoarios da espécie Leishmania (Viannia)
guyanensis. Os extratos brutos foram analisados através de Cromatografia em Camada
Delgada Comparativa (CCDC) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para determinagéo
do perfil cromatografico. Todos 0s ensaios bioldgicos foram realizados experimentalmente in
vitro, em microplacas contendo 10°/mL formas promastigotas de culturas axénicas de L. (V.)
guyanensis (MHOM/BR/75/IM 4147) avaliando-se a atividade inibitéria ou ativadora de
crescimento parasitario. O extrato bruto de melhor atividade bioldgica foi submetido a CCDC
e fracionamento por particdo liquido-liquido obtendo-se fracbes semi-purificadas que foram
avaliadas quanto a sua composi¢do quimica. Os resultados mostraram que 0 extrato
metanolico do epicarpo de C. ferrea, apresentou atividade leishmanicida para L. (V.)
guyanensis na concentracdo de 20 mg/mL/24h. No entanto, ao contrario das expectativas,
houve um efeito estimulante em L. (V.) guyanensis pelo extrato hexanico obtido das sementes
de frutos de C. ferrea. Analisando quimicamente o extrato metandlico de frutos e epicarpos,
0s quais demonstraram atividade leishmanicida, verificou-se a presenca de substancias como
a clorofila, flavonoides, xantonas, taninos, triterpenos e saponinas como constituintes
majoritarios, além de apresentar atividade antioxidante. Os resultados obtidos demonstraram
que os extratos metandlicos de frutos e epicarpos de C. ferrea podem ser considerados como
importantes alternativas no tratamento das leishmanioses, devendo ser realizado testes
farmacoldgicos e toxicoldgicos in vivo desses extratos, realizando outros fracionamentos a
fim de se confirmar alguma substancia de melhor atividade leishmanicida.

Palavras chave: Caesalpinia ferrea Mart., Leishmania (Viannia) guyanensis, Bioensaio,
Analise Fitoquimica.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a world public health problem wide considered by the World Health
Organization as one of five infectious endemic diseases of major relevancy. The search for
leishmanicids agents with fewer side effects is one of the greatest challenges in modern
research, and is increasingly related to the uses of medicinal plants and other natural products.
The species Caesalpinia ferrea Martius widely distributed in Brazil it is popularly used for
many therapeutic purposes, including the treatment of various infections like those caused by
leishmaniasis, making it a promising tests of biological activity against leishmania. The
objective of this study was to evaluate by bioassays the activity of hexane and methanol
extracts against protozoa, analyzing semi-purified fractions obtained from the most active.
The fruits of C. ferrea were collected at the National Institute of Amazon Research, V8’s
Campus in the City of Manaus - AM and processed in the departments of Natural Products
and leishmaniasis and Chagas Diseases at INPA. The studies were performed with the whole
fruit and its separate parts, coconut shell and seed. Hexane e methanol crude extracts were
prepared from the fruits, coconut shell and seeds, which were tested to evaluate the biological
activity in vitro against promastigotes of the stationary phase of the protozoan Leishmania
(Viannia) guyanensis. The extracts were analyzed by thin layer chromatography Comparison
(CCDC) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR) to determine the chromatographic
profile. All biological assays were carried out experimentally in vitro in microplates
containing 10°/mL promastigotes to axenic cultures of L. (V.) guyanensis evaluating the
inhibitory activity and stimulating parasite growth. The most active crude extract was
submitted to CCDC and fractionation by partition liquid-liquid resulting in semi-purified
fractions that were evaluated for their chemical composition. The results showed that the
epicarp methanolic extract of C. ferrea, showed anti-leishmanial activity for L. (V.)
guyanensis in the concentration of 20 mg/mL/24h. However, contrary to expectations, there
was a stimulatory effect on L. (V.) guyanensis by the hexanic extract obtained from the fruit
seed of C. ferrea. Chemically analyzing the coconut shell and fruits methanolics extracts of,
which showed anti-leishmanial activity, we verified the presence of substances such as
chlorophyll, flavonoids, xanthones, tannins, triterpenes and saponins as major constituents,
and shows antioxidant activity. The results showed that the methanolics extracts of coconut
shell and fruitsof C. ferrea can be considered as an promising alternative in the treatment of
cutaneous leishmaniasis and should be undertaken pharmacological and toxicological tests in
vivo of extract, making other fractioning in order to isolate the substances responsible for the
anti-leishmanial activity.

Keywords: Caesalpinia ferrea Mart., Leishmania (Viannia) guyanensis, bioassays,

Phytochemical Analysis.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose € um problema de saude publica mundial considerada pela
Organizacdo Mundial de Saude como uma das cinco doencas infecto-parasitarias endémicas
de maior relevancia (OMS, 1990). Caracteriza-se por um grupo de doencas polimorficas,
causadas por protozoarios parasitos pertencentes ao género Leishmania (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae) que no Brasil sdo transmitidos ao homem e a outros mamiferos através da
picada da fémea do inseto Lutzomyia spp (Diptera, Psychodidae). A doenca tem apresentacfes
clinicas diversas, podendo acometer a pele, as mucosas e as visceras. No Brasil, existem oito
espécies distintas do parasito sendo que, destas, sete (Leishmania (Leishmania) amazonensis
Leishmania (Viannia) braziliensis, L.(V.) guyanensis, L.(V.) lainsoni, L.(V.) shawi, L.(V.)
naiffi e, L.(V.) linderbergi) sdo responsaveis pelas formas cutanea (LC), mucocutanea (LMC)
e difusa (LD) — sendo essas formas compreendidas como Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) — e uma espécie (L. (L.) chagasi = L. (L.) infantum) responsavel pela forma
visceral (LV) (GENARO e MICHALICK, 2005; GENARO e REIS, 2005a; SILVEIRA et al.,
2002).

No Amazonas, 0 grau de exposi¢do dos individuos a leishmaniose esta relacionado aos
processos de ocupacdo desordenada podendo causar diferentes manifestacfes clinicas em
humanos. Cerca de 60% dos casos de leishmaniose que ocorrem no Brasil estdo na regido da
Amazonia brasileira. Entre os estados dessa regido, 0 Amazonas é 0 segundo mais atingido
por casos da LTA, estando atras somente do Para (MS, 2009). Segundo a Fundacéo de
Vigilancia em Salde, Manaus é considerada como 0 municipio com maior nimero de casos
da LTA. Naiff (1998), examinando um total de 108 pacientes oriundos do estado do

Amazonas, verificou que 86 (77,4%) destes apresentavam a doenca causada por L. (V.)



guyanensis. Romero e cols (2001), analisando a freqiiéncia de infec¢cdo humana por L.(V.)
braziliensis em quatro dos municipios ao norte do Rio Amazonas (Manaus, Itacoatiara, Rio
Preto da Eva e Presidente Figueiredo), mostraram infec¢do por L. (V.) guyanensis em 97%
(69/71) dos casos.

Apesar dos grandes progressos feitos na compreensdo da bioquimica e biologia
molecular do parasito, os tratamentos de primeira escolha para muitas formas de
Leishmaniose ainda sdo injecOes diarias de antimoniais pentavalentes (BRASIL, 2007), como
o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime) e o estibogluconato de Sodio (Pentostan)
(TAKAHASHI et al., 2006). Alternativamente, o antibiético Anfotericina B e a diamina
aromatica (Pentamidina) sdo utilizadas clinicamente no tratamento das formas mucocutaneas
graves ou em situacdes onde a LTA ndo responde ao tratamento com antimoniais (DEDET e
PRATLONG, 2003). Conseguentemente, o tratamento é um desafio porque as drogas
disponiveis apresentam elevada toxicidade, e nenhuma delas é bastante eficaz. Ambos os
tratamentos apresentam resisténcia medicamentosa, além de uma toxicidade intoleravel nas
doses terapéuticas eficazes, inconveniéncia da via de administragdo (intramuscular ou
endovenosa) e ainda o alto custo (SANDS et al., 1985). Os diversos efeitos colaterais e a
resisténcia aos farmacos existentes, bem como o aumento de novos casos, tém favorecido a
busca por novos agentes terapéuticos para o tratamento da Leishmaniose (MESQUITA et al.,
2005).

Em todos os continentes e em todas as sociedades ocorre a utilizagdo da fitoterapia
para o tratamento das mais variadas patologias (ALEXANDRE, 2004). Praticamente toda a
Medicina Tradicional, qualquer que seja 0 grupo étnico em consideracao, baseia-se no uso de
plantas (OMS, 2002). Mais de 13.000 plantas s&o mundialmente usadas (ELISABETSKY e
SOUZA, 2003) ja conforme as estimativas, cerca de 30.000 - 70.000 espécies tém sido usadas

em sistemas terapéuticos (MUKHERJEE, 2006).



A grande extensdo da Amazonia e sua posicdo no Tropico Umido conferem a regido
potencial energético e econdmico de alta relevancia. A Floresta Amazonica abriga a mais
notavel e diversificada fonte de produtos naturais. Atualmente, a busca de novas substancias
bioativas em plantas tropicais € a esperanca mais concreta para a cura de diversos males e um
dos caminhos mais promissores para a criacdo de novos medicamentos (GOTTLIEB, 1990).

Espécies vegetais vém contribuido de forma significante no fornecimento de
metabolitos secundarios, muitos desses de grande valor agregado devido as suas aplicacfes
como medicamentos, cosméticos, alimentos e agrogquimicos. Diversos desses metabolitos
constituem-se em modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos
(procaina, a clorogquina e a tropicamida) ou de farmacos imprescindiveis (vimblastina,
vincristina e podofilotoxina e os analogos etoposideo e teniposideo, taxol, camptotecina e
derivados) (PINTO et al., 2002). A populacdo que vive dentro ou perto da floresta conhece
muitas espécies Uteis, porém esse conhecimento, em geral, é restrito e pouco divulgado. Desta
forma, muitas espécies sdo, e talvez continuem para sempre, desconhecidas devido a
diminuicdo das florestas e a descaracterizacdo das populagdes tradicionais (RIBEIRO et al.,
1999).

Os diversos efeitos colaterais e a resisténcia aos farmacos existentes, bem como o
aumento de novos casos, tém despertado para a urgéncia na busca por novos agentes
terapéuticos para o tratamento da Leishmaniose (MESQUITA et al., 2005). Nesse contexto,
considerando a existéncia da biodiversidade brasileira, estimada em cerca de 20% do ndmero
total de espécies do planeta e o seu potencial como fonte de biomoléculas, com diversidade de
estruturas e propriedades fisico-quimicas e bioldgicas a serem exploradas, o presente trabalho
de pesquisa prop0s o estudo de frutos da espécie vegetal Caesalpinia ferrea, acreditando que
a mesma pode apresentar efeitos promissores como alternativa no tratamento contra a

Leishmaniose.



Um estudo realizado por CORTEZ (2004) revelou que o extrato metandlico dos frutos
de C. ferrea apresentou atividade leishmanicida contra a L. (V.) guyanensis. A presente
dissertacdo se propde a aprofundar esse conhecimento sobre os extratos brutos e as fracdes
semi-purificadas de frutos de C. ferrea, realizando testes bioldgicos in vitro desses extratos

contra as formas promastigotas do parasito causador da doenca no Amazonas.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa, néo
contagiosa, causada por diferentes espécies de protozoarios parasitos pertencentes ao género
Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que sdo transmitidos ao homem e a outros
mamiferos através da picada da fémea do inseto Lutzomyia spp (Diptera: Psychodidae). A
doenca apresenta formas clinicas diversas, podendo acometer a pele, as mucosas e as visceras.
Primariamente, é uma infeccdo zoonotica, afetando outros animais que ndo o ser humano, o
qual pode ser envolvido secundariamente (GENARO e MICHALICK, 2005; BRASIL, 2007).
Na maioria das vezes, 0 homem se infecta ao alterar o ambiente interpondo-se ao ciclo
silvestre ao penetrar nesse ecossistema (LAINSON, 1985). Os fleb6tomos sdo conhecidos
popularmente, dependendo da localizacdo geografica, como mosquito palha, tatuquira,
birigui, entre outros. As espécies incriminadas como vetores pertencem a diferentes géneros:
Lutzomyia (Novo Mundo) ou Phlebotomus (Velho Mundo), sdo hemato6fagas e, ao realizarem
repasto sanguineo em mamiferos infectados, ingerem as formas amastigotas, que no seu tubo

digestivo evoluem para as formas infectantes, as promastigostas metaciclicas (MS, 2000).



Sabendo-se disso, as leishmanias apresentam duas formas evolutivas principais: uma
flagelada ou promastigota que se desenvolve no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados,
e outra sem flagelo livre ou amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados,
obrigatoriamente considerado um parasito intracelular. Apds o repasto sanguineo infectante,
0s parasitos alcangam o intestino médio do inseto, sdo envolvidos por uma membrana
quitinosa, chamada matriz peritrofica, dentro da qual se transformam em flagelados pequenos,
ovoides e pouco mdveis, com alta taxa de multiplicacdo. Em alguns dias, transformam-se em
formas promastigotas delgadas e longas, que rompem a matriz peritréfica, se fixam as
vilosidades intestinais do inseto e estabelecem migracdo para as porcfes anteriores do tubo
digestivo, enquanto se transformam em promastigotas metaciclicos. Os hospedeiros
vertebrados sdo infectados quando formas promastigotas metaciclicas sdo regurgitadas pelas
fémeas dos insetos vetores durante o repasto sanguineo (MICHALICK, 2005). Sendo assim,
guando o inseto volta a se alimentar em hospedeiro suscetivel, as formas promastigotas sdo
regurgitadas e introduzidas através da picada, juntamente com a saliva do vetor, que parece
ter papel importante na sobrevida do parasito, no inicio da infeccdo (TITUS e RIBEIRO,
1988). Os promastigotas sdo internalizados através de endocitose mediada por receptores na
superficie do macréfago. As leishmanias apresentam os lipofosfoglicanos, que interferem nas
funcdes das células macrofagicas e dendriticas, e a proteina de membrana metaloprotease
gp63, a qual as protege da lise mediada pelo sistema complemento e facilita sua entrada nos
macréfagos (MURRAY et al., 2005). Dentro do fagolisossomo, 0s promastigotas se
transformam em amastigotas, 0s quais sdo capazes de controlar o pH do vacutolo digestivo e
se mutiplicarem por diviséo binéria. Na auséncia de controle parasitario da célula hospedeira,
esta se rompe e 0s amastigotas liberados sdo internalizados por outros macrofagos

(MICHALICK, 2005).



Estadio mosquito Estadio humano

Figura 1. Ciclo biol6gico da Leishmania spp. Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

Os flagelados causadores da leishmaniose foram agrupados em dois sub-géneros,
Viannia e Leishmania, baseados em caracteres bioldgicos, bioquimicos e imunoldgicos —
associados aos critérios classicos de morfologia, desenvolvimento bioldgico nos hospedeiros e
em meio de cultura e distribuicdo geografica (LAINSON e SHAW, 1978, 1987). Dentre as
diversas espécies de Leishmania encontradas nas florestas do Estado do Amazonas
(TALHARI et al., 1988), a L. (V.) guyanensis, parece limitar-se a regido situada ao norte dos
rios Negro e Amazonas e nessa area é responsavel pela maioria dos casos de LTA (LAINSON
et al., 1981). Esta espécie, comumente isolada neste Estado, tem como vetores Lutzomyia
(Nyssomyia) umbratilis e L. (Nyssomyia) anduzei (ARIAS e FREITAS, 1977).

As Leishmanioses apresentam diferentes quadros clinicos, dependendo da espécie de

Leishmania e do estado imunoldgico do individuo infectado. Na Amazonia, a leishmaniose


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

tegumentar americana esta agrupada sob trés diferentes formas clinicas: leishmaniose cuténea,
leishmaniose cutanea difusa e leishmaniose mucosa (GUERRA, 2006).

- Leishmaniose Cutanea (LC): As principais espécies causadoras da leishmaniose
cutanea no Brasil sdo: L.(V.) braziliensis, L(L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e L(V.) naiffi.
A lesdo cutanea primaria desenvolve-se no local da picada apds um periodo de incubacgéo
médio de 30 dias, podendo variar de dias a anos. Inicialmente, surge uma lesdo eritémato-
papulosa, Unica ou multipla, evoluindo para papulo-pustulosa, posteriormente ulcero-crostosa
e finalmente assumindo o aspecto caracteristico de Ulcera de contornos circulares, bordas
infiltradas, em moldura, indolor e fundo com granulacdes grosseiras. Infeccdo bacteriana
associada causando dor no local pode ocorrer, produzindo exsudato seropurulento formando
crostas recobrindo total ou parcialmente o fundo da Ulcera. Adicionalmente, a infeccdo
secundaria e 0 uso de produtos topicos podem causar eczema na pele ao redor da Ulcera,
modificando seu aspecto (forma ectimoide) (GONTIJO e CARVALHO, 2003; MS, 2007;
PESSOA, 1961).

As lesdes iniciais costumam ser nodulares, localizadas profundamente na hipoderme,
ou pequenas papulas, semelhantes a picada de inseto, que evoluem aumentando em tamanho e
profundidade (lesGes papulo-tuberosas) e ulcerando no vértice. As lesGes vegetantes
caracterizam-se pelo aspecto papilomatoso, Umido e de consisténcia mole, enquanto que, as
verrucosas caracterizam-se por superficie seca, aspera, com presenca de pequenas crostas e
descamacdo, estes dois tipos de lesdes podem ser priméarias ou evoluirem para Ulceras. As
lesBes cutaneas, ao evoluir para a cura, costumam deixar cicatrizes atroficas, deprimidas, com
superficie lisa, areas de hipo ou de hiperpigmentacdo e traves fibrosas. Algumas vezes
tornam-se hipertroficas, ou ficam despercebidas, por sua coloracdo, tamanho, forma ou

localizagdo, podendo permanecer ativas por varios anos (COSTA et al.,2009).



- Leishmaniose Cutanea Disseminada (LD): E uma expresséo clinica relativamente
rara, podendo ser observada em até 2% dos casos de LT. Foi descrita em 1986 e desde entdo
tém sido realizadas pesquisas que complementam as descricdes clinicas com informacéo
sobre suas caracteristicas imunologicas e parasitoldgicas. As duas espécies reconhecidas
como causadoras desta sindrome sdo a L. (V.)  braziliensis e a L.(L.)
amazonensis.(CARVALHO et al., 1994; COSTA et al., 1986).

Essa forma caracteriza-se pelo aparecimento de multiplas lesbes papulares e de
aparéncia acneiforme que acometem varios segmentos corporais, envolvendo com frequéncia
a face e o tronco, o nimero de lesdes é variavel > 10 a centenas. A historia natural da doenca
nestes pacientes inicia com uma ou Vvarias lesdes localizadas apresentando caracteristicas
classicas de ulceras de fundo granuloso e bordas elevadas. A adenomegalia satélite observada
em mais da metade dos casos da forma localizada, raramente € detectada nos pacientes com a
forma disseminada e quando se apresenta € de aspecto discreto. Posteriormente, ao
desenvolvimento da(s) lesdo (Ges) primarias, acontece um fendmeno, mais ou menos agudo
provavelmente por disseminagdo do parasito por via hematica ou linfatica, que se estabelece
em poucos dias, as vezes em 24 horas, causando lesdes distantes do local da picada (COSTA
et al., 2009).

- Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD): No Brasil, esta forma clinica é causada pela
L.(L.) amazonensis. Constitui uma forma rara, porém grave, que ocorre em pacientes
anérgicos (nao reativo), com deficiéncia especifica na resposta imune celular a antigenos de
Leishmania. Inicia de maneira insidiosa, com lesdo Gnica e ma resposta ao tratamento; evolui
de forma lenta com formacdo de placas e multiplas nodulagdes ndo ulceradas recobrindo
grandes extensdes do tegumento cutdneo do corpo. A resposta a terapéutica € pobre ou
ausente e geralmente a Intradermoreacdo de Montenegro (IDRM) apresenta-se negativa. De

um modo geral, na LCD néo ocorre comprometimento das mucosas, ou as vezes ocorre de



modo discreto, havendo apenas infiltracdo da mucosa nasal por contigiiidade. E muito raro
encontrar relatos de destruicdo septal ou presenca de polipos nas mucosas labial e nasal
(BRYCESON, 1969; CONVIT et al., 1962; MORIEARTY et al., 1978). Casos da forma
“limitrofe” foram descritos, com presenga de lesdes mistas (alceras e nodulos), que podem
surgir espontaneamente ou ser induzidos por tratamento (MORIEARTY et al., 1978; OKELO
etal., 1991; SILVEIRA et al., 2004).

- Leishmaniose Mucosa (LM): Particularmente importante na América do Sul, onde
a principal espécie causadora € a L.(V.) braziliensis, embora, ja tenham sido isoladas outras
espécies de parasitas (L.(L.) amazonensis e L.(V.) guyanensis) (MARSDEN, 1986;
MARSDEN, 1994; RIBEIRO e LOPES, 1994). Nos paises andinos as leishmanias mais
frequentemente isoladas sdo a L.(V.) panamensis e L.(V.) guyanensis (CUPOLILO et al.,
1994). Os poucos casos registrados no Velho Mundo, sdo descritos no Sudao, e estdo
relacionados a areas endémicas de doenca visceral (durante ou apos a leishmaniose visceral),
causada pela L.(L.) donovani e diferentemente da forma ocasionada na Ameérica do Sul, nunca
é precedida ou acompanhada por lesbes cutaneas, respondendo ao tratamento quando
utilizado antimoniais (Sb*>) (LESSA et al., 2001). Ainda no velho mundo, ha registros de
casos LM causados por L. (L.) infantum (MS, 2007).

Apresenta-se com aspectos de cronicidade, laténcia e por desenvolver metastases em
mucosas, conduzindo a quadros clinicos desfigurantes (MARSDEN, 1986; MARSDEN,
1994; RIBEIRO e LOPES, 1994). E de dificil diagndstico parasitoldgico e a taxa de
refratariedade ao tratamento com Sb* é significativa. Estudos em pacientes com LC, mostram
que entre 2 a 5% dos casos curados apés tratamento especifico, desenvolveram forma mucosa
da doenca apés varios anos da cura da lesdo inicial (ALMEIDA et al., 1995; MARSDEN,
1986; MARSDEN, 1994). Alguns estudos comprovam, a recorréncia da doenca com o fato de

que a Leishmania tem capacidade de persistir por muito tempo e até por toda vida no



hospedeiro, mesmo apds tratamento especifico (AMATO et al., 1998; SCHUBACH et al.,
2001).

No Brasil, a LTA é uma doenca em fase de expansdo geografica, registrando, na
década de 80, casos em 19 estados brasileiros e, a partir de 2003, todas as Unidades Federadas
passaram a registrar casos autoctones. No periodo de 1996 a 2007 a LTA apresentou uma
média anual de 28.233 casos novos e coeficientes de deteccdo variando entre 13,5 a 22,4
casos por 100.000 habitantes. As maiores proporcGes de casos sdo das regides Norte e
Nordeste, com 36,7% e 33,3%, respectivamente. Os coeficientes médios mais elevados foram
registrados na regido Norte (89,6/100.000 habitantes), seguidos das regides Centro-Oeste
(40,1/100.000 habitantes) e Nordeste (22,0/100.000 habitantes) (ALVES, 2008). Analisando a
distribuicdo espacial dos dados de LTA do ano de 2006 e comparando-0s com a média de
ocorréncia de casos no periodo de 2003 a 2005, verifica-se que 53,9% e 53,2% dos casos
estdo distribuidos nos estados da Amazonia Legal, respectivamente (ALVES, 2008).

No Brasil, ja foram identificadas sete espécies de leishmanias tegumentares, sendo seis
do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sao: L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis além das espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) lindenbergi e L. (V.) shawi, que foram identificadas em estados das regides
Norte e Nordeste (SILVEIRA et al., 2002; MS, 2000).

Infeccdes por leishmanias que causam a LTA foram descritas em vérias espécies de
animais silvestres, sinantrépicos e domésticos. Algumas espécies de roedores, marsupiais,
edentados e canideos silvestres ja foram registrados como hospedeiros e possiveis
reservatorios naturais. Considerados hospedeiros acidentais da doenga, animais domésticos
apresentam numerosos registros de infeccdo. O periodo de incubacdo da doenca no ser
humano €, em média, de dois a trés meses, podendo variar de duas semanas a dois anos

(LAINSON & SHAW, 1979).



O ciclo de transmissdo da L.(V.) guyanensis, no Brasil, aparentemente esta limitado a
Regifo Norte (Acre, Amapéa, Roraima, Amazonas e Pard), estendendo-se para Guianas. E
encontrado principalmente em florestas de terra firme — areas que ndo se alagam no periodo
de chuvas. Dentre 0s possiveis reservatorios silvestres da L. (V.) guyanensis, a preguica real
(Choloepus didactylus) tem sido atribuido o papel principal na Amazonia brasileira
(LAINSON, 1985) e em alguns locais da Guiana Francesa nas areas de florestas primaria
(PAJOT et al.,, 1982). Também implicado como importante reservatério silvestre esta o
Tamandua tetradactyla (tamandud), e secundariamente temos Proechimys (rato silvestre) e o
Didelphis marsupialis (gamba) (BARRETT e SENRA, 1989; LAINSON, 1985; ARIAS et al.,
1981). Os parasitos podem ser encontrados na pele aparentemente “sadia” e nas visceras
desses animais (LAINSON e SHAW, 1998; LAINSON et al.,, 1981, FRANCO, 1990),
embora o papel desempenhado por estes animais ainda ndo tenha sido bem definido, as
evidéncias encontradas indicam serem reservatdrios desta espécie de Leishmania.

No Estado do Amazonas a leishmaniose cutdnea € a de maior predominio,
principalmente no municipio de Manaus (NAIFF et al, 1999; BARRET et al, 1989). Sua
transmissao na regido de Manaus é atribuida principalmente pelas espécies L. umbratilis e L.
anduzei, consideradas, respectivamente, vetores principal e secundario da L. (V.) guyanensis,
parasito de maior incidéncia da leishmaniose cutanea na regido (ARIAS e FREITAS, 1977).
A espécie L. umbratilis apresenta alta densidade tanto na copa das arvores, onde predomina o
ciclo silvestre, como no solo, sobre o tronco das arvores de grande porte, onde é encontrado
em estado de repouso nas primeiras horas da manhd, picando o ser humano quando este

adentra no ambiente silvestre (BRASIL, 2007).



2.2 Diagnostico e Tratamento

Clinicamente, a LTA apresenta-se de maneira variada, desde as formas inaparentes ou
com ulceragdes de pele, que podem ser discretas ou extensas e com evolucao espontanea para
cura ap6s alguns meses, até aquelas com ulceracdes mdltiplas ou disseminadas. A forma
clinica mais frequiente da doenca é a leishmaniose cutanea localizada, que se caracteriza por
lesbes ulceradas, de bordos elevados e circulantes, com pouca secrecdo e indolores,
localizadas na parte exposta do corpo onde os fleb6tomos inoculam as promastigotas. Estas
podem ou ndo regredir espontaneamente (COSTA et al., 1990; CONVIT et al., 1993;
PEARSON & SOUZA, 1995). A forma disseminada € caracterizada por Ulceras tipicas
associadas a inumeras lesbes papulares ou acneiformes, decorrentes de disseminagédo
hematogénica, podendo, por contiguidade comprometer a mucosa (COSTA et al., 1986;
CARVALHO et al., 1994). A leishmaniose difusa, sindrome relativamente incomum, tem
como lesdo inicial uma papula localizada e desta se dissemina por todo o tegumento, com
lesdes nodulares ndo ulceradas e deformantes, onde se observa extraordinéria riqueza
parasitaria, com tendéncia a cronicidade (CONVIT et al., 1972; LLANOS CUENTAS et al.,
1984; PEARSON & SOUZA, 1995).

O diagnostico parasitoldgico da leishmaniose cuténea é feito: pela busca dos parasitos
nas lesdes, que sdo visualizados ao microscépio apés coloracdo pelo método de Giemsa; pelo
isolamento do parasito em meio de cultivo (WALTON et al., 1977; HENDRICKS et al.,
1978; JAFFE et al., 1984) ou infeccdo em animais de laboratério como o hamster
(Mesocricetus auratus) e posterior isolamento do parasito a partir das lesdes nesses animais.
Testes imunologicos, como a reacdo intradérmica de Montenegro e a pesquisa de anticorpos
para Leishmania, também auxiliam no diagndstico. Outros testes baseados na deteccdo do

DNA parasitario na biopsia de lesdo e 0 exame histopatologico sdo métodos auxiliares no



diagnostico da doenca (FERREIRA & AVILA, 2001). No entanto, vérios destes métodos
genéricos sao considerados porque ndo identificam especificamente o agente etioldgico e
demandam tempo e profissionais treinados para a visualizacdo e pesquisa do parasito. Em
alguns casos, dependendo da espécie em questdo e do organismo infectado, a sorologia pode
apresentar reacdes cruzadas com outras espécies de tripanosomatideos ou a reagdo
intradérmica (IDRM) pode apresentar resultado negativo (COSTA et al., 2009). Portanto, é
necessaria a busca de métodos mais confiaveis, especificos e rapidos para o diagnostico da
leishmaniose, como € o caso da reacdo em cadeia da polimerase (COURA et al., 1996).

No passado, foram utilizados varios tipos de tratamentos para a leishmaniose, tendo
sido testado o quinino, a injecdo de aguarras (esséncia de terebintina), os arsenicais e a
atebrina, todos com resultados diversos, mas nenhum deles realmente efetivo (REES et al.,
1985). O grande achado foi 0 advento do uso dos antimoniais. No inicio do século XX, o
médico Gaspar Vianna utilizou pela primeira vez o tartaro emético (tartarato duplo de
potéssio e antimonio) para tratar com sucesso um caso de leishmaniose mucocutanea e até
hoje, os antimoniais vém sendo utilizados como as drogas de primeira escolha para o
tratamento da leishmaniose (VIANNA, 1912). Os antimoniais pentavalentes ainda sdo as
drogas mais recomendadas pela sua comprovada eficacia e algumas vantagens, como a rapida
eliminacdo renal e a limitada acumulagéo nos tecidos (BERMAN, 1988; KOFF & ROSEN,
1994; BERMAN, 1997).

Medicamentos como o estibogliconato de sddio (Pentostam ®), antimoniato de N-
metilglucamine (Glucantime ®) (Figura 2) sdo ativos na maioria dos casos, apesar dos
problemas renais e cardiacos que acarretam, além do seu alto custo (AKENDENGUE et al.,
1999). Existe ainda um limitado conhecimento a respeito do mecanismo de acdo destes
compostos e somente um estudo mais detalhado com relacdo a estrutura destes antimoniais

pentavalentes comecou a surgir. Outras drogas alternativas como a Pentamidina (Pentacarinat



®) e anfotericina-B (Fungizone ®, Ambisome ®) (Figura 3) desenvolvidas inicialmente para
a cura de outras doencas, embora bastante toxicas também sdo usadas contra as diferentes

formas de leishmaniose (CANTO-CAVALHEIRO, 1999; AKENDENGUE et al., 1999).
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Figura 2. Drogas de primeira escolha utilizadas no tratamento da leishmaniose.
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Contudo, apresentam varios inconvenientes, tais como: a via de aplicacdo que é
intramuscular ou endovenosa, a resisténcia terapéutica (falta de eficacia) na forma mucosa e
seus efeitos colaterais. Além disso, sdo drogas que precisam ser administradas diariamente
por longos periodos, 0 que as vezes requer hospitalizacdo, acarretando desconforto para o
doente e alto custo para a Unido. Os antimoniais vém também mostrando uma taxa crescente
de ineficacia ao longo dos anos (ERCOLLI, 1966; BELAZZOUG & NEAL, 1985; WHO, TDR
News, 1990; BERMAN, 1997), em parte devido ao surgimento de algumas cepas resistentes a
droga (OLLIARO & BRYCESON, 1993). Essas drogas apresentam ainda efeitos colaterais
sérios, que se traduzem em: toxicidade cardiaca, alteracdes de intervalo no segmento ST
(Espaco que compreende o fim e o inicio de ondas no exame eletrocardiograma) no
eletrocardiograma, arritmias (MAINZER & KRAUSE, 1940; BERMAN, 1988; HEPBURN et
al., 1994), trombocitopenia (HEPBURN, 1993), alteracGes de enzimas hepaéticas, artralgias,
mialgias, nauseas e vomitos (BERMAN, 1988; TRACY & WEBSTER, 1996). Sdo ainda
relatados casos de pancreatite (GASSER et al., 1994) e até mesmo morte subita em pacientes
que receberam altas doses do medicamento (PEARSON & SOUZA, 1995). Além disso, ha
indicios de que essas drogas podem induzir mutagénese (LEONARD & GERBER, 1996).

No Brasil, o tratamento alternativo tem sido feito com drogas de segunda escolha, 0s
antimoniais pentavalentes: as Pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de
pentamidina) ou anfotericina B. No entanto, ambos também apresentam a inconveniéncia da
via de administracdo, intramuscular ou endovenosa, além de uma toxicidade intoleravel nas
doses terapéuticas eficazes e, ainda o alto custo. No tratamento com pentamidina podem
aparecer efeitos toxicos como hipotensdo, astenia, dispneia, dor de cabeca, sudorese e
sensacdo de formigamento, vomitos e dores epigastricas. Além disso, podem surgir lesdes

hepaticas, pancreaticas, renais e do sistema nervoso (SANDS et al., 1985).



A demanda por novos farmacos leishmanicidas tem se intensificado com o aumento da
resisténcia aos antimoniais pentavalentes, bem como a farmacos de segunda geracao.
Outrossim, 0 numero de quimioterapicos disponiveis, principalmente para tratamento de
doencas cronicas, esta muito abaixo do satisfatorio (VOULDOUKIS et al., 2006).

A medicina tradicional é baseada nas necessidades do individuo. Diferentes pessoas
devem receber diferentes tratamentos, mesmo que, de acordo com a medicina oficial, elas
sofrem da mesma doenca. Acredita-se que cada individuo tem sua propria constituicdo e
circunstancias sociais que resultam em diferentes reacGes as causas de doencas e ao
tratamento (DAMAS, 2005; OMS, 2002). Sendo assim, a medicina tradicional pode ser
codificada, regulamentada, ensinada e praticada ampla e sistematicamente, assim como pode
ser reservada, mistica e extremamente localizada, com difusdo oral de conhecimentos e
praticas (OMS, 2002).

No ano de 2002, a OMS criou um guia intitulado Estratégia para as Medicinas
Tradicionais 2002-2005, no qual orienta a utilizacdo de todos os recursos locais apropriados e
disponiveis nos cuidados primérios de saude. (DAMAS, 2005; AKERELE, 2006). Incentiva
ainda os governantes de todo o mundo a utilizarem a Medicina tradicional em seus programas
de saude, com isso diminuindo os custos e utilizando métodos e técnicas sociais aceitaveis
(CARRICONDE, 2002).

Sabendo-se disso, ha maior parte do mundo, a leishmaniose é endémica em &reas onde
0s sistemas tradicionais de medicina sdo praticados. Pela falta de acesso a sistemas alopaticos
de tratamento, em muitos casos, a terapia tradicional consiste na administragdo oral de
extratos de plantas para a forma sistémica da doenca e ainda, como preparacdes topicas para a

forma cutnea (NETTO et al., 1985).



2.3. Atividade Leishmanicida Encontrada nas Plantas

Atualmente, com a falta de vacina ou drogas eficientes para o tratamento da
leishmaniose, faz da doenca um dos maiores problemas de salde publica. Métodos
alternativos estdo sendo pesquisados para solucionar este problema e as plantas medicinais
apresentam-se como uma opc¢ao viavel, visto que sdo encontradas na natureza em abundancia
e produzem centenas de metabdlitos que podem ser isolados e testados contra essa e outras
doencas.

Alguns compostos naturais tém sido investigados e muitos deles tém mostrado
significante atividade antileishmania. Esses compostos pertencem a diferentes classes de
substancias tais como: alcalGides, terpenos, quinonas, lactonas, cumarinas, chalconas,
tetralonas, lignanas e saponinas (AKENDENGUE et al., 1999).

Alcal6ides isoquinolinicos que sdo ativos contra espécies de Leishmania tém sido
isolados de plantas pertencentes as familias Annonaceae tem-se destacado pelo amplo numero
de substancias isoladas e identificadas que apresentam atividade antileishmania. Alguns
compostos como anonaina e liriodenina isoladas da casca do caule de Annona spinescens
téem mostrado atividade in vitro contra formas promastigotas de espécie de Leishmania na
concentracdo de 10 pg/mL (37 uM) e 25 pg/mL (90 uM) respectivamente (QUEIROZ et al.,
1996).

Xylopina e nomuciferina isoladas das folhas de Guatteria amplifolia exibiram
pronunciada atividade contra L.(L.) mexicana na concentracdo de 0,88 pg/mL (3 uM) e 3,93
pg/mL (14 uM) e contra L. (V.) panamensis na concentracdo de 1,77 pg/mL (6 uM) e 7,87
png/mL (28 pM) respectivamente, enquanto que os alcaldides cryptodorina e nornantenina

isoladas das folhas de G. dumetorum exibiram pronunciada atividade contra L.(L.) mexicana



na concentracdo de 1,85 pg/mL (6 puM) e 4,87 pg/mL (15 pM) respectivamente
(MONTENEGRO et al., 2003).

Isoquattouregidina isolada das cascas do caule de G. foliosa é ativa contra L. (L.)
donavani e L.(L.) amazonensis na concentracdo de 100 pg/mL. (MAHIOU et al., 1994).

Argentilactona isolada das espécies A.haematantha exibiu forte atividade in vitro
contra varios tipos de Leishmania na concentracdo de 10 pg/mL (51 pM). In vivo,
administrado por via subcutanea na concentracdo de 25 mg/kg/dia por 14 dias, 0 composto
produziu efeito semelhante ao animoniato de N-metilglucamine (Glucantime®), diminuindo
as grandes leses em ratos infectados com L.(L.) amazonensis (WAECHTER et al., 1997).

2.4 O vegetal Caesalpinia ferrea Martius

Caesalpinia ferrea Martius € uma leguminosa que pertence a ordem Fabales da familia
Caesalpiniaceae, e que cresce em todo o Brasil (BRAGANCA, 1996; LORENZI, 2002),
sendo largamente distribuida nas regides Norte e Nordeste, principalmente em Pernambuco e
no Ceara (ALZUGARAY, 1984). Esta familia apresenta entre 150 a 180 géneros e mais de
2.200 espécies tropicais e subtropicais (CRONQUIST, 1981).

Classificagdo Taxondmica da Caesalpinia ferrea Martius segundo CRONQUIST (1981):
> Caesalpinia ferrea Martius
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sub-Classe: Magnoliidae
Ordem: Fabace
Familia: Caesalpinioideae
Género: Caesalpinia

Especie: Caesalpinia ferrea Mart.



Em Pernambuco cresce, predominantemente, nas areas pobres da Regido do Vale do
S4o Francisco e nos municipios de Floresta e de Buique. E conhecida vulgarmente como pau-
ferro, jucd, pau-ferro-verdadeiro, jucaina, ibird-obi, imira-ita, miureita, pau de juca, miurd,
obi, muira e ita (DI STASI, 1989; BRAGANCA, 1996, LORENZI, 2002). Possui flores
amarelas pequenas e em cachos; frutos de cor marrom escura, do tipo legume (vagem), com
sementes escuras; folhas compostas; altura de 10-15 m, com tronco curto de 40-60 cm de
diametro, que fornece madeira para construcao civil e lenha (figura 4). A arvore é bastante
ornamental, podendo ser empregada na arborizacdo de ruas e avenidas e aproveitadas para
plantios em é&reas degradadas (PIO CORREA, 1984; LORENZI, 2002). O pau-ferro é
considerado uma forrageira importante no Nordeste, tanto pela sua adaptacdo natural a regido,

como também por fornecer forragem durante a seca (NASCIMENTO et al., 2002).
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Figura 4. Imagens de Caesalpinia ferrea Martius (folhas, flores, arvore, fruto integro e tronco,

respectivamente). Fonte: www.plantamed.com.br.

2.4.1 Aspectos Etnofarmacoldgicos e Farmacologicos de Caesalpinia ferrea Martius

A C. ferrea é empregada na medicina tradicional como: anti-micético, anti-anémico,
anti-hemorragico, anti-diarréico, cicatrizante, nas afec¢es pulmonares, sedativo, adstringente,
anti-diabético, utilizacdo em tosse, asma, tuberculose, coqueluche, contusdes, cicatrizacdo de
feridas, tratamento de Ulcera, golpes, afeccbes da boca e garganta, entre outros
(BRAGANCA, 1996; BORRAS et al., 2003). Popularmente, as partes utilizadas no
tratamento de diversas infec¢cbes como a Leishmaniose, sdo as folhas, cascas, sementes,
raizes, pedacos de madeira e favas (DI STASI, 1989; BORRAS et al., 2003).

Estudos com extratos brutos dos frutos e caules de C. ferrea revelaram a presenca de
atividade antidlceras (BACCHI et al, 1995) e de restricdo ao fluxo coronariano por possivel
acdo sobre a musculatura lisa dos vasos, com alteragdes eletrocardiograficas secundarias

(PINTO, 2000). De C. ferrea foram ainda caracterizadas as atividades cardiotbnica,



antimicrobiano, analgésico e antiinflamatorio (CARVALHO et al., 1996), antihistaminico e
antialérgico, anticoagulante e hepatotoxico (DI STASI et al, 2002a).

A avaliacdo da atividade antiinflamatoria e analgésica do extrato aquoso do fruto de C.
ferrea, coletado na regido de Icoaraci, Belem, Para (Brasil), demonstrou que a utilizacdo do
extrato numa concentracdo de 300 mg/Kg, via oral, provocou uma reducéo significativa do
edema em conseqiiéncia de injecdo de carragenina, induzido em ratos do tipo Wistar
(CARVALHO, 1996). Os frutos dessa espécie também passaram por estudos para comprovar
sua atividade anti-tumoral, que foi evidenciada in vitro com uso do virus Epstein-Barr, sendo
que o acido géalico e metil galato, presentes nos frutos da especie, foram identificados como
responsaveis por essa atividade (NAKAMURA, 2002a). Outro estudo realizado com o fruto
de C. ferrea mostrou uma atividade hipoglicémica em ratos diabéticos gracas a componentes

inibidores ndo-competitivos da aldolase redutase (UEDA et al., 2001).

Um trimero de chalcona, denominado de Pauferrol A, encontrado no extrato obtido do
caule de C. ferrea, mostrou uma potente atividade inibidora contra a topoisomerase Il
humana, e uma acdo inibidora da proliferacdo celular por inducdo de apoptoses nas células
HL60 leucémicas mielbides agudas, similar ao efeito das drogas anti-cancer contra

topoisomerase tipo Il (HIROSHI et al., 2007).

O extrato aquoso da casca do caule de C. ferrea induziu hipotenséo arterial associada a
taquicardia em ratos normoativos; provocando, no entanto, bradiarritmias transientes. Em
dose de 40 mg/Kg, o mesmo extrato causou vasodilatacdo na artéria mesentérica de ratos, o
qual parece ser remediavel por canais abertos de ATP-sensitivo K+. As pesquisas mostram
que esta planta parece ter um potencial clinico para uso em doencas cardio-vasculares,
entretanto, maiores estudos sdo necessarios para garantir a seguridade e margem terapéutica

para 0 uso humano (MENEZES et al., 2007).



Um estudo de mutagenicidade foi feito em ratos do tipo Wistar, nos quais foi
administrado intraperitonealmente o extrato aquoso do fruto de C. ferrea, coletado na regido
de Icoaraci, Belém, Para (Brasil), nas concentracbes de 500, 1000 e 1500 mg/kg e
ciclofosfamida 30 mg/Kg como controle positivo. Ap6s 24h da administracdo, células da
medula éssea dos ratos foram coletadas e nenhuma alteracdo significativa foi observada,
quanto a aberracGes cromossomais ou mutacdes, durante a mitose nos ratos em estudo,
quando comparados com o grupo controle tratados apenas com agua (SOUZA et al., 2006).

CORTEZ (2004), mostrou que o extrato metanolico de vagens de C. ferrea na
concentracdo de 10 mg/mL/24h apresentou atividade leishmanicida in vitro para formas
extracelulares de L. (V.) guyanensis e fungicida para Trichophyton rubrum e T.

mentagrophytes.

2.4.2 Aspectos Fitoquimicos de C. ferrea

Um estudo fitoquimico preliminar do extrato hidroalco6lico das cascas do caule e das
folhas mostrou a presenca de flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esterdides e
compostos fenolicos em C. ferrea (GONZALEZ et al., 2004).

Dentre os constituintes quimicos descritos na literatura destaca-se a presenca de
polifendis, onde e acido gélico e o acido elagico podem ser as possiveis substancias quimicas
responsaveis por parte da atividade bioldgica dos frutos desta espécie de leguminosa (UEDA
et al., 2001). Segundo UEDA et al. (2001), foram isolados dos frutos secos de C. ferrea,
acido elagico e 2-(2,3,6-trihidroxi-4-carboxifenil) acido elagico. Destacou-se também a
identificacdo, em seu caule, de uma chalcona trimera com anel de ciclobutona, chamada de

Pauferrol A, com excelente atividade inibidora da enzima DNA topoisomerase 11.



Estudando os efeitos de compostos isolados de frutos de C. ferrea como preventivo
contra o cancer, NAKAMURA et al. (2002a) identificaram o acido galico e metil galato como
principais constituintes quimicos na espécie vegetal e, possiveis responsaveis pela atividade
bioldgica. No mesmo estudo, além desses compostos, foram isoladas outras 49 substancias,

sendo a maioria derivada do acido galico e de acetofenonas (NAKAMURA et al., 2002b).



3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Avaliar a atividade in vitro de extratos brutos de Caesalpinia ferrea Martius contra
formas promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis, obtendo fracdes semi-purificadas
do extrato de melhor atividade biologica com posterior analise em Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN).

3.2 Especificos:

e Obter os extratos hexanicos e metanolicos dos frutos, epicarpos e sementes de
Caesalpinia ferrea Mart.;

e Obter fracGes semi-purificadas do extrato bruto de maior atividade leishmanicida;

e Avaliar a atividade biologica in vitro dos extratos de C. ferrea Mart., contra formas
promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis;

e Determinar o perfil cromatogréafico dos extratos brutos de C. ferrea;

e Obter informagbes sobre as possiveis classes de substancias presentes no extrato
bruto com maior atividade leishmanicida pela analise em Ressonancia Magnética

Nuclear.



4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, primario, experimental com delineamento do tipo
relacdo estimulo/efeito visando avaliar a atividade in vitro de extratos/fracbes de C. ferrea
para a espécie L. (V.) guyanensis, através de ensaios bioldgicos. O estudo foi realizado em
diversas etapas, sendo que as extracdes e fracionamentos foram realizados no Laboratdrio de
Bioprospeccao da Coordenacao de Pesquisas em Produtos Naturais (CPPN) e os bioensaios no
Laborat6rio de Leishmaniose e Doenca de Chagas da Coordenacao de Pesquisas em Ciéncias da

Saude (CPCS) ambos no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

4.2 Universo de Estudo

4.2.1 Material Vegetal

Os frutos de Caesalpinia ferrea (figura 5) foram coletados no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazodnia (INPA) Campus V8 em 8 de marc¢o de 2009, por Luis Augusto
Gomes de Souza, este localizado na cidade de Manaus, estado do Amazonas (03° 05 48,0” S
€ 59°59’ 55,0” W. Gr.), em altitude de 197 pés ou cerca de 65,7 m acima do nivel do mar.
Foram preparadas exsicatas botanicas para correta identificacdo do tdxon e depositada no

Herbéario do INPA, com registro sob o numero 228.022 e autenticada por Angélica Cortés.



Figura 5. Imagens da arvore e do tronco com identificacdo de C. ferrea na qual foram

coletados os frutos integros. Fonte: Nivea Maria Simdes Falcao.

4.2.2 Critérios de Inclusdo e/ou Exclusédo

Os materiais vegetais que tiveram o perfil quimico analisado e avaliado quanto a
atividade leishmanicida contra L.(V.) guyanensis, foram os frutos que apresentasse um bom
estado de conservacdo. Os frutos afetados por doencas, parasitas e também materiais
estranhos, tais como outras plantas ou mesmo partes da propria planta que ndo eram de

interesse para o estudo foram excluidos.



4.3 Procedimentos

Na figura 6, € apresentado um fluxograma dos procedimentos realizados neste estudo.

4.3.1 Obtencéo dos Extratos Brutos

Apbs a coleta, o0 material vegetal constituido por frutos, foi selecionado manualmente,
sendo uma porcdo separada de suas partes morfologicas (epicarpos e sementes) para
tratamento individual. Os materiais vegetais (frutos inteiros, epicarpos e sementes) foram
secos, sendo submetidos a secagem em estufa de ar circulante, a temperatura de 45 °C £ 2 °C
durante 2-3 dias. Apds a secagem, cada material foi moido em moinho de facas e armazenado
em recipientes, individualmente.

Os extratos brutos foram preparados conforme protocolo descrito por CORTEZ
(2004). Cada amostra em po foi colocada em recipiente de vidro, adicionado hexano,
colocado em ultra-som por 20 minutos e filtrado posteriormente. Este processo de extracao,
foi repetido 3 vezes ou tantas quantas foram requeridas para o0 material ser extraido
visualmente pelo solvente. Apos a extracdo com hexano, o material vegetal foi seco e
submetido a extracdo com metanol. Seguiu-se 0 mesmo procedimento realizado para obtencéo
do extrato bruto hexanico.

Os extratos hexanicos e metandlicos obtidos das diferentes partes vegetais foram
concentrados em rota-evaporador sob pressdo reduzida, a temperatura de 48 °C para maior
liberagdo de cada solvente utilizado. Essas amostras rota-evaporadas foram acondicionadas

em frascos de vidro totalmente esterilizados e armazenadas sob refrigeracéo.
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4) Concentragdo em rota-evaporador
|

Extrato Hexanico Frutos Integros (EHFI) = 17,36
Torta (EH) g
Sementes (EHS) = 3,39 g
5) Extracdo com metanol usando ultra-som por 20 min; Epicarpo (EHE) = 14,19 g
6) Filtracao;

7) Repeticdo das etapas 5 e 6 até completa extracao
visual dos constituintes;
8) Concentracdo em rota-evaporador

| Frutos integros (EMFI) = 31,97 g

Sementes (EMS) = 31,28 g
Torta Desprezada [ Extrato MeOH (EM) Epicarpo (EME) = 11,43 g

Figura 6. Procedimento de extracdo do material vegetal e obtencéo dos extratos brutos.



4.3.2 Cultivo Parasitario e Preparacdo do Indculo

Foi feita a avaliagcdo da atividade in vitro dos extratos de C. ferrea utilizando-se a
espécie L. (V.) guyanensis (MHOM/BR/75/1M4147) cedida pelo Lab. de Leishmaniose e
Doenca de Chagas, Coordenacao de Pesquisas em Ciéncias da Saude (CPCS/INPA). Os
parasitos foram mantidos inicialmente a 25°C em meio bifasico NNN (NOVY; MACNEAL,
1904; NICOLLE, 1908). Em seguida, estes foram adaptados ao meio liquido RPMI completo
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFBI) acrescido de 100 pug/mL de
gentamicina (Ariston) para a obtencdo da curva de crescimento e preparo das massas
parasitarias para a realizacdo dos bioensaios.

Para a determinacdo das fases de crescimento dos parasitos nas condic¢oes
estabelecidas de cultivo foi realizada uma curva de crescimento, em meio liquido RPMI 1640
(Gibco) completo. Para os ensaios foram utilizadas formas promastigotas de cultivo axénico
na fase final logaritmica, aonde se encontram as formas consideradas como mais infectante.
Massas de concentrados parasitarios foram preparadas utilizando-se o meio liquido RPMI
completo, totalizando cerca de 300 mL de volume final. Formas promastigotas dos flagelados
foram coletadas, quantificadas através do uso de cdmara de Neubauer (hematocitdmetro) e
ajustados no prdprio meio de cultivo. A identificagdo da espécie de Leishmania utilizada neste
estudo foi previamente confirmada antes e ap6s a realizacdo dos bioensaios, pela analise
bioguimica de eletroforese de isoenzimas (FIGUEIRA, 2008).

Para a contagem dos flagelados, foi centrifugado o volume de 50 mL de inéculo de
parasitas, a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Em seguida, foi ressuspenso o sedimento
num volume de 1 mL de meio liquido RPMI, no qual foi feito uma dilui¢do seriada de 1:10,
1:100 e 1:1000 e posteriormente, a contagem dos mesmos em Camara de Neubauer. O

volume foi ajustado para a concentraco final de 4 x 10°/ 100 pL em meio RPMI completo



para a realizacao dos testes in vitro (figura 7).
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Figura 7. Preparacdo do indculo de formas promastigotas para a realizacdo de testes

biol6gicos com Leishmania (Viannia) guyanensis.

4.3.3 Preparacao dos Extratos Brutos para os Testes Bioldgicos in vitro.

Para o preparo da solugédo-estoque de cada amostra, foram pesadas as massas de
extratos em balanca analitica e dissolvidas em Dimetil-sulféxido (DMSO/ Vetec) em uma
proporcdo 1:1, individualmente. Dessas soluces foram retiradas aliquotas para obtencao de
“extratos teste” na concentragdo de 20 mg/mL, tanto para os extratos hexanicos como para 0s
metanolicos.

Em uma capela de fluxo laminar, fez-se a diluigdo da solugdo-mae de cada extrato
bruto obtido em meio de cultivo RPMI completo de modo que a concentracédo final de DMSO
fosse inferior a 4% e que na concentragdo do extrato ficasse 20 mg/mL.

Em seguida, cada amostra dissolvida foi filtrada com auxilio de seringa estéril de 20
mL em filtro 0,22 um Millipore® para tubos de ensaio de 50 mL tipo Falcon,

acondicionando-os a 15 °C, obtendo-se assim a amostra filtrada para as analises in vitro -



bioensaios (figura 8).
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Figura 8. Procedimento esquematico do preparo dos extratos brutos e fracGes para ensaios de

atividade bioldgica.
4.4 Bioensaio: Avaliacdo da Atividade in vitro

A avaliacdo da atividade de C. ferrea, foi realizada in vitro através da adicao das
amostras em meio liqguido RPMI completo, adequado ao desenvolvimento das leishmanias,
sendo feito o acompanhamento 24, 48, 72 e 96 horas ap6s o indculo, através da quantificacao
das promastigotas por contagem das formas vivas e mortas em camara de Neubauer,
utilizando-se o corante vital azul de Trypan (Vetec), para discriminar a viabilidade dos
flagelados (PHILLIPS, 1973).

Em um ensaio piloto, foi estabelecida a concentragdo méxima (até 4%) permitida para

uso do solvente DMSO nos testes bioldgicos de forma que 0 mesmo ndo ocasionasse a



inibicdo do crescimento ou lise das leishmanias in vitro.

Os bioensaios foram realizados em microplacas de polietileno (Costar) de 96 pocos
(figura 9), distribuidos em 8 fileiras horizontais (A-H) e 12 colunas verticais. Para a
realizacéo dos bioensaios foram adicionados 0s reagentes aos po¢os das microplacas, com o

auxilio de micropipeta multicanal, na seguinte ordem de adicéo e procedimentos:

A. Meio de cultivo completo = 200 pL nos pocgos da coluna 1 e 100 puL nos pogos das
colunas 2 a 11, nas fileiras de A a H;

B. “Amostras testes” = 100 uL nos pogos das colunas 2 e 3, nas fileiras de A a H;

C. Dilui¢des sucessiva das “amostras testes” = Apds homogeneizagdo do conteldo dos
pocos das colunas 3, fileiras de A a H, foram transferidos 100 pL para os pocos laterais
da direita e sucessivamente repetidas até os pocos da coluna 09, fileiras de A a H. Os 100
uL retirados dos pocos da coluna 09, fileiras de A a H foram desprezados;

D. Solucdo de isotionato de pentamidina (Neo — Quimica) (10 pg/mL de meio de cultivo) =
100 pL nos pocgos da coluna 12, das fileiras de A a H; = controle positivo do ensaio.

E. Ind6culo de Leishmania =100 pL nos pocos das colunas 3 a 12, nas fileiras de A a H.



Despreza-se
Transfere-se 100 100 pL

00000000
00000000
00000000

—
—{
]

4
\

N
—

Meio  “Amostra Amostra Meio A
de cultivo Teste”  Amostra Diluida t In%CGUIO
+ Teste + Inéculo Meio Leishmania
Meio M;io Leisr?;ania | e I '
° . néculo idi
e Meio (sem DMSO) o Pentainldma
Controle Inéeulo + Leishmania N
; ) Controle
Negativo Inéculo (com DMSO)  pgsitivo
de

Figura 9. Ensaios biologicos para avaliacdo da atividade in vitro de extratos de
Caesalpinia ferrea para Leishmania (Viannia) guyanensis.

Foram utilizados como controles dos ensaios: a) controle negativo: (no.01) fileira da

coluna da microplaca contendo meio de cultivo; (no.02) meio de cultivo acrescido de extrato
da matéria vegetal; (no. 10) meio de cultivo acrescido de formas promastigotas sem DMSO;
(no. 11) fileira contendo meio de cultivo com formas promastigotas acrescido de DMSO na

concentragéo inicial do ensaio. b) controle positivo: (no. 12) meio de cultivo com

promastigotas de Leishmania spp. acrescido da droga de referéncia com acdo leishmanicida



(Isotionato de Pentamidina).

4.5 Critérios Quantitativos de Avaliacdo dos Experimentos com Leishmania (Viannia)

guyanensis

4.5.1 Estabelecimento do Percentual de Sobrevivéncia

O percentual de sobrevivéncia foi estabelecido pelo céalculo segundo adaptacéo de
metodologia utilizada por BERMAN et al. (1982), sendo expressas ao final do experimento.
Para obtencao desses percentuais foram obtidas as médias de crescimento dos:

- Ensaios controles: Houve a divisao entre a média do numero de promastigotas ao

final do experimento dos grupos controles (pocos sem presenca de extrato) pela média do
namero de promastigotas encontradas no inicio do experimento (dia zero) e entdo,
multiplicados por 100 (Promastigotas Controle = PSc.).

- Ensaios experimentais: A média do numero de promastigotas ao final do

experimento das culturas (pogos) expostas aos extratos foram divididos pela média do numero
de promastigotas encontrada no final do experimento das culturas controles e entdo

multiplicados por 100 (Promastigotas experimentais = PSe.).

4.5.2 Calculo da “Tendéncia” de Sensibilidade

O valor de tendéncia (somente obtido quando PSe for diferente de zero) de
sensibilidade aos extratos e ou fracOes foi obtido através da razédo entre o percentual de
sobrevivéncia dos grupos controles e o percentual de sobrevivéncia das culturas expostas aos

respectivos extratos (TS= PSc./PSe.).



4.5.3 Célculo da DLsg (Dose Letal Média)

Este resultado foi obtido, calculando num grafico as concentracGes dos extratos e ou
frages (valores de X) e percentual de sobrevivéncia (valores de Y). A DLs, corresponde ao

ponto de inser¢édo no eixo X quando tragada uma reta correspondente a 50% do valor de Y.

4.6 Avaliacdo do Perfil Cromatogréfico

Os extratos brutos foram analisados através de Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para determinacéo do perfil

cromatografico.

4.6.1 Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Foram testados diversos sistemas cromatograficos, utilizando solventes de diferentes
polaridades e cromatofolhas de gel de silica GFzs4. Amostras dos extratos hexanicos e
metandlicos obtidos foram dissolvidos em solventes organicos apropriados (Hexano e
Metanol, respectivamente) e, por meio de tubo capilar, aplicadas as cromatofolhas em pontos
a 1,5 cm acima da base inferior, 2,0 cm das laterais e 1,0 cm entre eles. As cromatofolhas
foram entdo colocadas em cubas cromatogréficas, previamente saturadas com o eluente, e

eluidas a temperatura ambiente (25 °C).

a. Os eluentes utilizados para desenvolverem o0s cromatogramas dos extratos
hexanicos (Semente: Fruto: Epicarpo) foram Hexano (Hex) e Acetato de Etila
(AcOEt) em proporgdo 7:3. Apos a eluigdo das amostras, as placas foram retiradas

das cubas, secas, visualizadas (Luz Visivel, Luz UV-254 nm, Luz UV-365 nm) e



borrifadas com reveladores cromatograficos (Anisaldeido, Sulfato Seérico e

Dragendorff)

b. Os eluentes utilizados para desenvolverem o0s cromatogramas dos extratos

metandlicos foram:

- (Epicarpo, Fruto e Semente): Eluidos com Diclorometano (DCM) e Metanol
(MeOH) em proporcdo 3:7 e visualizados em Luz Visivel, Luz UV-254 nm, Luz
UV-365 nm e borrifadas com o revelador cromatografico Difenilpicrilhidrazila

(DPPH).

- (Fruto, Epicarpo e Semente): Eluidos com Diclorometano (DCM) e Metanol
(MeOH) em proporcdo 1:1 e visualizados em Luz Visivel, Luz UV-254 nm, Luz
UV-365 nm e borrifadas com o revelador cromatografico Cloreto férrico

(COLLINS, 1997).

Como substancias de referéncia foram utilizadas padrbes de &cidos fendlicos,
flavondides, terpenos, alcaléides. Como critérios de selecdo dos sistemas cromatograficos
foram considerados os valores de Rf relativos as substancias de referéncia e resolucdo das

manchas.

4.6.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H foram registrados em espectrometro Eft -60 NMR

Spectrometer (60 MHz), utilizando como solventes Cloroférmio Deuterado (CDCl3) e



metanol deuterado (CD3OD), dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg ) e tetrametilsilano

(TMS) como padréo interno.

4.7 Fracionamento do Extrato Metanolico dos Epicarpos de Caesalpinia ferrea

O extrato bruto que apresentou melhor atividade biologica foi o metanolico dos
epicarpos de C. ferrea. Para iniciar o fracionamento, 0 mesmo foi dissolvido e transferido
para funil de separacdo, usando-se como solvente uma mistura Agua (H,O): Metanol (MeOH)
(95:5), sendo submetido separadamente a fracionamento por particdo liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente (figura 10) — Diclorometano; Acetato de Etila; Butanol e

Agua (COLLINS, 1997).

Figura 10. Particdo com solventes de polaridades crescentes.

4.8 Analise Estatistica dos Resultados

Os dados foram registrados e lancados em um banco de dados, utilizando técnicas

estatisticas inferenciais e descritivas no tratamento das varidveis quantitativas e qualitativas.



Para anélise estatistica dos resultados, foi utilizado o teste “t” de Student. Em todos 0s
resultados foram aplicados os seguintes testes: regressao linear, analise de variancia
(ANOVA), teste da hipotese sobre o coeficiente da correlagcdo (THCC) e diferenca minima
significante (DMS). O pacote estatistico utilizado para analise dos dados foi 0 programa

desenvolvido por DEAN et al. (1997) e adotado pela OMS, EPI INFO 2007.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Farmacos rotineiramente utilizados para o tratamento da Leishmaniose Tegumentar
pertencem a classe dos antimoniais pentavalentes, o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) e o estibogluconato de sddio (Pentostam®), os quais foram desenvolvidos ha
mais de 60 anos. Ambos apresentam toxicidade e casos de falha do tratamento sdo comuns,
tanto por resisténcia de determinadas cepas do parasito, quanto por baixa atividade em
pacientes imunodeprimidos ou descontinuidade do tratamento por parte do paciente devido
aos efeitos colaterais (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

Em casos de resisténcia do parasito, a Anfotericina B é uma outra opcdo de
tratamento, sendo, entretanto, mais toxica que o Pentostam® e o Glucantime®. A fim de
reduzir a toxicidade, novas formulacbes de Anfotericina B tém sido desenvolvidas, como a
forma lipossomada (AmBisome®), a forma lipideo complexada (Abelcet®) e uma
Anfotericina B em dispersdo coloidal (AmphocilTM). Entretanto, estas possuem custos
elevados e por este motivo tém sido utilizadas primariamente apenas para tratamento da
leishmaniose visceral. Devido toda a problematica da LTA ser menor do que a visceral ou de
outras enfermidades, poucos esfor¢os tém sido desprendidos para avaliar o uso destas
formulagcGes em seu tratamento (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

Na ultima década, medicamentos alternativos e novas formulacdes de farmacos
tradicionais tém sido disponibilizados e ja estdo em uso em alguns paises (CROFT;
SEIFERT; YARDLEY, 2006). Outros ainda estdo na fase dos testes clinicos, como
miltefosina, paramomicina em nova formulagdo, imiquimod e anti-fungicos azdlicos, como
cetoconazol, fluconazol e itraconazol. Entretanto, € pouco provavel que estes estudos levem
ao desenvolvimento de um Unico farmaco capaz de tratar todas as variantes das

leishmanioses, com suas diferentes espécies causadoras e diferentes graus de resisténcia aos



tratamentos tradicionais (CROFT; SEIFERT; YARDLEY, 2006). A despeito das posologias e
das respostas ao tratamento serem varidveis de acordo com a espécie do parasito, regido
endémica e fatores do hospedeiro, geralmente os mesmos farmacos e posologias continuam
sendo utilizados para tratar as leishmanioses independentemente da espécie causadora
(REITHINGER et al., 2007).

A OMS, frente a necessidade imperiosa de novos farmacos para o tratamento das
doencas parasitarias, vem incentivando o estudo de compostos que possam abrir novas
perspectivas para o desenvolvimento de medicamentos mais eficazes (WHO, 1990),
principalmente pelos varios estudos que vem sendo realizados baseados no conhecimento
tradicional das diversas comunidades brasileiras e o uso de plantas no tratamento de diversas
infeccdes.

Vérias utilizagdes medicinais da espécie Caesalpinia ferrea Mart. sdo encontradas na
regido amazoénica. As folhas desta espécie, na forma de decocto, sdo utilizadas externamente e
no local, contra hemorréides, enquanto que o uso interno desta decoccdo é util contra
amebiase e problemas hepaticos, além de ser usado como fortificante para criangas. O sumo
das folhas é usado internamente para problemas cardiacos. A infusdo conjunta das folhas e
frutos é Gtil para tratar inflamacgdes do figado e tuberculose, enquanto que a decoc¢do da casca
é usada internamente como anti-disentérico (SANGUINETT]I, 1989). Outros usos medicinais
desta espécie sdo referidos por varios autores tais como o0 uso das raizes como febrifugas e
anti-diarreicas; do fruto com propriedades anti-diabéticas; da casca como desobstruente e da
madeira como anti-catarral e contra feridas. No Piaui a espécie também ¢é utilizada contra
feridas e contusdes em Alagoas contra tosse crOnica, asma e como cicatrizante (PIO
CORREA, 1975). Estudos com extratos brutos dos frutos e caules de C. ferrea revelaram a
presenca de atividade antitlcera (BACCHI et al., 1995) e de restricdo ao fluxo coronariano

por possivel acdo sobre a musculatura lisa dos vasos, com alteracdes eletrocardiograficas



secundarias (PINTO, 2000). Ainda foram caracterizadas dessa espéecie as atividades
cardiotonica, antimicrobiano, analgésico e antiinflamatério (CARVALHO et al., 1996),
antihistaminico e antialérgico, anticoagulante e hepatotoxico (DI STASI et al., 2002a). Sendo
assim, extratos metanolicos e hexanicos de C. ferrea foram avaliados quanto a sua atividade
contra formas promastigotas axénicas de L. (V.) guyanensis, tendo sido também detectada a
presenca de flavondides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e compostos fenolicos em
C. ferrea (GONZALEZ et al., 2004).

Dentre os constituintes quimicos descritos na literatura destaca-se a presenca de
polifendis, onde o acido galico e o acido elagico podem ser as possiveis substancias quimicas
responsaveis por parte da atividade biologica dos frutos desta espécie de leguminosa (UEDA
et al., 2001). Segundo UEDA et al. (2001), foram isolados dos frutos secos de C. ferrea, acido
elagico e 2-(2,3,6-trihidroxi-4-carboxifenil) acido elagico. Destacou-se também a
identificacdo, em seu caule, de uma chalcona trimera com anel de ciclobutona, chamada de
Pauferrol A, com excelente atividade inibidora da enzima DNA topoisomerase Il. Os
triterpenos isolados de C. ferrea sdo os mais comuns encontrados em plantas superiores.
Dentre as atividades bioldgicas atribuidas aos triterpenos isolados, pode-se citar a atividade
antiinflamatdria do lupeol, da a- ¢ B-amirina (GEETHA; VARALASHMI, 2001).

Descreve-se e discute-se a seguir os resultados obtidos neste estudo que teve como

alvo avaliar a atividade do juca para o tripanosomatideo L. (V.) guyanensis.



5.1 Rendimentos na Obtencao dos Extratos Brutos de C. ferrea
Da espécie botanica coletada, foram obtidos 0s seguintes pesos frescos e rendimentos
na extracdo dos extratos brutos, conforme descrito na tabela 1.
Tabela 1

Rendimentos dos Extratos Brutos de Caesalpinia ferrea

Espécie Partes Peso Fresco Peso Seco Extrato Rendimento
Botanica Estudadas (9) (9) Bruto (9) (%)
Hex. 8,7 %
Fruto 499,17 200,0 17,36
MeOH 16,0 %
31,970
Hex. 54 %
Semente 65,15 63,14 See
Caesalpinia MeOH 49,5 %
ferrea 31,284
Hex. 6,2 %
Epicarpo 357,91 228,0 14,198
MeOH 5,0 %
11,432

Os extratos metandlicos apresentaram um maior percentual de rendimento em relacéo
aos extratos hexanicos e o material que melhor apresentou um percentual de rendimento da

espécie, foi 0 da semente.

A diferenca que existe entre substancias polares e apolares utilizadas na extracdo das
substancias, esta na forga intermolecular que atua nelas. O hexano, por ser apolar, apresenta
uma fraca atracdo entre suas moléculas, facilitando o movimento dessas apresentando ponto
de fusdo e ebulicdo extremamente baixo. Enquanto que o metanol, por ser polar, apresenta

regides com diferentes densidades eletronicas, nas quais sofrem uma forca de atracdo mais



intensa, dificultando o movimento dessas moléculas e impedindo-as de atingir o estado gasoso
com tanta facilidade (BARBOSA, 2004).

A estrutura histolégica das diversas partes componentes de uma planta é bastante
heterogénea. Existem 6rgdos, como as sementes, cujos tecidos apresentam uma textura rigida,
com reservas alimentares acumuladas no albumen — constituido por substancias nutritivas, € a
parte da semente responsavel pela alimentacdo da planta nas primeiras fases de
desenvolvimento - podendo este ser amilaceo (rico em amido), oleaginoso (rico em lipidio) ou
corneo (quando se apresenta rigido) (DI STASI et al., 1989).

Diferentemente do solvente apolar hexano, o metanol tém o poder de extrair das
sementes mais facilmente heterosideos, em geral, misturas de compostos de alta polaridade e
hidrofilos - que sofrem aglutinacdo a molécula de 4gua (MATQOS, 1988). Ao contrario dos
epicarpos, que apresentam uma estrutura com tecidos compactados e ricos em fibras, é
possivel entender que houve um maior rendimento do extrato metandlico da semente por elas
apresentarem em suas estruturas, além de substancias nutritivas, varias outras que estdo

presentes, como serdo descritas mais adiante na bioprospecgédo quimica.

5.2 Ensaios bioldgicos in vitro dos extratos brutos contra Leishmania (Viannia)
guyanensis - avaliacdo da atividade anti-promastigotas

5.2.1 Curva de Crescimento de L.(V.) guyanensis

Os parasitos cultivados em meio RPMI completo e mantidos a 25 °C, ap6s um inéculo
inicial de 10° promastigotas/mL, apresentaram crescimento parasitario, alcancando a fase

logaritmica com pico maximo as 72 horas (figura 11). Foi observado um consideravel



crescimento no numero de formas promastigotas sendo obtida a massa parasitaria para os

ensaios, 48 horas apos inoculacao inicial no meio de cultivo.
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Figura 11. Curva de crescimento de Leishmania (Viannia) guyanensis em cultivo axénico
meio RPMI 1640 completo no periodo de até 72 horas.

Através da curva de crescimento é possivel determinar a fase exponencial e a fase
estaciondria de crescimento de microorganismos em cada sistema de cultivo. Para Leishmania
spp., a determinacdo desta fase € importante uma vez que autores sugerem uma associacgao
entre a fase de crescimento da cultura e o sucesso na obtencdo e manutencdo de amastigotas
axénicos (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998).

No presente estudo, a fase exponencial tardia e a fase estacionaria foram determinadas
observando-se a curva de crescimento e a morfologia dos promastigotas de L. (V.) guyanensis.
Para L. (V.) guyanensis, a fase exponencial tardia e a fase estacionaria ocorreram,
respectivamente, no 4° e 5° dia de cultivo (dados ndo mostrados). As diferencas que
geralmente sdo observadas nas curvas de crescimento de flagelados do género Leishmania,
sob as mesmas condigdes de cultivo, ressaltam diferencas no tempo de replicagéo celular das
duas espécies. Durante o cultivo in vitro das formas promastigotas de Leishmania, dois tipos
principais ocorrem na cultura: os promastigotas prociclicos e os promastigotas metaciclicos.

Os promastigotas prociclicos sdo formas mais alongadas, ndo infectivas para o hospedeiro



mamifero e que replicam ativamente, sendo predominantes na fase exponencial de
crescimento in vitro. In vivo, prociclicos sdo encontrados no intestino médio do vetor
flebotominio, onde se multiplicam e se diferenciam para as formas infectivas metaciclicas. Os
promastigotas metaciclicos sdo definidos como formas pequenas, delgadas, com flagelo
relativamente longo e que ocorrem em grande nimero em uma populacdo de fase estacionaria
in vitro. In vivo, metaciclicos sdo encontrados no intestino anterior do flebotomineo e séo

infectivos para o hospedeiro mamifero (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998).

5.2.2 Padronizacdo dos Ensaios Biologicos com L. (V.) guyanensis

Neste procedimento, em ensaio piloto, verificou-se que o meio de cultivo RPMI
completo foi adequado a realizacdo dos testes, confirmando-se também que a concentracdo
méaxima permitida do solubilizante dos compostos DMSO (dimetilsulfonida) acrescido no
meio, sem que houvesse interferéncia no crescimento dos parasitos, fosse inferior a 4 %.

5.2.3 Ensaio Biologico com Leishmania (Viannia) guyanensis

Apoés a padronizacdo do ensaio, em duplicata, foram avaliadas em meio de cultivo
RPMI completo a atividade dos extratos brutos metandlicos dos frutos, epicarpos e sementes e
do extrato hexanico das sementes de C. ferrea como também da pentamidina, droga usada
como referéncia em todos os experimentos. Estes foram avaliados em formas promastigotas
axénicas de L. (V.) guyanensis, realizada apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo dos parasitos, 0s
quais foram contados em camara de Neubauer e comparados com DMSO, sem a droga, e
somente com os parasitos. A viabilidade das formas promastigotas testadas, foi avaliada

utilizando-se corante vital azul de tripan, discriminando-se assim as formas vivas das mortas.



5.2.4 Avaliacdo da Atividade do Extrato Metandlico dos Frutos Integros de C. ferrea

A figura 12 exibe a atividade leishmanicida do extrato metanélico dos frutos integros
de C. ferrea o qual apresentou forte atividade na concentracdo de 20 mg/mL, aonde o fruto
demonstrou inibicdo de 24 a 72 horas ao crescimento dos parasitos contra L. (V.) guyanensis.
Visivelmente, apresentou pronunciada atividade anti-Leishmania até a concentracdo de 2,5
mg/mL, mostrando uma resposta satisfatoria contra as formas promastigotas, havendo um

decréscimo na sobrevivéncia dos mesmos.
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Figura 12. Avaliacdo da atividade do extrato metandlico de frutos integros de C. ferrea contra
formas promastigotas de L. (V.) guyanensis — contagem de formas promastigotas viaveis (24,
48 e 72 horas).

O extrato bruto de C. ferrea, de acordo com a literatura tem demonstrado inumeras
atividades bioldgicas, incluindo atividades leishmanicidas, fungicidas, além de
antiinflamatdrias e analgésicas. Segundo CORTEZ (2006), o extrato metandlico dos frutos de
C. ferrea, apresentou atividade leishmanicida contra L.(L.) amazonensis e maior atividade

contra L.(V.) guyanensis. A atividade leishmanicida do extrato bruto dos frutos tem sido



pouco estudada, apesar do potencial biologico desse extrato contra, particularmente, parasitos
causadores da leishmaniose.

Dentre os constituintes quimicos descritos na literatura destaca-se a presenca de
polifendis, onde e acido galico e o &cido elagico podem ser as possiveis substancias quimicas
responsaveis por parte da atividade bioldgica dos frutos desta espécie de leguminosa (UEDA
et al., 2001), porém nao se pode afirmar se estes compostos sdo 0S componentes ativos
principais responsaveis pela atividade leishmanicida. Acredita-se que a atividade
leishmanicida esteja relacionada diretamente com a presenca de diferentes compostos na
mistura de diferentes partes morfoldgicas do fruto (sementes e epicarpos).

De acordo com BOYOM et al. (2003) cada componente presente na mistura complexa
contribui de certa forma para determinada atividade bioldgica e ndo um composto
individualmente, o qual foi observado no estudo de diferentes extratos brutos com atividade

anti-Leishmania.

5.2.5 Avaliacdo da Atividade do Extrato Metanolico dos Epicarpos de C. ferrea

A figura 13 exibe a atividade leishmanicida do extrato metanolico dos epicarpos de C.
ferrea contra L. (V.) guyanensis. Conforme observado na figura, o extrato metanolico dos
epicarpos na concentracdo de 20 mg/mL, demonstrou atividade bioldgica contra as formas
promastigotas do parasito, inibindo o crescimento dos parasitos em 24 horas, havendo um
visivel crescimento no namero de flagelados em 48 horas e em 72 horas, uma nova inibicéo

contra L. (V.) guyanensis.



Mesmo apresentando inconstancia quanto a sua atividade leishmanicida, o extrato
mostrou-se ativo em 24 e 72 horas contra as formas promastigotas da L. (V.) guyanensis,
exibindo pronunciada atividade ativadora do crescimento parasitario em 48 horas. Sabendo-se
disso, em busca de agentes promissores contra a leishmania, observamos que o extrato
metanolico dos epicarpos, por apresentarem inconstancia em sua atividade, ndo mostrou-se

conveniente, tal como, a atividade do extrato metanolico dos frutos integros de C. ferrea.
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Figura 13. Atividade do extrato metandlico dos epicarpos de C. ferrea contra L. (V.)

guyanensis — contagem de formas promastigotas viaveis.



5.2.6 Avaliacdo da Atividade do Extrato Metanolico e Hexanico das Sementes de C.

ferrea

O extrato metandlico e hexanico da semente ndo apresentou inibicdo parasitaria
mostrando-se em todas as concentracOes testadas, ndo efetivas em relacdo a sua acédo

leishmanicida, favorecendo o crescimento das formas promastigotas de L.(V.) guyanensis

(figura 14 e 15).
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Figura 14. Atividade do extrato metandlico das sementes de C. ferrea contra L. (V.)
guyanensis — contagem de formas promastigotas viaveis.

Como foi dito anteriormente, extratos metanolicos sdo normalmente constituidos por
heterosideos em geral, que sdo substancias com alta polaridade e hidréfilos (MATOS, 1988),
enguanto que extratos hexanicos extraem da planta, mais facilmente, misturas de compostos
de baixa polaridade e compostos polares, porém pouco hidréfilos. Tratando-se da extracdo de
sementes, podemos observar que a acao desta mistura de compostos, apresentou atividade nas
diferentes concentragdes testadas por possivelmente apresentarem em suas estruturas, além de
substancias nutritivas ideais para 0 crescimento parasitario, Vvarias outras presentes,
verificando-se a sua ndo atividade inibitdria contra os flagelados.

Entre os principais componentes do meio de cultura RPMI, utilizado para o cultivo das

formas promastigotas testadas, estdo as fontes de carbono e energia como 0s agucares, as



fontes de nitrogénio, fosforo e sais minerais (ALEXANDER et al., 1989). O extrato
metanolico e hexanico da semente demonstrou conter substancias vidveis para o crescimento
parasitario, podendo estes extratos serem até utilizados como possiveis fontes de nutricdo em

meio de cultivo para L.(V.) guyanensis.
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Figura 15. Atividade do extrato hexanico das sementes de C. ferrea contra L. (V.) guyanensis
— contagem de formas promastigotas viaveis.

Comparando-se os extratos hexanico e metandélico das sementes, observamos a visivel
diferenca de atividade entre um e outro. Sabendo-se que extratos hexanicos apresentam
substancias apolares em sua constituicdo, nota-se que os parasitos apresentam afinidade no
contato com essas substancias, estimulando o crescimento dos mesmos em meio de cultivo,
enquanto que substancias polares constituem os extratos metandélicos das sementes, mostrando

o efeito inibitério no contato dos parasitos com o extrato (figura 16).
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Figura 16. Atividade do extrato metandlico e hexanico de sementes de C. ferrea contra

Leishmania (Viannia) guyanensis numa concentragdo de 20mg/mL.



Comparando os extratos metandlicos testados na concentracdo de 20 mg/mL de C.
ferrea, 0 que melhor apresentou atividade leishmanicida decrescente no fator sobrevivéncia
em 24, 48 e 72 horas, foi 0 extrato metanolico do fruto integro (Figura 17)

Observando os dados do extrato metanolico do epicarpo, notou-se uma 6tima atividade
somente nas primeiras 24 horas, mostrando-se efetiva contra L.(V.) guyanensis e mantendo-se
inconstante em 48 e 72 horas de ac¢do. Assim sendo, sua a¢do durante o tempo de analise ndo
foi efetiva tanto quanto o extrato metanolico do fruto.

O extrato metanolico da semente, mostrou-se com atividade ativadora em relacdo ao
crescimento no numero de formas promastigotas de L.(V.) guyanensis, por apresentar

possivelmente substancias nutritivas consideradas fontes de energia para o crescimento do

parasito.
~
- 400 -
> 350 -
o 300 -
-
X 250 1 .
" 200 -
0
- 150 - m48
o 100 - 72
A I
o 0 A g
=
' fruto epicarpo semente sem extrato
° (com DMSO)

Figura 17. Atividade do extrato metandlico de diferentes partes de C. ferrea contra L.(V.)
guyanensis numa concentracdo de 20mg/mL.

Atualmente diversos estudos relacionados a quimioterapia anti-leishmania tem sido
realizados, porém ndo se definiu um composto com alta atividade e baixa toxicidade. A
dificuldade do estabelecimento de novos agentes quimioterdpicos vem direcionando a
pesquisa para a identificacdo e caracterizacdo bioguimica e molecular de alvos especificos e
unicos ao parasito (CROFT, 1999). Nos ultimos anos diversas pesquisas vém tendo como

enfoque principal e estudo de substancias quimicas e farmacos com acdo bioldgica ja



conhecida e/ou utilizados para outras doencas, como € o caso da pentamidina, uma diamidina
aromatica usada inicialmente no final da década de 50 para o tratamento de pneumonia
causada pelo Pneumocystis carinni (BASSELIN et al., 1996). Atualmente a atividade
leishmanicida de extratos de plantas tém sido bastante estudadas, na busca de medicamentos
gue sejam menos toxicos e prejudiciais a satde dos pacientes.

A DL50 obtida neste ensaio para o extrato metanolico do fruto foi de 20 mg/mL/24 h.
Da mesma forma verifica-se um elevado percentual de inibi¢cdo do crescimento das formas
promastigotas na concentracdo de 20 mg/mL/24 h e 72 h do extrato metandlico de epicarpo
guando comparado com as outras concentracdes (Figura 18 e 19). No entanto, concentracdes
mais baixas ja foram encontradas utilizando-se outras plantas, como o observado por Costa
(2004) que encontrou uma DL50 <10,0 pg/mL nos extratos de Annona foetida com atividade
leishmanicida.
Considerando os extratos que apresentaram resultados mais promissores nas condi¢Oes
analisadas, temos: extrato metandlico do fruto integro, apresentando DLso/ 24h = 53,3 e
extrato metanolico do epicarpo, apresentando DLso/24 h = 50,1 para L.(V.) guyanensis, como

demonstrados nas figuras abaixo.
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Figura 18. Calculo da DLsg de extrato metandlico obtido do fruto de Caesalpinia ferrea para

Leishmania (Viannia) guyanensis.
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Figura 19. Calculo da DLsy de extrato metandlico obtido do epicarpo de Caesalpinia ferrea

para L.(V.) guyanensis.

Quando comparado os resultados da tendéncia de sensibilidade a acdo dos extratos
metanolicos dos frutos, epicarpos e sementes e extratos hexanicos de sementes obtidos de C.
ferrea, verificamos uma maior sensibilidade ao extrato metandlico de frutos do que para os
epicarpos e sementes para a espécie L. (V.) guyanensis. Cortez em 2006, obteve uma DLsp em
um ensaio com extrato metandlico de frutos de C. ferrea, na concentracdo de 10 mg/mL/24 h

e verificou um percentual de inibicdo do crescimento no nimero de formas promastigotas

(figura 20).
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Figura 20. Tendéncia de sensibilidade (tS=PSc./PSe.) as 24, 48 e 72 horas aos extratos obtidos

de frutos, epicarpos e sementes de Caesalpinia ferrea para Leishmania (Viannia) guyanensis.

Com a anélise desses resultados, apesar de preliminares para uma comprovagdo do
potencial leishmanicida da espécie em estudo, apresentam-se animadores e criam perspectivas
para investigacOes futuras relacionadas a estrutura e atividade dos componentes de cada
extrato testado. Para a confirmacdo do seu interesse, ensaios de atividades na forma
amastigota bem como avaliacdo de suas toxicidades em macrofagos sdo necessarios. Além
disso, ensaios in vivo, através de diferentes rotas permitem confirmar o interesse bioldgico

destas combinacdes contra as leishmanioses.



5.3 Avaliacao do Perfil Cromatografico
Os extratos hexanicos e metandlicos foram inicialmente submetidos a analise por
CCDC. Os melhores sistemas de solventes foram: misturas de Hexano/Acetato de Etila (7:3),

Diclometano/Metanol (3:7) e Diclorometano/Metanol (1:1).

5.3.1 Andlise dos Extratos Hexanicos

Abaixo estdo apresentados os perfis cromatograficos dos extratos brutos hexanicos das
sementes, frutos e epicarpos, respectivamente, de C. ferrea eluidos com Hexano e Acetato de
Etila (7:3). As amostras foram analisadas por CCDC e reveladas com luz Visivel, luz UV-254
nm, Luz UV-365 nm e borrifadas com o reveladore cromatografico Anisaldeido e Sulfato

Sérico.

Luz Visivel Luz UV-254 nm Luz UV-365 nm
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Figura 21. Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) de extratos hexanicos
de sementes (S), frutos (F) e epicarpos (E) eluidos com Hexano: Acetato de Etila (7:3).

Muitos compostos naturais tém sido investigados e muitos deles tem demostrado
significante atividade anti-leishmania. Estes compostos pertencem a diferentes classes de
substancias tais como: alcaldides, terpenos, quinonas, lactonas, cumarinas, acetogeninas de
anonaceas, chalconas, tetralonas, lignanas e saponinas (AKENDENGUE et al., 1999). A
espécie C. ferrea apresentou triterpenos, &cido fendlico e flavonodides C-glicosilados:
isorientina, orientina e vitexina. Isolou-se da mesma espécie também galato de metila que €
um precursor biossintético de metabdlitos secundérios naturais: cumarinas, lignanas e
neolignanas (DEWICK, 1998).

Anélises dos cromatogramas no UV (254 nm e 365 nm) apresentaram manchas
vermelhas sugerindo a presenca de clorofilas ou flavonoides, amarelas e marrons, que podem
sugerir a presenca de flavondides e xantonas, vermelhas (taninos ou terpendides) e outras
manchas de cor azul claro (triterpenos e/ou saponinas). Quando houve a revelacdo dos

cromatogramas com solucdo de anisaldeido, reveladores de terpenos e esteréides em geral,



estes apresentaram manchas amarelas e arroxeadas, o que sugere a presenca de flavonoides ou
xantonas, saponinas e/ou triterpenos como constituintes majoritarios (WAGNER; BLADT;

ZGAINSKI, 1984).

5.3.2 Andlise dos Extratos Metandlicos
Uma andlise preliminar de C. ferrea Mart. utilizando rea¢cdes quimicas, foi realizada
pelo professor Luiz Claudio Di Stasi e apresentou o seguinte perfil fitoquimico: esterdides,
flavonas, flavondis, flavanonas, flavonondis, saponinas, taninos e xantonas (MATOS, 1997).
Os extratos metandlicos de frutos integros, epicarpos e sementes foi inicialmente
submetido a analise por CCDC. Os melhores sistemas de solventes foram: misturas de

Diclorometano/Metanol (3:7) (Figura 22).
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Figura 22. Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) de extratos metandlicos
de epicarpos (E), frutos (F) e Sementes (S) eluidos com Diclorometano e Metanol (3:7).

Os extratos metanolicos de frutos integros (F), epicarpos (E) e sementes (S) foram
inicialmente submetidos a analise por CCDC. Os melhores sistemas de solventes foram:
misturas de Diclorometano/Metanol (1:1) (Figura 23).

Analise do cromatograma na luz visivel, os extratos apresentaram coloracéo
amarelada, enquanto que no UV (254 nm e 365 nm) apresentaram manchas violeta mudando
gradualmente para azul escura, sugerindo a presenca de cumarinas. Quando se revelou o
cromatograma com o revelador cromatografico FeCls, apresentou mudanca de coloracdo de

azul escuro para azul claro, demonstrando apresentar taninos nos extratos (Figura 23).
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Figura 23. Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) de extratos metanolicos

eluidos com Diclorometano e Metanol (1:1)



5.4 Andlise de Espectros Provenientes de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Nas figuras a seguir, demonstram-se 0s deslocamentos quimicos encontrados nos
extratos hexanicos de frutos, epicarpos e sementes de C. ferrea, demonstrando os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos compostos organicos analisados.

5.4.1 Andlise de Espectros de Extratos Hexanicos

O espectro do extrato hexanico dos frutos integros de C. ferrea em RMN de *H a 60
MHz em CDClIj; evidenciou a presenca de alguns sinais no deslocamento de hidrogénios na
analise, como aromaéticos e heteroaromaticos, alquenos, alifaticos o-monossubstituidos,
alquinos, alifaticos B-substituidos e alifaticos aliciclicos. Evidenciou-se um sinal mais forte

nos alifaticos B-substituidos.
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Figura 24. Espectro de RMN "H a 60 MHz em CDCIl; do extrato hexanico do fruto de
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O espectro do extrato hexanicos das sementes de C. ferrea em RMN de *H a 60 MHz
em CDClIj; evidenciou a presenca de alguns sinais no deslocamento de hidrogénios na analise,
como aromaticos e heteroaromaticos, alquenos, Alifaticos a-dissubstituidos e a-
monossubstituidos, alquinos, alifaticos p-substituidos e alifaticos aliciclicos. Evidenciou-se

um sinal mais forte nos alquenos, alifaticos -substituidos e alifaticos aliciclicos.
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Figura 25. Espectro de RMN "H a 60 MHz em CDClI; do extrato hexanico da semente de

Caesalpinia ferrea.

O espectro do extrato hexanicos dos epicarpos de C. ferrea em RMN de *H a 60 MHz
em CDCl; evidenciou a presenca de alguns sinais no deslocamento de hidrogénios na analise,

como aromaticos e heteroaromaticos, alquenos, alifaticos a-dissubstituidos e a-



monossubstituidos, alquinos, alifaticos [B-substituidos e alifaticos aliciclicos. Evidenciou-se

um sinal mais forte nos alifaticos B-substituidos.
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Figura 26. Espectro de RMN "H a 60 MHz em CDClI; do extrato hexanico de epicarpo de

Caesalpinia ferrea.

5.4.2 Andlise de Espectros de Extratos Metandlicos

O espectro do extrato metandlico dos frutos integros de C. ferrea em RMN de *H a 60
MHz em CDClI; evidenciou a presenca de alguns sinais no deslocamento de hidrogénios na
analise, como aromaticos e heteroaromaticos, alquenos, alifaticos a-dissubstituidos e a-
monossubstituidos, alquinos e alifaticos p-substituidos. Evidenciou-se um sinal mais forte

nos alquinos e alifaticos a-monossubstituidos.
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Figura 27. Espectro de RMN "H a 60 MHz em CDCI; do extrato metandlico de fruto de

Caesalpinia ferrea.

O espectro do extrato metanélico das sementes de C. ferrea em RMN de *H a 60 MHz
em CDClI; evidenciou a presenca de alguns sinais no deslocamento de hidrogénios na analise,
como aromaticos e heteroaromaticos, alquenos, alifaticos a-dissubstituidos, alquinos,
alifaticos  B-substituidos e alifaticos aliciclicos. Evidenciou-se um sinal mais forte nos

alifaticos a-dissubstituidos e a-monossubstituidos,
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Figura 28. Espectro de RMN "H a 60 MHz em CDCl; do extrato metanélico de semente de

Caesalpinia ferrea.

O espectro do extrato metandlico dos epicarpos de C. ferrea em RMN de *Ha 60 MHz
em CDClI; evidenciou a presenca de alguns sinais no deslocamento de hidrogénios na analise,
como aromaticos e heteroaromaticos, alquenos, alifaticos a-dissubstituidos e a-

monossubstituidos, alquinos e alifaticos B-substituidos. Evidenciou-se um sinal mais forte

nos alquenos e alifaticos a-monossubstituidos.
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Figura 29. Espectro de RMN "H a 60 MHz em CDClI3 do extrato metanolico de epicarpo de

Caesalpinia ferrea.

5.5 Prospeccdo Fitoquimica

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados da prospeccdo fitoquimica dos extratos

analisados de acordo com os ensaios descritos por MATTOS (1997).



Tabela 2

Prospeccdo Fitoquimica dos Extratos Brutos de Caesalpinia ferrea

Classes de Substancias Extratos Extratos Brutos Extratos Brutos
Brutos Frutos Epicarpos Sementes
integro
MeOH  Hex MeOH Hex MeOH Hex
Triterpenos - + - + - +
Terpenoides + + +
Flavonoides + - + - + -

Leucoantocianidinas, - - - - - -
catequinas e flavononas

Favonois, flavononas, - + - + - +
flavanonois e xantonas

Taninos - + - + } +
Atividade Anti-oxidante + - + - + .
Saponinas - + - + ) +

Convencao: (-) ausente, (+) presente.

Observou-se que os frutos, epicarpos sementes apresentaram praticamente a mesma
classe de subst6ancias nos diferentes extratos, mesmo porgue o extrato dos frutos € composto
pela juncdo de epicarpos e sementes.

O desenvolvimento de um novo farmaco € um processo complexo e moroso que
requer além de uma sofisticada infra-estrutura e equipes multidisciplinares, um consideravel
aporte de recursos financeiros. O farmaco a ser colocado no mercado tem que ter propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas desejaveis (meia vida de pelo menos 12 horas,
capacidade de penetrar o citoplasma celular e atingir a molécula alvo) e ndo causar
efeitoscolaterais (TROUILLER et al., 2001; URBINA; DOCAMPO, 2003). A importancia de
se trabalhar com compostos sintetizados reside na possibilidade de alteracdes dirigidas na
estrutura quimica, incluindo ou substituindo radicais a molécula para torna-la mais ativa e
direcionada para alvos especificos e desta forma aumentar sua atividade especifica e

minimizar seus efeitos colaterais.

Analisando quimicamente o extrato metandlico de frutos e epicarpos, 0s quais

demonstraram atividade leishmanicida, verificou-se a presenca de substancias como a



clorofila, flavonoides, xantonas, taninos, triterpenos e saponinas como constituintes
majoritarios, além de apresentar atividade antioxidante. Os resultados obtidos neste estudo
mostram que as pesquisas com C. ferrea continuam sendo alvo de interesse para 0
desenvolvimento de um novo farmaco no tratamento das leishmanioses sugerindo que o
extrato metanolico de frutos e epicarpo de C. ferrea pode ser considerado como uma
importante alternativa no tratamento das leishmanioses, propondo a realizacdo de testes
farmacologicos e toxicoldgicos in vivo desses extratos, realizando outros fracionamentos a

fim de se confirmar alguma substéancia de melhor atividade leishmanicida.



6. CONCLUSAO

No presente estudo:

6.1 Nas condicdes de cultivo padronizadas, foi possivel obter promastigotas axénicos de
Leishmania (Viannia) guyanensis que apresentaram inibicdo/reducdo ou estimulacdo do
crescimento in vitro quando em presenca de certas concentracdes e tipos de extratos
metanolicos e hexanicos de frutos, epicarpos e sementes de C. ferrea. Sendo assim, a
atividade leishmanicida dos extratos metanolicos de frutos e epicarpos da espécie, foi
evidenciada para L. (V.) guyanensis. No entanto, fracBes semi purificadas desses extratos
devem ser avaliadas mais minuciosamente, principalmente as polares, com o objetivo de
verificar sua potencial aplicacao;

6.2 Confirmou-se a existéncia da atividade leishmanicida em dois dos quatro extratos
testados. Os extratos metanolicos de frutos e epicarpos da espécie C. ferrea apresentaram
resultados promissores quanto a atividade inibitéria da proliferacdo intracelular na
concentracdo de 20 mg/mL/24h. Estes apresentam como constituintes principais terpenos,
triterpenos, clorofila e compostos fenolicos, possivelmente flavondides demonstrando
atividade antioxidante. Entretanto, ainda se faz necessario a realizacdo de analise de fracGes
desses extratos para a verificacdo de substancia (s) responsavel (veis) pela atividade inibitoria;
6.3 Nas condicGes experimentais utilizadas nos ensaios, verificou-se maior atividade
leishmanicida para L.(V.) guyanensis (DLsy 20 mg/mL/24h) nas atividade dos extratos
metandlicos de frutos e epicarpos do que nas sementes, ocasionada pela acdo in vitro de C.
férrea;

6.4 O extrato hexanico na maior concentracdo testada, obtido das sementes desta planta nas
condi¢Bes experimentais utilizadas n&o apresentou atividade inibitoria contra formas

promastigotas da L. (V.) guyanensis. Entretanto, o resultado obtido do ensaio biologico,



demonstrou que o extrato das sementes foi estimulatério para as formas promastigotas do
parasito;

6.5 Através das analises comparativas envolvendo resultados obtidos por Ressonancia
Magnética Nuclear de *H combinado com ensaios biolégicos biomonitorados foi possivel
elucidar alguns deslocamentos quimicos encontrados nos extratos como aromaticos e
heteroaromaticos, alquenos, alifaticos oa-monossubstituidos e a-dissubstituidos, alquinos,
alifaticos B-substituidos e alifaticos aliciclicos;

6.6 Os compostos mais promissores para futuros estudos in vivo sdo 0s compostos fenolicos e
terpendides presentes nos extratos metandlicos de frutos e epicarpos da espécie Caesalpinia
ferrea Mart.;

Devemos salientar que este trabalho representa uma importante contribuicdo para o
estudo do conhecimento dessa espécie presente Amazonia, a medida que apresenta os dados
farmacoldgicos, complementado pelo estudo fitoquimico. Esses dados sdo de grande
importancia a populacdo, ndo s6 sob o ponto de vista de valorizacdo do conhecimento
tradicional da populacéo local, mas também sob o aspecto econdmico e ecoldgico, aonde estas
confirmacgdes de atividade leishmanicida abre questdes apontando para a necessidade de

novas investigac@es quimiotaxondmicas da familia.
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