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RESUMO

Devido a importancia do bioma cerrado, inclusive para a manuten¢do de outros
biomas interligados, nas ultimas décadas pesquisadores das mais variadas dreas vém
propondo alternativas de uso das espécies do cerrado como forma de preservar a fauna e flora
local. Uma das formas para auxiliar na preservacdo dessas espécies esta o estudo sobre
constituintes fitoquimicos e propriedades medicinais de plantas desse bioma usadas na
medicina tradicional. O objetivo desse estudo é a confirmacdo do potencial terapéutico bem
como da toxicidade dessas plantas usadas na medicina tradicional local, bem como estudar o
potencial medicinal de plantas ainda ndo investigadas. A espécie Dipteryx alata Vogel (baru)
€ uma das espécies nativas do cerrado que apresenta grande potencial nutricional e
farmacoldgico a ser investigado, pois segundo a medicina tradicional ela € utilizada no
combate a bronquite, diarreia, disenteria, dor, dor de garganta, gripe, picada de cobra, tosse e
como cicatrizante, entretanto, apenas a atividade contra picada de cobra foi cientificamente
comprovada.

Desta forma, na tentativa de aliar o valor nutricional da polpa dos frutos do baru a um
possivel efeito terapéutico, foram realizados estudos sobre os fitoconstituintes presentes nesta
parte da planta, a fim de guiar estudos sobre as possiveis propriedades biolégicas valorizando
o fruto como um alimento nutracéutico, em dreas de ocorréncia da planta que apresentam
elevados indices de doencgas negligenciadas.

Os resultados dos estudos fitoquimicos mostraram a presenca de alcaloides, taninos,
flavonoides, glicosideos cardiotdnicos € saponinas em considerdveis concentracdes e
antraquinonas em baixa concentragdo. A presenga desses fitoconstituintes forneceu suporte
para a realizacdo de ensaios para a determinacdo do potencial antiparasitario. A atividade
antimicrobiana também foi avaliada devido ao uso medicinal da planta para infec¢des do trato
urindrio. Além disso, a citotoxicidade da polpa dos frutos foi também avaliada sobre células
LLC- MK a fim de dar suporte quanto ao uso seguro do fruto.

Os ensaios antimicrobianos foram realizados utilizando as cepas bacterianas Proteus
sp., E.coli, Enterobacter sp. e Staphylococcus sp., removidas de amostras de urinas
contaminadas, entretanto ndo houve atividade antibacteriana da polpa do baru sobre as cepas
avaliadas.

A atividade antiparasitaria foi avaliada a partir de ensaios para determinacdo da
atividade tripanocida, leishmanicida e esquistossomicida do extrato bruto. Dentre essas

atividades antiparasitdrias avaliadas o extrato apresentou resultados moderados somente para



a avaliacdo esquistossomicida sendo inativo para as outras duas. O extrato bruto apresentou
atividade esquistossomicida sobre o S. mansoni com 87% de mortalidade sobre
esquistossomulos e 100% sobre os vermes adultos. O extrato bruto foi entdo particionado com
outros solventes e novamente submetido ao ensaio esquistossomicida usando vermes adultos,
entretanto nenhuma das fragdes apresentou atividade. Desta forma, esses resultados
mostraram que a atividade esquistossomicida apresentada pelo extrato bruto é provavelmente
devido ao sinergismo entre os fitoconstituintes presentes na polpa do fruto. Esses ensaios in
vitro, apesar de serem preliminares, fornecem suporte para a realizacio de estudos in vivo a
fim de comprovar o potencial esquistossomicida da polpa.

O extrato da polpa apresentou excelente atividade antioxidante compardvel ao da
vitamina C com ICsy = 0,082ug/mL. Esta atividade antioxidante provavelmente esta
relacionada ao alto teor de compostos fenodlicos apresentado pela polpa 568 mg/EAG por
100g de polpa timida.

Em conclusdo, o estudo mostrou que a polpa dos frutos do baru € rica em
fitoconstituintes, com potencial esquistossomicida, in vitro, ndo apresenta citotoxicidade
considerdvel, possui uma alta concentracdo de compostos fendlicos e excelente atividade
antioxidante. Esses resultados podem contribuir para o maior conhecimento da fruta e suas

propriedades elevando o consumo e com isso ajudando na preservacao da espécie.

Palavras chaves — Cerrado. Dipteryx alata Vogel. Fitoconstituintes. Doengas negligenciadas.

Atividade antioxidante. Conteddo fendlico. Atividade esquistossomicida e antimicrobiana.



ABSTRACT

Due to the importance of the cerrado biome, including the maintenance of other
interconnected biomes in recent decade’s researchers from different fields have proposed
alternative use of the cerrado species as a way to preserve the local fauna and flora. One way
to help the preservation of species is the study of the medicinal properties of plants of this
biome used in traditional medicine. The objective of these studies is to confirm the therapeutic
potential and the toxicity of these plants used in traditional local medicine as well as studying
the medicinal potential of plants yet to be investigated. The specie Dipteryx alata Vogel (baru)
is a native species of the cerrado with great nutritional and pharmacological potential to be
investigated, because according to traditional medicine it is used to combat bronchitis,
diarrhea, dysentery, pain, sore throat, flu, snakebite, cough and as cicatrizant, however, only
the activity against snakebite has been scientifically proven.

Therefore, trying to combine the nutritional value of baru fruits pulp to the potential
therapeutic effect, studies on the determination of phytochemicals present were performed to
guide studies on possible biological properties valuing the fruit as a nutraceutical food in
areas of occurrence of the plant that show high negligible diseases indices.

The results of the phytochemical studies showed the presence of alkaloids, tannins,
flavonoids, saponins and cardiotonic glycosides in considerable amounts and anthraquinones
at low concentration. The presence of these phytochemicals has given support for conducting
tests to determine the antiparasitic potential. Antimicrobial activity was also evaluated due to
the medicinal use of the plant for the urinary tract infections. In addition, the cytotoxicity of
the pulp was also evaluated on LLC- MK, cells to support the safe use of the fruit.

Antimicrobial assays were performed using the bacterial strains Proteus sp., E. coli,
Enterobacter sp. and Staphylococcus sp. obtained from contaminated urine samples, however
the baru pulp showed no antibacterial active on these strains at the concentrations evaluated.

The antiparasitic activity of the crude extract was evaluated using tests for
trypanocidal, antileishmanial and schistosomicidal activity. Among these antiparasitic
activities evaluated the extract showed moderated results only for schistosomicidal evaluation
being inactive for the other two. The crude extract showed schistosomicidal activity on S.
mansoni with 87% mortality against schistosomules and 100% against the adult worms.

The crude extract was then partitioned with other solvents and again subjected to the
schistosomicidal test using adult worms, however none of the fractions showed activity.
Therefore, these results showed that the schistosomicidal activity presented by crude extract is

probably due to the synergism between the phytochemicals present in the pulp of the fruit.



These in vitro assays although preliminary, provide support for conducting in vivo studies in
order to confirm the schistosomicidal potential of the pulp.

The pulp extract displayed excellent antioxidant activity comparable to vitamin C with
ICsp = 0.082 mg / mL. This antioxidant activity is probably related to the high amount of
phenolic compounds presented by the pulp of 568 mg / GAE per 100 g of wet pulp.

In conclusion, the study showed that the baru fruit pulp is rich in phytochemicals with
schistosomicidal potential in vitro, no present significant toxicity, has a high concentration of
phenolic compounds and excellent antioxidant activity. These results may contribute to a
better understanding of the fruit and its properties contributing to the increase in consumption

and thus help in the preservation of the species.

Keywords — Savannah. Dipteryx alata Vogel. Phytochemicals. negligible diseases.

Antioxidant activity. Phenolic content. Antimicrobial and schistosomicidal activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Bioma Cerrado

As plantas vém sendo utilizadas pela humanidade hd milhares de anos em busca de
alivio para suas dores e cura de doencas através da ingestao direta (folhas, casca, raiz e frutos)
ou pelo preparo de chés e unguentos (PETROVSKA, 2012). Muitas das plantas utilizadas
para essas finalidades foram descobertas observando o comportamento dos animais que
consumiam determinadas plantas que ndo faziam parte da sua dieta apenas em algumas
ocasides geralmente relacionadas a situacao de enfermidade (HUFFMAN, 2003).

A partir dessas observagdes e também da sua propria investigacdo e experimentacao o
homem passou a buscar nas plantas a cura para seus males. Entretanto, ndo sdo todas as
plantas que apresentam propriedades bioldgicas e, dentre as que possuem, muitas sdo toxicas
e devem ser utilizadas com cautela (GEORGE, 2011). Tanto as propriedades bioldgicas das
plantas quanto sua toxicidade estdo ligadas, diretamente a presenca de metabdlitos
secundérios. Metabdlitos secunddrios ou metabdlitos especiais sa0 compostos organicos
(fitoquimicos), que ndo estdo diretamente envolvidos nos processos de crescimento,
desenvolvimento e reproducao da planta, mas sim desempenham importante papel secundario
na planta atuando contra microrganismos, parasitas, outras plantas (aleloquimica) e choques
mecanicos, portanto, atuando diretamente nos mecanismos de defesa da planta (BOURGAUD
et al., 2001). Com base nesse papel de protecdo que esses metabodlitos secunddrios
desempenham nas plantas € possivel que também possam apresentar efeitos benéficos (ou
ndo) em outros organismos. O entendimento desses efeitos benéficos ou ndo desses
componentes fitoquimicos em outros organismos diferentes de plantas pode abrir caminho
para o desenvolvimento de farmacos e fitoterdpicos para uso humano e também animal
(SALIM et al., 2008).

Neste sentido o cerrado brasileiro € uma fonte promissora de plantas, muito usadas na
medicina tradicional e na etnobotanica. Dentre as 12 mil espécies de plantas vasculares
existentes no cerrado, ainda hd espécies sem qualquer estudo relacionado a esse propdsito
(MENDONCA et al., 2008).

O cerrado € o segundo maior bioma brasileiro (primeiro bioma, Amazo6nia), que se
estende por 1/4 do territério nacional, contendo pouco mais de 200 milhdes de hectares
(WHO, 2002; 2006) e abrigando um rico patriménio de recursos naturais renovaveis
adaptados as duras condigdes climaticas, edéaficas e hidricas que determinam sua prépria

existéncia (MMA, 2014). Desse total, 155 milhdes de hectares estao no Planalto central e 38,8
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milhdes de hectares no Nordeste, dos quais a maior parte (30,3 milhdes) na regido Meio-Norte
na qual 43,3% da superficie do Maranhdo sdo compostas de cerrado e 64,7% da area total do
estado do Piaui. Existem ainda dreas de cerrado em Rondo6nia, Roraima, Amapa e Pard. O
Estado de Sao Paulo, devido a localizacdo entre a regido tropical e subtropical, e por suas
formas de relevo, possui biodiversidade considerada como uma das mais elevadas do pais
sendo importante ressaltar que floresta estacional e cerrado foram os tipos de vegetacdo mais
devastados nesse estado, ambos atualmente exibindo menos de 10% de sua cobertura original
e relativamente pouco representados em unidades de conservagdo, ndo representadas no mapa

(DURIGAN et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1- Area de abrangéncia do Cerrado brasileiro
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Fonte: Novaes, (National Geographic Brasil, 2008).

Devido a sua localizacdo, o cerrado, compartilha espécimes com a maioria dos biomas
brasileiros (floresta amazodnica, caatinga e floresta atlantica), por isso possui uma
biodiversidade compardvel a da floresta amazonica. Foram registradas mais de 12 mil
espécies de plantas no cerrado onde muitas t€ém ocorréncias restritas a esse bioma (4.400

espécies) (MENDONCA et al., 2008). Além dos aspectos ambientais, o cerrado tem grande
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importancia social. Populagdes que moram em areas de cerrado sobrevivem de seus recursos
naturais, incluindo etnias indigenas, geraizeiros, ribeirinhos, babagueiras, vazanteiros e
comunidades quilombolas que, juntas, fazem parte do patrimdénio histérico e cultural
brasileiro, e detém um conhecimento tradicional de sua biodiversidade (MMA 2014).

Mais de 220 espécies de plantas t€ém uso na medicina tradicional e mais 416 podem ser
usadas na recuperagdo de solos degradados, como barreiras contra o vento e protecdo contra a
erosdo ou para criar habitat de predadores naturais de pragas. Mais de 10 tipos de frutos
comestiveis sdo regularmente consumidos pela populacdo local e vendidos nos centros
urbanos, como os frutos do Pequi (Caryocar brasiliense), Buriti (Mauritia flexuosa),
Mangaba (Hancornia speciosa), Cagaita (Eugenia dysenterica), Bacupari (Salacia
crassifolia), Cajuzinho do cerrado (Anacardium humile), Araticum (Annona crassifolia) e as
sementes do baru (Dipteryx alata Vogel) (MMA, 2014).

Nas ultimas décadas pesquisadores e ambientalistas vém tentando manter a integridade
do bioma cerrado através do estudo de plantas e animais mostrando a importancia dessas
espécies ndo sé para esse bioma, mas para a preservacdo de outros biomas relacionados. A
grande maioria das plantas do cerrado que apresentam uso medicinal ndo t€m comprovagdao
cientifica do seu uso e nem mesmo da sua toxicidade. Muitas plantas apesar de possuirem
propriedades medicinais podem apresentar grande toxicidade, fato que muitas vezes ¢é
ignorado pela populacdo ao considerar as plantas livres de toxicidade por serem de origem
natural (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Desta forma, existe a necessidade de estudar o
potencial terapéutico dessas plantas usadas na medicina tradicional bem como explorar outras
espécies ainda sem uso medicinal.

A importancia do estudo dessas espécies pode resultar no conhecimento de novas fontes
de principios ativos bem como substincias que fornecem modelos para o planejamento de
novos farmacos ou desenvolvimento de fitoterdpicos, fortalecendo ainda mais a importancias
da conservacdo desse bioma que entre suas espécies vegetais pode conter a cura para males
ainda sem tratamento eficiente como as doengas tidas como negligenciadas e a cura para o

cancer.

1.2 Baru (Dipteryx alata Vogel)
O cerrado é uma das mais promissoras fontes de plantas com propriedades bioldgicas,
entretanto, muitas espécies deste bioma ainda nao foram exploradas quanto a esse potencial.

Dentre essas espécies se encontra a Dipteryx alata Vogel popularmente conhecida como baru
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(Figura 2), cumbaru, cumaru, castanha de burro, viagra do cerrado, coco barata ou coco feijao

dependendo da regido do cerrado onde ela ocorre.

Figura 2 - Foto digital da espécie adulta de Dipteryx alata Vogel (baru) municipio
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Esta planta é nativa do cerrado brasileiro e de faixas de transi¢do da Mata Atlantica
para o cerrado sendo bastante comum nos estados de Goids, Minas Gerais, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo (RIBEIRO et al., 2006). Classificada como leguminosa
arborea pertencente a familia Leguminosae e subfamilia  Faboideae, ¢ uma arvore
hermafrodita densa e arredondada que pode chegar até 25 metros de altura, com tronco de até
70 centimetros de didmetro e copa medindo de 6 a 11 metros de didmetro. Possui folhas
compostas por 6 a 12 foliolos, alternos ou subpostos, de coloragdo verde intensa, apresenta
inflorescéncia na panicula terminal e nas axilas das folhas superiores, com cerca de 200 a
1000 flores. Suas flores sdo pequenas de coloracdo alva e esverdeada, possui fruto tipo
legume, com 5 a 7 cm de comprimento por 3 a 5 cm de diametro, de cor marrom-claro com a
améndoa e polpa comestivel. Possui uma tunica semente de cor marrom-claro a marrom-
escuro brilhante com forma elipsoide com cerca de 2 a 2,5 cm de comprimento (Figuras 3 e 4)

(SANO et al., 2004).
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Figura 3- Frutos da espécie Dipteryx alata Vogel (baru) ainda verdes

Fonte: Takemoto et al., (2001).

Figura 4 — Frutos maduros e améndoa exposta de Dipteryx alata Vogel (baru)

Fonte: Takemoto et al., (2001).



22

A primeira frutificacdo acontece quando a planta atinge em média seis anos, entretanto,
este periodo € influenciado pelas condi¢des de solo e clima, a safra acontece de agosto a
novembro, mas pode variar na intensidade de producdo dos frutos de ano para ano (safra boa a
cada dois anos). Dos frutos, que pesam em média 25 g, € possivel aproveitar a polpa (39%),
endocarpo (65%) e semente (5% améndoa) como mostra a tabela 1.

O sabor da polpa dos frutos ¢ um misto de amendoim com chocolate, sendo bastante
agradavel. Entretanto o uso da polpa ainda € pouco explorado, apesar de em algumas regides
ser utilizada como farinha no preparo de paes e bolos, em outras regides somente a améndoa é
utilizada, sendo a polpa utilizada para alimentacdo animal ou simplesmente descartada

(Tabela 1).

Tabela 1- Usos do fruto do baru

Améndoa e Usos Polpa e Usos
subprodutos subprodutos
Crua Alimentagdo animal In natura Alimentag@o humana e animal
Alimenta¢do humana Medicinal/farmacéutico

Medicinal/farmacéutico

Agricola (producao
mudas)
Pasta/manteiga  Alimentacdo humana Desidratada Alimentag@o humana e animal
Torrada, Alimenta¢do humana Farinha Alimentagdo humana e animal
farinha e leite. Medicinal/farmacéutico
Oleo Medicinal/farmacéutico Alcool/Cachaga Consumo humano
» Medicinal/farmacéutico
Cosmético
) Cosmético
Industrial
Industrial
Torta Alimenta¢do humana Residuos Agricola (adubo organico)

Medicinal/farmacéutico

Cosmético e industrial

Fonte: Adaptada de (ALMEIDA et al., 1987).
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Segundo Filgueiras e Silva (1975), Vallilo et al. (1990) e Takemoto et al. (2001), os
frutos do baru sdo fonte de carboidratos, proteinas, lipidios e minerais. A polpa apresenta
valor caldrico de aproximadamente 300 Kcal/100g, principalmente devido a seu alto contetido
em carboidratos (63%) com predomindncia de amido, fibras insoluveis e agucares. A polpa é
rica em, potdssio, ferro e cobre. A semente (améndoa) € rica em célcio, fésforo e manganés e
tem maior valor energético do que a polpa, de 480 a 560 Kcal/100g, devido ao seu alto
conteddo em lipidios (40,2%), também apresenta proteinas (26%), fibras soluveis e uma

pequena quantidade de acucares (7%) (Tabela 2).

Tabela 2- Composicao centesimal aproximada (base seca) da polpa e sementes do baru

Componentes Polpa Semente
Proteinas 5,59 29.6
Lipidios neutros 3,40 40,2
Cinzas 2,99 2,83
Fibras totais 29,5 19,0
Solavel 1,3 4.9
Insoluvel 28,2 14,1
Acicares totais 20,4 7,3
Amido 38,0 0,99

Fonte: (TOGASHI; SGARBIERI, 1994).

Das améndoas do baru € possivel extrair um 6leo que possui alto grau de instauracao
(RIBEIRO et al., 1987; 1998; 2006) com propriedades medicinais e sudoriferas, utilizado
como antirreumdtico, aromatizante de fumo e regulador da menstruacao (SILVA et al., 2001;
BARROS, 2011). Esse 6leo rico é em acidos graxos insaturados (80%), sendo o componente
principal o 4cido oleico (6mega 9) (44,53%) seguido do linoleico (6mega 6) (31,7%),
palmitico (7,16%), estearico (5,33%) e outros, além da vitamina E (13,62 mg/100 g)
(TOGASHI 1994 citado por ALMEIDA et al., 1998; VERA, et al., 2009). O 6leo do baru
também age como um 6timo hidratante para a pele e atenua a presenca de estrias. E excelente
6leo de massagem, pois € fino e de rapida absorcdo pela derme. Protege a pele dos raios
solares e regenera a pele deformada por queimaduras devido a presenga de vitamina E (a-
tocoferol, o valor encontrado 5,00 mg/100 g) e 4cidos graxos. Amacia e proporciona um toque

aveludado a pele por mais tempo melhorando a sua elasticidade (ANDRADE, 2003).
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Além do valor energético as améndoas apresentam um alto teor de macro e
microconstituintes K (811), P (317), Mg (143), Mn (9,14), Fe (5,35), Zn (1,04) e Cu (1,08),
valores em mg/ 100g (VALLILO et al., 1990 citado por ALMEIDA et al., 1998; VERA, et
al., 2009).

O baru € utilizado na medicina tradicional no combate a bronquite, diarreia, disenteria,
dor, dor de garganta, gripe, picada de cobra, tosse e como cicatrizante (BIESKI et al., 2012).
Entretanto, ndo hé relatos na literatura que comprovem a grande maioria desses usos
medicinais (SANO, 2004).

Com base no teor de ferro da améndoa a ingestdo de 200g/dia atenderia as necessidades
didrias de ferro tanto de criangcas como adultos do sexo masculino. Além disso, o teor proteico
da améndoa € superior ao encontrado para leguminosas comuns como ervilha, feijio comum,
feijao de corda, grao de bico, castanha do Para e castanha de caju (TOGASHI; SGARBIERI,
1994). A améndoa ¢ utilizada para vdrias finalidades, e dentre a que possui maior destaque
estd o consumo da castanha torrada que, em época de safra, gera renda extra a familias que
possuem a planta em seus quintais ou que fazem a coleta de drvores nativas no cerrado, pois
ndo existem plantagdes comerciais da arvore (SANO et al., 2004).

A améndoa torrada do baru substitui com equivaléncia a castanha de caju, servindo
como ingrediente em receitas de pé-de-moleque, rapadura e pagoquinha. O fruto todo serve
tanto para a para a alimentagdo humana quanto animal e o residuo de seu beneficiamento
ainda podem ser utilizados como adubo orgéanico, ou seja, todas as partes do fruto podem ser
utilizadas, proporcionando beneficios a quem utiliza o baru como fonte de renda, além do
consumo pelo seu valor nutricional (ALMEIDA et al., 1987).

Na polpa foram detectados altos valores de taninos, entretanto esses valores decrescem
com o amadurecimento do fruto, nas sementes niao foram encontrados taninos, mas foram
encontradas grandes quantidades de substancias anti-nutricionais como fatores de inibicdo de
tripsina, mas que perdem sua atividade quando a semente € torrada. Tanto a semente quanto a
polpa apresentam significante conteido em aminoédcidos com destaque para as quantidades de
prolina e 4cido aspdrtico na polpa e acido glutimico na semente (Tabela 3) (TOGASHI;
SGARBIERI, 1994).

Apesar de seu valor nutricional e paladar agraddvel, outra caracteristica da planta que
chama a atencdo € o potencial econdmico devido a qualidade da sua madeira de origem
superior, resistente a chuva, sol e pragas sendo, portanto, muito procurada por madeireiros
(TORRES et al., 2003). A qualidade dessa madeira € o principal fator que leva o baru a estar,

em algumas regides, na lista de espécies em extingdo devido ao extrativismo predatério. Tem
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alta densidade, € compacta, com alta durabilidade, elevada resisténcia ao apodrecimento,
sendo propria para construcdo civil e naval. Entretanto, a recente utilizagdo do baru para
reflorestamento de dareas devastadas e de pastagens, bem como em assentamentos tem
contribuido para diminuir esse quadro além de possibilitar o aumento de renda de familias das

areas reflorestadas (LORENZI, 2002; 2006).

Tabela 3- Composicao em aminodcidos (g / 16GN*) da polpa e da semente do baru

Aminodcidos Polpa Semente
Crua Torrada

Valina 3,25 4,49 4,53
Isoleucina 2,46 3,00 2,79
Leucina 4,38 7,15 7,04
Treonina 2,35 3,04 2,95
Cisteina 0,00 0,00 0,00
Metionina 0,41 0,74 0,84
Tirosina 0,87 2,34 2,10
Fenilalanina 2,37 4,20 4,20
Histidina 1,47 2,10 1,95
Lisina 4,84 5,65 4,17
Triptofano 0,53 1,26 0,92
Acido Aspartico 10,06 7,47 7,56
Serina 2,67 3,03 291
Acido glutamico 8,11 19,18 19,30
Prolina 17,91 4,17 4,20
Glicina 2,98 3,79 3,80
Alanina 3,84 3,64 3,67
Arginina 3,50 7,26 6,99

*Valores médios de andlises em triplicata.

Fonte: (TOGASHI; SGARBIERI, 1994).

O reflorestamento usando baru aliado a um aumento do conhecimento sobre o valor
nutricional de seus frutos pode contribuir para que essa espécie seja preservada, entretanto um

impacto ainda maior seria aliar o uso nutricional ao potencial medicinal desses frutos. No
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entanto, sdo poucos os estudos sobre propriedades bioldgicas dos frutos do baru na sua
maioria relacionados ao uso da casca, 6leo e folhas (RIBEIRO et al., 1987; 1998; 2006).

Dentre os poucos estudos cientificos sobre as propriedades biologicas do Baru se
encontra o estudo sobre a atividade inibidora in vitro do bloqueio neuromuscular induzido
pelo veneno da serpente Bothrops jararacucu (jararaca). A neutralizacdo dos efeitos do
veneno dessa serpente foi atribuida as substancias fenodlicas e triterpendides do tipo lupano,
presentes na fracdo diclorometandica do extrato hidroalcodlico da casca desta espécie
(NAZATO et al., 2010; PUEBLA et al., 2010). A seguranca do uso da casca do Baru foi
posteriormente estudada através da administracdo de 0,5 mg/kg em ratas gravidas cujos fetos
ndo apresentaram nenhum problema relativo a efeitos mutagénicos (ESTEVES -PEDRO et
al., 2012).

Apesar destes trabalhos sobre propriedades bioldgicas da casca do baru (4rvore), ndo ha
dados na literatura recente sobre o uso medicinal da polpa dos frutos. O uso da casca pode
também ser prejudicial a espécie, pois, a retirada incorreta da casca pode afetar a planta de tal
forma que ela pode morrer. Dessa forma, € preciso valorizar a espécie Dipteryx alata Vogel,
investigando possiveis usos medicinais principalmente aliando seu potencial nutricional a um
possivel efeito terapéutico, incentivando o consumo da fruta in natura (ou apds
processamento) como um alimento nutracéutico, principalmente, em regides mais carentes e
com alto indice de doencas negligenciadas que estdo diretamente ligadas as péssimas
condi¢des de saneamento bdsico e infraestrutura, atendimento médico e acesso restrito a

medicacdo quimica.
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1.3 Fitoconstituintes

Fitoconstituintes sdo substancias organicas envolvidas no metabolismo secundério das
plantas (metabdlitos secunddrios ou metabolitos especiais) que sdo produzidos em resposta a
agentes externos como fungos, parasitas, insetos, plantas (atividade aleloquimica), fatores
ambientais e de solo (nutrientes). A acdo desses fatores faz com que exemplares da mesma
planta crescendo em locais diferentes produzam metabolitos diferentes ou em menores
quantidades o que afeta diretamente as propriedades bioldgicas apresentadas por uma em
relacdo a outra. Dentre os principais metabolitos secundérios produzidos pelas plantas estdo
os taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas, antraquinonas além das substancias terpénicas

(Figura 5).

Figura 5 - Esqueleto estrutural base dos principais metabdlitos secundarios (fitoconstituintes)

produzidos pelas plantas aos quais estdo correlacionadas propriedades bioldgicas
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Desta forma, € possivel guiar ensaios para avaliacdo biolégica de uma determinada
planta com base na natureza e quantidade de seus fitoconstituintes. Por exemplo, a atividade
anti-inflamatdria e analgésica de muitas plantas estd relacionada a presenga de substincias
fendlicas como flavonoides e polifendis (KUMAR; PANDEY, 2013). A analgesia central
(atividade analgésica sob o sistema nervoso central) apresentada por algumas plantas
geralmente estd associada a presenca de alcaloides (WILLIAMS, 2012; FAROUK et al.,
2008); e a atividade antimicrobiana a presenca de substancias fendlicas (KIM et al., 2003);
(TOGASHI et al., 2010; NITIEMA et al., 2012) e terpénicas. Plantas contendo grandes
quantidades de taninos (classe de polifendis) geralmente apresentam atividade anti-helmintica
e antimicrobiana, assim como a atividade antioxidante, apresentadas pelas plantas, geralmente

estd relacionada a presenca de compostos fenélicos como flavonoides e polifendis (Tabela 4).
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Tabela 4 - Principais propriedades bioldgicas de fitoconstituintes isolados de plantas

Fitoconstituinte Propriedade bioldgica Referéncia

Antioxidante, antibacteriana, (KIM et al., 2003); (TOGASHI

hepatoprotetora, analgésica, )
Flavonoides anti-inflamatéria,  antifingica etal., 2010); (NITIEMA etal,
anticancer. 2012), (KUMAR; PANDEY,
2013).
Taninos Antimicrobiana, antitumoral e (OKUDA; ITO, 2011);

anti-helmintica. (SULAIMAN, et al., 2011);

(KATIKI et al., 2013);
(SALUNKHE, 1990);
(DESHPANDE et al., 1986).

Saponinas Citotoxicidade sobre células (THAKUR et al., 2011).
tumorais
Alcaloides Anestésica, anti-inflamatoéria (SOUTO et al., 2011);

(WILLIAMS, 2012); (FAROUK
et al., 2008); (CHEN et al.,
2012); (FOSSATI et al., 2014);
(DEWIK, 2002).

Antraquinonas Antifiingica (BARROS et al., 2009);
(PRIMO, 2010).

Glicosideos Anticancer, Cardioativos (KEPP et al., 2012); (PRASSAS,
cardiotdnicos 2008); (BARREIRO, 2002).

Fonte: Elaborado pelo autor.

1.4 Citotoxicidade

Apesar das vdrias atividades bioldgicas atribuidas aos indmeros fitoconstituintes
presentes nas plantas, a eles também sdo atribuidos muitos dos efeitos téxicos relacionados ao
uso de plantas na medicina tradicional (MICHAELRAJ; SHARMA, 2006 citado por

OOTANI et al., 2011). Entretanto, o efeito téxico das plantas geralmente se deve a quantidade
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da planta administrada. Desde muito tempo antes de Cristo o homem utilizava plantas como
forma de combater seus males acreditando apenas nos seus efeitos terapéuticos sem acreditar
que a mesma planta poderia lhe causar algum efeito téxico (CUNHA et al. 2003). Na idade
média o famoso médico suico Paracelsus (viveu entre os anos de 1493 e 1541) argumentou
que “Todas as substancias sdo venenos, ndo hd uma que ndo seja. A dose correta é que
diferencia um veneno de um remédio”.

Apesar dessa famosa frase de Paracelsus muitos vegetais usados na medicina popular,
continuam sendo usados de forma irracional ou negligente podendo desencadear efeitos
téxicos mais pronunciados do que os efeitos terapéuticos.

Desta forma, como as plantas sdo bastante acessiveis para o uso como medicamento,
surgiu a necessidade de se estabelecer metodologias a fim de dosar a quantidade de um
determinado material vegetal a ser utilizando para que o mesmo apresente o efeito terapéutico
esperado, mas sem efeitos toxicos. Com esse intuito foram desenvolvidos procedimentos e
protocolos visando quantificar dosagens adequadas ndao s6 do material vegetal como de
compostos isolados ou sintéticos a serem administrados a um organismo de acordo com a
patogenia apresentada.

A descoberta deve ser baseada no propdsito de proporcionar o efeito terapéutico com
minimos efeitos colaterais e a determinagdo da toxicidade é um parametro indispensavel, para
que uma nova droga seja lancada no mercado (FRANCISCO, 2010). Entretanto, existem no
mercado substancias contra o cancer altamente toxicas ao paciente, porém neste caso a
toxicidade da droga é menor do que a agressividade e devastacido que a doenga pode causar na
auséncia de tratamento (TORRES et al., 2005; SOUZA et al., 2000).

Estudos de citotoxicidade, genoticidade, mutagenicidade, dose letal sdo alguns dos
mais comuns entre varios outros procedimentos relacionados ao estabelecimento da barreira
que separa remédios de venenos (ROGERO et al., 2003; PITOZZI et al., 2006; MUGHAL et
al, 2010)

A determinagdo da citotoxicidade em diferentes culturas de linhagens de células
passou a ser uma das ferramentas mais rdpidas e baratas a fim de determinar a seguranca ou
toxicidade de um possivel farmaco ou fitoterdpico, pois envolve células e ndo organismos
vivos como cobaias. A citotoxicidade é determinada através da medida da viabilidade celular
de células expostas ao agente em estudo (COSTA; NASCIMENTO, 2003). O resultado dessa
avaliacdo € expresso em termos de 1Csy que € tido como a concentragdo capaz de inviabilizar

50% das células. Substincias ou extratos com valores de 1Csy menores que 100 pg/mL sdo
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considerados citotdxicos e nestes a dose a ser administrada deverdo ser estudadas para que o

uso da planta possa ser seguro.

1.5 Doencas negligenciadas

O termo doencas negligenciadas ou doengas de populacdes negligenciadas € utilizado
para se referir a um conjunto de doencas causadas por agentes infecciosos e parasitarios
(virus, bactérias, protozodrios e helmintos) que sao endémicas em populacdes de baixa renda.
Em 2013 a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) lista em seu portal 17 doencas
negligenciadas, que afetam cerca de 1 bilhdo de pessoas em todo mundo, sendo elas a
Dengue, Raiva, Tracoma, Ulcera de Buruli, Sifilis, Hansenfase, doenca de
Chagas(Tripanossomiase Americana), Tripanossomiase Humana Africana, Cisticercose,
Leishmaniose, Dracunculiase ( dracunculose), Equinococose cistica, Filariose Linfatica,
Oncocercose, Esquistossomose, Helmintiases transmitidas pelo solo eTrematodiases (infec¢ao
causadas por trematddeos).

Nao obstante algumas dessas doengas ndo apresentarem altas taxas de mortalidade,
apresentam uma elevada taxa de morbidade promovendo doencas graves, debilitando milhdes
de pessoas ao redor do mundo e tornando o HIV e a tuberculose mais letais. Essas doencgas
também sdo chamadas de negligenciadas devido ao pouco interesse das industrias
farmacéuticas em desenvolver medicamentos mais eficazes por se tratar de doengas que

afetam populagdes carentes.

1.5.1 Doenca de Chagas

Descrita em 1909 por Carlos Chagas, ex-pesquisador e ex-diretor do Instituto Oswaldo
Cruz (que deu origem a atual FIOCRUZ), a doenca de Chagas também € conhecida como
tripanossomiase ou tripanossomiase americana (terminologia adotada pela Nomenclatura
Internacional de Doencas, a NID). Diz-se tripanossomiase qualquer enfermidade causada por
protozodrios do género Tripanosoma, que parasitam o sangue e os tecidos de pessoas e
animais (FIOCRUZ, 2013).

Na década de 70, a drea endémica no Brasil com risco de transmissdo da doenca de
Chagas pela presenca de vetores infectados incluia 18 estados e mais de 2,2 mil municipios,
nos quais se comprovou a presencga de triatomineos e destes 711 com presenca do Triatoma
infestans (inseto transmissor do Tripanossoma cruzi, agente etiologico da doenca), principal

vetor estritamente domiciliar no Brasil (FIOCRUZ, 2013).
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Acdes sistematizadas de controle quimico foram instituidas a partir de 1975 mantidas
em cardter regular, e desde entdo levaram a uma expressiva reducio da presenca de Triatoma
infestans e, simultaneamente, da sua transmissdo as pessoas. Em reconhecimento, o Brasil
recebeu em 2006 a certificacdo internacional de interrup¢do da transmissdo da doenga pelo
Triatoma infestans, concedida pela Organizacdo Panamericana da Sadde e Organizacio
Mundial da Sadde. Atualmente, o perfil epidemioldgico da doenga mudou apresentando um
novo cendrio com a ocorréncia de casos e surtos de maior propor¢do na Amazonia Legal por
transmissao vetorial e oral pelo consumo de alimento contaminado com Tripanosoma (formas
tripomastigotas) (FIOCRUZ, 2013).

O parasita tem o barbeiro (Triatoma infestans) como hospedeiro invertebrado, e o
homem como hospedeiro vertebrado, dependendo do seu estigio de desenvolvimento,
poderdo causar varios sintomas (Figura 6) no homem. A doenga de Chagas apresenta as
formas aguda e cronica, sendo a forma aguda geralmente assintomdtica com sintomas leves
como febre, vermelhidao, mal estar, inflamacdo e dor nos ganglios. Na fase cronica a pessoa
contaminada pode permanecer com quadro assintomético, num periodo que pode avariar de 5
a 30 anos. No entanto, neste periodo o parasita se reproduz lentamente, mas continuamente,
causando danos sérios ao bago, intestino, sistema nervoso, coragio, € causa também pequenos
danos no pulmao devido a reacdo de inflamagdo. O figado, apesar de ser danificado, como
tem capacidade de autorregenerardo os problemas provenientes da doenca sdo raros.

Os resultados desses danos comecam a ser aparentes apds uma ou duas décadas de
progressdao, com aparecimento gradual de deméncia (3% dos casos iniciais), cardiomiopatia
(em 30% dos casos), ou dilatacio do trato digestivo (6% dos casos iniciais), devido a
destrui¢do da inervacdo e das células musculares destes 6rgaos, responsdvel pelo seu ténus
muscular. Quando o cérebro comeca a apresentar granulomas a doenca neste estigio é
frequentemente fatal, mesmo com tratamento, geralmente devido a cardiomiopatia
(insuficiéncia cardiaca). Estima-se que existam aproximadamente 12 milhdes de portadores
da doenca cronica nas Américas, cerca de 2 a 3 milhdes no Brasil (FIOCRUZ, 2013). No
entanto o tratamento pode aumentar a esperanca e qualidade de vida de pessoas contaminadas
com este parasita (FIOCRUZ, 2013). O tratamento da doenca € feito pelo uso dos
medicamentos Benzonidazol e Nifurtimox, ambos com graves efeitos colaterais (CASTRO;

DIAS, 1998; VIOTTI et al, 2009).
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Figura 6 - Ciclo de vida do Tripanossoma cruzi no inseto e no homem
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Fonte : Adaptado de Center for Diseases Control and Prevention (CDC), (2014).

1.5.2 Leishmaniose

A leishmaniose € outra doenca negligenciada com cerca de 12 milhdes de pessoas
infectadas no mundo, causada por protozodrios flagelados, decorrentes de diversas (20
espécies) espécies de Leishmania (L. donovani, L. infantum, L. chagasi, L. major, L.
aethiopica, L. tropica, L. mexicana, L. amazonensis, L. brasiliensis, L. peruviana entre
outras), € transmitida pela picada de um inseto, o mosquito flebotomineo fémea (género
Lutzomyia como hospedeiros invertebrados na América e Plebotomus no velho mundo) que
pica o animal contaminado (cdes e animais mamiferos silvestres, que sdo seus hospedeiros
vertebrados) com o parasita (Leishmania). Desta forma o mosquito se infecta e ao picar o
homem transmite a forma promastigota do parasita a este (Figura 7). O parasita entra na
corrente sanguinea e vai para 6rgdos como o baco, figado e a medula éssea atacando as
células. A Leishmaniose apresenta quatro formas clinicas diferentes, a leishmaniose cutanea,
cutanea difusa, mucocutanea e a visceral que afeta érgdos como figado, baco, linfonodos e
intestinos. A leishmaniose visceral (LV) € a manifestacio clinica mais grave e dificil de ser
diagnosticada, e se ndo tratada precocemente pode causar o 6bito em até 90% dos casos

(WHO, 2013). No homem a doencga leva de dois a quatro meses para apresentar 0S primeiros
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sintomas, tem cura, mas o tratamento € longo e doloroso, entretanto, para os animais
infectados ndo ha cura (eutanasia).

O tratamento para leishmaniose € limitado, sdo toxicos e podem apresentar inimeros
efeitos adversos. Os tratamentos consistem em 10-20mg/kg de Antimoniato de N-metil
glucamina por 20 dias para Leishmaniose cutanea, 20mg/kg de Antimoniato de N-metil
glucamina para Leishmaniose difusa por 20 dias e 20 mg/kg de Antimoniato de N-metil
glucamina para Leishmaniose mucocutanea por 30 dias. O Desoxicolato de Anfotericina B
para infeccdo inicial de Leishmaniose tegumentar Americana seria Img/kg/dia ou dias
alternados até a dose médxima de 50mg. Para Leishmaniose visceral administra-se
Anfotericina B lipossomal 3mg/kg/dia durante 7 dias ou 4mg/kg/dia durante 5 dias por
infusdo venosa, e para a Leishmaniose tegumentar americana 1mg/kg/dia com dose maxima

de 50mg (PELISSARI et al., 2011).

Figura 7 - Ciclo de vida do Leishmania sp., no hospedeiro invertebrado e humano
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Fonte: Adaptado de Center for Diseases Control and Prevention (CDC), (2014).

Na década de 90 a Regido Nordeste era responsavel por cerca de 90% dos casos de LV
no Brasil, entretanto atualmente atinge locais onde no passado nunca haviam sido notificados

casos da doenca como as regides sul e sudeste. O estado de Sao Paulo € um dos estados onde
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focos da doenca se manifestaram recentemente nas cidades de Bauru, Aracgatuba e cidades da
regido de Sao José do Rio Preto. Estados das regides centro-oeste também apresentam focos

da doenga (animais domésticos contaminados) (MATSUMOTO, et al., 2013).

1.5.3 Esquistossomose

Apesar da Doenca de Chagas e da Leishmaniose serem doencas negligenciadas de
grande risco e alto poder de contaminac¢do a esquistossomose € considerada pela Organizacao
Mundial da Saide (OMS) a segunda doenca parasitidria mais devastadora no mundo com
cerca de 200 milhdes de pessoas contaminadas, atrds apenas da malaria (RAGHAV AN, 2003;
FERREIRA, et al., 1998). No Brasil mais de 63 mil pessoas foram infectadas no ano de 2011,
segundo dados do Ministério da Saude, sendo que a area endémica da esquistossomose
abrange 19 estados, com cerca de 30 milhdes de habitantes expostos ao risco de contrair a
doenca e aproximadamente 2 milhdes de pessoas infectadas. Essa doenga ocorre de forma
endémica no estado do Maranh@o a Minas Gerais, com certa penetracdo no estado do Espirito

Santo como representado no mapa da figura 8.

Figura 8 - Areas endémicas da Esquistossomose mansdnica no Brasil
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Fonte: Adaptado de (AMARAL, et al., 2006).
Além disso, focos isolados nos estados do Para, Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parand, Santa Catarina, Goids, Distrito Federal e Rio Grande do Sul ja foram relatados

(FERRARI et al., 2003). Popularmente conhecida como barriga d’agua, ¢ uma doenga



36

associada a falta de saneamento bdsico, permitindo as populacdes residentes em zonas
endémicas o contato direto com dguas contaminadas por caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata, hospedeiro intermedidrio desta verminose. Portanto, no ciclo biolégico da
esquistossomose 0 homem contamina os caramujos Biomphalaria glabrata ao eliminar suas
fezes contendo os ovos do Schistosoma mansoni verme achatado do grupo dos trematddeos,
que contaminam individuos via cercarias, eliminadas pelos caramujos infectados, quando em

contato com as dguas contaminadas durante o uso didrio ou lazer (Figura 9).

Figura 9 - Ciclo do Schistosoma mansoni no homem e no caramujo (Biomphalaria glabrata)
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Fonte: Adaptado de (FREITAS, et al., 2010).

Existem seis espécies de Schistosoma que podem causar a esquistossomose no homem,
entretanto somente a espécie S. mansoni € encontrada no continente americano com maior
incidéncia no Brasil nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste (FREITAS et al., 2010;
LUTZ, 1919).

A fase de penetracdo da cercaria na pele é frequentemente assintomaética, exceto em
individuos ja infectados anteriormente quando ocorre o surgimento de eritema (rubor),

dermatite (inflamagao derme) e prurido (coceira), pele avermelhada ou pdpulas na pele no
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local penetrado que podem durar alguns dias. Na fase inicial ou aguda caracterizado pela
disseminacdo das larvas pelo sangue e principalmente o inicio da postura dos ovos, sintomas
mais graves como mal estar, dores de cabeca, fraqueza, dor abdominal, diarreia sanguinolenta,
falta de ar, tosse com sangue, aumento de ganglios linféaticos, dores nas articulacdes e
aumento no tamanho do bacgo e figado causados pelo aumento da resposta imunoldgica pelo
organismo (sindrome de Katayama), configuram o inicio da enfermidade (MAHMOUD,

2008).

Figura 10 - Individuo com sintomas Cronicos de Esquistossomose, apresentando

hepatomegalia (aumento Figado) e esplenomegalia (aumento do Baco).

Fonte: Jorge, (2010).

Os sintomas cronicos sdo quase todos devidos a producdo de ovos imunogénicos; estes
sdo destrutivos por si mesmos com o seus espinhos e enzimas, mas € a inflamagdo com que o
sistema imunitério lhes reage que causa os maiores danos. As formas adultas ndo sao atacadas
porque usam moléculas “self’ do proprio héspede para se camuflar. Os sintomas desta fase
cronica podem ser as hepatopatias/enteropatias com hepatomegalia, esplenomegalia, ascite
(acdmulo de fluidos na cavidade peritoneal) e diarreia sanguinolenta (Figura 10). As formas
mais graves consistem em hepatomegalia e hipertensdo portal, que s@o as principais causas de
morte por esquistossomose no Brasil. Outras formas de esquistossomose graves sao as formas
ectopicas cujas mais importantes sdo neuroldgicas que pode ser medular, conhecida como
mielopatia esquistossomdtica ou esquistossomose medular, ou cerebral, quando atingem o
cérebro, existem também casos de esquistossomose ectdpica na pele, pulmao, tuba uterina e

outras visceras (KATZ; ALMEIDA, 2003).
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A contaminacio se dd devido as péssimas condi¢des de saneamento bdsico, portanto,
uma das formas de profilaxia consiste em melhorar essas condi¢Oes, combatendo o
desenvolvimento dos caramujos que sdo hospedeiros intermediarios da doenca e alertar a
populacdo sobre os mecanismos de transmissdo da doenca. Quando a doenca é confirmada o
tratamento € feito com antiparasitarios como Praziquantel e Oxamniquina (Figura 11) que
apesar de matar o parasita ndo impedem uma nova contaminacio por nova exposi¢ao as
cercdrias do S. mansoni. A Oxamniquina ndo € mais usada no Brasil para tratamento de

esquistossomose mansonica (PRATA et al., 1976; 1980).

Figura 11 - Esqueleto quimico do farmaco Praziquantel (A) e esqueleto quimico do

farmaco Oxamniquina (B)

0]
N
N
H HO
% -
N O O\hl+ N N%/CHS
o H
CH4
(A) (B)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O Praziquantel apresenta efeitos colaterais de fracos aos moderados em cerca de 40% dos
pacientes em uso. Entretanto, pessoas seriamente debilitadas quando tratadas com
Praziquantel apresentam sérios efeitos colaterais (FREZZA et al., 2007; GARCIA et al.,
2011). O Praziquantel é o medicamento mais utilizado no tratamento da esquistossomose,
entretanto, o aparecimento de cepas de Schistosoma mansoni resistentes a esse medicamento
traz a necessidade da pesquisa e do desenvolvimento de novas substiancias com potencial
terapéutico para o tratamento da doenga. Formas jovens do parasita sio menos susceptiveis ao
Praziquantel (UTZINGER et al., 2003; GARCIA et al., 2011). Neste sentido, existem na

literatura cientifica inimeros trabalhos sobre a promissora atividade esquistossomicida de
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alguns extratos de plantas e produtos naturais isolados dessas contra o S. mansoni
(CANTANHEDE et al., 2010; YOUSIF et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012; VERAS et al.,
2012, 2013; MAGALHAES et al., 2012).

As pesquisas com plantas medicinais envolvem a investigacdes sobre o uso na medicina
tradicional e popular (etnobotanica), investigacdo farmacoldgica de extratos (farmacologia),
isolamento, purificacdo e caracterizagdo de principios ativos (fitoquimica), transformagdes
quimicas de principios ativos (sintese organica); estudo da relacdo estrutura/atividade e dos
mecanismos de acdo e dosagem (quimica medicinal e farmacoldgica), ensaios clinicos
avancados (testes em animais € humanos) e finalmente a obtencdo de novos farmacos
quimicos (processo que geralmente dura de 10 a 12 anos). Para a obten¢@o de um fitoterapico
o processo € mais rdapido, pois ndo existe a necessidade de isolamento de principios ativos ou
alteracdo quimica nesses, entretanto, ensaios para determina¢do da toxicidade e dosagens bem
como testes clinicos também sdo de extrema importancia (ALVES, 2013).

Apesar de promissor o uso das plantas como fonte de moléculas bioativas para o
tratamento da esquistossomose nao desperta o interesse da industria farmac€utica por se tratar
de doencas de cunho social com medicamentos de baixo custo sem a obten¢do de grandes
lucros como preza esse setor. Portanto o uso de plantas na forma de xaropes, chds ou como
alimento nutracéutico, poderia ser uma das formas mais acessiveis para que essa populacdo
possa ter acesso para o tratamento de muitas doencas e entre elas a esquistossomose.

Dessa forma, a busca por fitoterdpicos ou alimentos nutracéuticos que possam ter efeito
contra o S. mansoni, Leishmania, e Doenca de Chagas passa a ter um apelo ainda maior, pois
envolve menor custo do que o isolamento de moléculas para o desenvolvimento de novos
farmacos e incentiva o consumo de alimentos mais sauddveis, o que também melhora a
condic¢do do portador da doenga (FUNARI; FERRO, 2005; VILLAS BOAS et al., 2007).

Neste sentido, o baru € uma planta que possui frutos de alto valor nutricional ocorrendo
em areas de cerrado dos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Sao Paulo e
Minas Gerais, sendo estas, dreas acometidas por grande incidéncia de doencgas negligenciadas.
Portanto, visando contribuir para a preservacdo dessa espécie, através do aumento do
consumo do fruto, foi avaliado o potencial antiparasitdrio do extrato da polpa do fruto contra
Tripanossoma cruzi, Leishmania amazonensis € Shistosoma mansoni, a fim de avaliar o valor

nutricional a um possivel efeito terapéutico no controle dessas doengas.
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1.6 Atividade antioxidante

Espécies de oxigénio reativo (EROS) sdo gerados a partir de inimeros processos redox
e sdo conhecidos por serem os principais radicais livres no corpo humano. Recentes estudos
tém demonstrado a participacdo desses radicais em mecanismos que causam a inflamacdo e
dor (devido a apoptose), e que os altos niveis de EROS no organismo também podem induzir
o surgimento da dor aguda (FIDANBOYLU et al., 2011; YOWTAK et al., 2011, KUMAR,
2011).

Substancias antioxidantes t€ém a capacidade de sequestrar estes radicais livres e, assim,
prevenir o dano oxidativo intracelular que resulta em dor (VALKO et al., 2007). Outros
estudos demonstram que substancias com propriedades antioxidantes também apresentam
atividade antitumoral (destroem células cancerigenas por inducio de apoptose) (NOLDIN, et
al., 2003), atuam sobre o sistema cardiovascular e t€m sido, portanto, amplamente utilizadas
tanto na prevencao quanto no tratamento de diversas doengas (TSAU et al., 2005 citado por
SOARES et al., 2008).

As substancias antioxidantes podem atuar de vdrias formas sobre os radicais livres,
sendo, a forma mais comum, pela doacdo de &4tomos de hidrogénio, ou de elétrons
transformando espécies instdveis em substincias mais estaveis (SIES, 1997; HALLIWELL,
2009), prevenindo que esses radicais venham a causar danos nos compostos lipidicos que
compdem a membrana celular (ALVAREZ-PARRILLA et al, 2007 citado por SILVA, 2011),
impedindo processos oxidativos, tal processo ligado diretamente no aparecimento de tumores
e envelhecimento celular (CHANDRA, et al., 2000; NACZK; SHAHIDI, 2004 citado por
NOVAES et al. 2013).

Dentre os fitoquimicos presentes nas plantas, a atividade antioxidante € geralmente
atribuida as substancias fendlicas (HALLIWELL, 2001). Essa classe se divide em duas
categorias, as dos fendis e polifendis, determinada pelo nimero de unidades de fenol
presentes na molécula. Em relacdo as substancias fendlicas, os flavonoides, estes sao os mais
estudados e os mais encontrados nas plantas com propriedades antioxidantes (JAMISON,
2003; DALL’ANTONIA; ARCHELA, 2013). Mais de cinco mil flavonoides de ocorréncia
natural j& foram descritos e classificados a partir de suas estruturas quimicas, com relagdo ao
grau de oxidacdo nos anéis aromaticos (Figura 12). Subdividem-se em grupos como
chalconas, flavanonas, flavonas, flavononois, isoflavonas, flavan-3-ois, flavondis e

antocianidinas (SILVA; JORGE, 2011).
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Figura 12 - Esqueletos quimicos dos principais grupos de flavonoides. (A) chalcomas,
(B) flavanonas, (C) flavonas, (D) flavononois, (E) isoflavonas, (F) flavan-3-ois e (G)

flavonois e (H) antocianidinas

0
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OH
(o]
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(G) (H)

Fonte: Elaborado pelo autor.



42

Na planta a sintese dessa classe de fitoconstituinte estd diretamente ligada a resposta
bioldgica perante fatores externos que venham causar danos ao tecido vegetal, estes danos
podem ser provocados por lesdes teciduais por choques mecanicos, invasido de fungos e/ou
agentes bacterianos, insetos e radiacdo UV (NAVICKIENE, et al., 2006).

Compostos fendlicos podem atuar como inibidores em vdrios processos de
desenvolvimento da planta em nivel celular, influéncia no metabolismo de lipidios e no
mecanismo bioquimico da respiracao, inibindo o transporte de glicose e a sintese de celulose
(CASTRO et al., 2004 citado por FANTI, 2008).

No que se refere a floragdo, existem evidéncias experimentais da participacao direta dos
compostos fendlicos nesse processo, por meio de sua inter-relagdo com hormonios, podendo
tanto inibir quanto estimular a floracdo (atividade estrogénica ligada a funcdo hormonal e
interrupcao enddcrina), dependendo do tipo de composto e de sua concentragdo. Portanto o
periodo de desenvolvimento da planta também afeta a disponibilidade de seus
fitoconstituintes ndo s6 os fendlicos como todos os outros (LADEIRA et al., 1987). Desta
forma existe a necessidade de dosar a quantidade dos fendis da planta antes de uma avaliagdo
da atividade antioxidante.

A medida da atividade antioxidante de uma planta ou de uma substancia pura extraida da
mesma pode ser avaliada a partir de varios modelos in vitro sendo o método DPPH (BRAND-

WILLIANS et al., 1995) o mais utilizado.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo geral explorar o potencial bioldgico da polpa dos
frutos da Dipteryx alata Vogel (baru), a partir do extrato hidroalcodlico bruto, a fim de aliar o
potencial nutricional a um possivel efeito terapéutico como meio de contribuir para a

preservagdo da espécie e fornecer informacdes sobre beneficios do uso nutracéutico do fruto.
2.2 Objetivos especificos

-Determinar através de estudos fitoquimicos os principais constituintes presentes no extrato
hidroalcodlico bruto da polpa do baru;

-Determinar a citotoxicidade;

-Determinar o potencial antimicrobiano;

-Avaliar o potencial antiparasitdrio do extrato bruto da polpa do baru e das particoes em
ensaios para a determinacdo da atividade tripanocida (Doenca de Chagas), leishmanicida
(Leishmaniose) e esquistossomicida para esquistossomulos e vermes adultos
(Esquistossomose);

-Avaliar o potencial antioxidante (diretamente da polpa fresca).
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 Reagentes, material biologico, equipamentos e materiais utilizados
3.1.1 Reagentes e Meios de cultura

Etanol, magnésio metédlico (Mg), dcido cloridrico (HCI), cloreto de aluminio (AICl3),
cloreto férrico (FeCl;), hidroxido de so6dio (NaOH), cloroférmio, hexano, butanol,
hidrogenocarbonato de sédio (NaHCOs3), 4cido sulfurico (H,SOy), éter etilico, hidréxido de
amonio (NH4OH), acetato de chumbo (Pb(AcO),), anidrido acético (C4H603) e isopropanol,
(todos com grau analitico), Reagente de Bouchardat, reagente de Bertrand, reagente de
Mayer, reagente de Dragendorf (Synth), meio RPMI 1640 (Invitrogen), HEPES (Gibco),
Penicilina e estreptomicina (Gibco), meio M199 (Invitrogen), soro bovino fetal (Invitrogen,
Gibco), BtMTT (Sigma-Aldrich), L-glutamina (Sigma-Aldrich), DMSO (Merck), reagente de
Folin- Ciocauteau, nitrogénio liquido, DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila), metanol, 4cido
gélico (Sigma-Aldrich), 4cido ascérbico (Aldrich), meio de cultura bacteriano dgar Miieller
Hinton, discos estéreis de papel filtro Framex389 faixa preta marca DME( Diagndstico
microbiolégico de especialidades) (Amoxicilina+ Acido Clavulanico, Acido Nadixico,
Ciprofloxacino e Ceftriaxona) com 6mm de didmetro, discos inertes de papel de filtro estéreis
6 mm marca DME( Diagnéstico microbiolégico de especialidades), Praziquantel (Sigma-

Aldrich), Anfotericina (Sigma-Aldrich), e Benzonidazol(Sigma-Aldrich).

3.1.2 Material biologico

Células LLC- MK;, formas tripomastigotas de cepas Y do Trypanosoma cruzi,Cepa P48
de formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/P48), cepa Luiz
Evangelista de Schistosoma mansoni, camundongos albinos, cepa Proteus sp., E. coli,

Enterobacter sp. e Staphylococcus sp (cepas bacterianas de isolados clinicos).

3.1.3 Materiais e equipamentos

Estufa de ar circulante (MARCONI MAO033), vidrarias em geral, rotaecvaporador
(BUCHI - Switzerland), Placas de cultura de 24 pocos (TPP), cAmara de seguranca bioldgica
(QUIMIS Q216F2-RB2), estufa de CO, (MARCONI) operando a 37°C com 5% de CO,,
microscépio de luz invertida (BEL - Alemanhio), placas de Petri, bico de Bunsen, Swab, alca
para semeadura, leitor de placas (SUNRISE-TECAN), Espectrofotometro (6705 UV/Vis
JENWAY), centrifuga (MARCONI NT810) e mesa de agitacao (OXY-301).
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3.2 Coleta dos frutos e preparo do extrato hidroalcodlico da polpa e fracoes

Os frutos foram coletados na cidade de Selviria-MS, no més de setembro, oriundos de
plantas nativas em zona de cerrado pertencente a Fazenda de Ensino e Pesquisa da FEIS-
UNESP. Foram coletados os frutos caidos ao chido observando-se o aspecto externo para
selecionar apenas os frutos recém - caidos (maduros). Os frutos foram lavados, descascados e
a polpa separada do endocarpo/semente. A polpa foi seca em estufa de ar circulante a 50°C
por 48 horas, em seguida pulverizada em processador até a obten¢do de um po fino. Este p6
foi guardado em vidro 4mbar no congelador (-10°C) até a preparacdo do extrato. Para a
preparacdo do extrato 200 g do p6 da polpa foram adicionados a 1L. de Etanol 70%. A mistura
foi mantida sob agitacdo em recipiente recoberto por papel aluminio para evitar degradacdo de
componentes pela exposicdo a luz. Apds 7 dias a mistura foi filtrada em funil de vidro e papel
de filtro, o filtrado rotaevaporado para remoc¢do do solvente fornecendo 39,6 g de extrato
(19,8%).

Para as fragdes inicialmente 10g de extrato bruto hidroalcodlico foi pesado colocado em
um gral e pulverizado com 10 mL de hexano por um periodo de 10 minutos, repetidos por
mais duas vezes o procedimento (triplicata). Apds o processo a parte liquida foi coletada e
rotaevaporada obtendo a fracdo hexanica do extrato bruto hidroalcodlico. O mesmo processo
foi feito com cloroférmio e butanol, obtendo suas respectivas fracdes. O residuo foi
descartado. O extrato foi submetido aos estudos fitoquimicos e ensaio de citotoxicidade,
atividade antiparasitdria e antibacteriana, quanto as fracdes foram submetidas ao ensaio

esquistossomicida (procedimento 3.9).

3.3 Prospeccao de constituintes fitoquimicos

A prospeccao de fitoconstituintes foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Harborne (1998) que se baseia na adi¢do de reagentes especificos para cada classe de
fitoconstituintes. A presenca ou auséncia de uma determinada classe de fitoconstituintes €
evidenciada pela alteracdo de cor ou formacdo de precipitados. Foram utilizados testes para
determinacdo de taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas, glicosideos cardiotonicos e

antraquinonas.

3.4 Citotoxicidade sobre células de mamiferos
As células de fibroblasto LLC- MK, foram cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 100U/mL de penicilina, 100 pg / mL de estreptomicina e 5 % de soro fetal

bovino inativado e mantido a 37 °C sob atmosfera a 5 % de CO,. A suspensdo de células foi
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semeada a uma concentragdo de 1 x 10° células / mL em microplacas de 96 pogos contendo
meio RPMI 1640. Posteriormente, as cé€lulas foram tratadas com o extrato hidroalcélico bruto
da polpa dos frutos do baru em diferentes concentracdes (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400
ug / mL). Foi adicionado Smg/ml de solu¢do de MTT nas placas e incubadas a 37 °C durante
24 horas em ambiente escuro. Apds esta incubacdo, o sobrenadante foi removido e os cristais
de formazan (MOSMANN, 1983), resultantes da reducdo do MTT, sdo dissolvidos numa
solucdo de HCI1 0,04 N em isopropanol e o valor de absorbancia € medido a um comprimento
de onda de 570 nm.

RPMI 1640 + 25% DMSO + células e meio RPMI 1640 + células foram utilizados
como controles positivos (verificacdo de minima viabilidade celular) e negativos (verificacao
de maxima viabilidade celular), respectivamente (TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A porcentagem de viabilidade celular

foi determinada pela férmula:

% de viabilidade celular =[1 - (Y - N )/ (P-N)]1x100 (Eq. 1)

em que Y = absorbincia dos pocos que cont€ém as células e o extrato em diferentes

concentracdes; N = controle negativo; P = controle positivo.

3.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana
3.5.1 Preparo do extrato em diferentes concentracoes

Para os ensaios de atividade antimicrobiana o extrato bruto do baru foi avaliado em 10
diferentes concentracdes (1000; 500; 250; 125; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 mg/mL)
preparadas por diluicdo da maior concentragdo de 1000 mg/mL (10g de extrato bruto diluido
em 10 mL de metanol).

Todos os frascos contendo as dilui¢des do extrato foram anteriormente lavados e

mantidos em estufa a 120°C durante 24 horas para evitar qualquer tipo de contaminagao.

3.5.2 Preparo dos discos para determinacio da atividade antimicrobiana pelo método de
difusiao em disco

Para o ensaio antimicrobiano foram utilizados como controle positivo discos estéreis de
papel filtro Framex 389 Faixa Preta com 6 mm de didmetro, impregnados com doses
conhecidas de antibidticos (Amoxicilina+ Acido Clavulanico, Acido Nadixico,

Ciprofloxacino e Ceftriaxona) e para controle negativo utilizou-se disco inerte estéril Framex



47

6 mm impregnado com 50 pul de metanol (solvente usado na diluicdo do extrato). Para preparo
dos discos com extrato utilizamos discos inerte Framex 6 mm e impregnou-se 50 ul de extrato
hidroalcodlico nas concentracdes diluidas previamente em 6 discos para cada concentragdo.
ApOs a adicao do extrato nos discos os mesmos foram transferidos, individualmente para cada
concentracdo, para frascos estéreis e levados a estufa a 50°C por 24 horas para volatilizacdo

do metanol. (NCCLS, 2003).

3.5.3 Preparacio das placas para os ensaios de atividade antimicrobiana

Placas de Agar Miieller Hinton (15mL/ espessura aproximada de 4 mm) foram
semeadas previamente com suspensdes das cepas Teste (1,5 x 10° UFC/mL) que foram
recuperadas de amostras de urina e classificadas pela bioquimica Maércia de Faria
(responsavel técnica pelo Laboratdrio de Andlises Bioquimicas ISALAB) como Proteus sp.,
Escherechia coli, Enterobacter sp. e Staphylococcus sp, principais agentes que causam
infeccdes em vias urindrias. Foram realizados testes de sensibilidade com varios antibidticos
sobre as cepas avaliadas (individualmente) a fim de se determinar quais eram os mais
adequados para a utilizacdo como controles positivos nos ensaios antimicrobianos. Para cada
ensaio com as diferentes cepas foram utilizados dois antibidticos como controles positivos.
Em placas semeadas individualmente para cada bactéria foram adicionados os discos das
vérias concentracdes do extrato e discos dos dois controles positivos. A seguir as placas foram
incubadas por 24 horas a 35 + 2° C. Os resultados sdo expressos a partir da medida do halo de
inibicdo formado ao redor de cada disco. Extratos de plantas sdo considerados com atividade
antimicrobiana quando apresentam halos de inibi¢do acima de 9 mm o que varia também em
funcdo da cepa utilizada, por isso a necessidade em se comparar os resultados obtidos com o
dos controles positivos. Para cada cepa o procedimento foi realizado em triplicata e o valor do
halo final foi determinado pela média dos valores obtidos (SEJAS et al., 2003; GONCALVES
et al., 2005).

3.6 Atividade tripanocida

Os ensaios sobre as formas tripomastigotas de cepas Y do Trypanosoma cruzi
multiplicadas em fibroblastos de linhagem LLC-MK, (PEREIRA da SILVA;
NUSSENZWEIG, 1953). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado
com 2mM de L-glutamina, 10mM de NaHCOsj;, 100U/mL de penicilina, 100uL/mL de
estreptomicina € 5% de soro bovino fetal inativado, em garrafas de cultura a 37°C em

ambiente a 5% de CO,, com umidade de 95%. As formas tripomastigotas obtidas de
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camundongos contaminados foram adicionadas a cultura, onde permaneceram incubadas por
um periodo de 24 horas. Apds esse periodo, as células foram lavadas com meio de cultura,
restando somente as células infectadas pelo parasita. Apds cerca de 5 dias de cultivo (quando
se inicia o processo de lise celular e se observam as formas tripomastigotas no meio) o
sobrenadante contendo as formas tripomastigotas foi removido.

Em uma microplaca de 96 pocgos, esse sobrenadante contendo as formas
tripomastigotas do parasita foi aliquotado ( por cAmara de Neubauer em 1 x 10° parasitas/mL),
e adicionaram-se o extrato em andlise; apds 24h de incubacdo foi realizada a verificagdo da
atividade bioldgica utilizando a técnica colorimétrica pelo [Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il) — 2,5-difeniltetrazélio] que se baseia na interagdo do sal tetrazélio com mitocOndrias ativas,
produzindo o composto formazan.

De acordo com a técnica, foram adicionados 10uL de BrMTT na concentragdo de
Smg/mL/pogo, com incubacdo a 37°C, por 4 horas. Apds esse periodo, adicionou-se
isopropanol dcido (100uL de HCI1 0,04N em isopropanol) e realizou-se leitura de microplaca
em leitor Sunrise-Tecan, em filtro de 570 nm e referéncia 630 nm, com valores processados
pelo programa Magelan 3.

Solugdes estoques foram preparadas pela dissolugdo em 100% de dimetilsulféxido
(DMSO), de modo a obter uma concentragao final de 2 mg/mL. Aliquotas desta solucao
estoque apos diluicao foram adicionadas ao meio infectado, de forma a se obter concentragdes
finais de 8; 32; 128 upg/mL (MUELAS-SERRANO et al., 2000).

Os ensaios foram realizados em triplicata. Foi utilizado Benzonidazol como controle

positivo e meio RPMI-1640 em 1% DMSO como controle negativo.

3.7 Atividade leishmanicida

Os bioensaios foram realizados com Leishmania amazonensis (MHOM/BR/P48).
Formas promastigotas de L. amazonensis (cedidas e realizadas na Universidade de Franca-
UNIFRAN) foram incubadas em meio M199 (Invitrogen), suplementado com L-glutamina (2
mM), NaHCO;3; (10 mM), penicilina (100 UI / mL), estreptomicina (100 pg / mL) e 5% de
soro fetal bovino (Gibco). Apds 6 dias de inoculacdo, formas promastigotas iniciais (2 X 10°
parasitas/mL) foram incubadas em placa de microtitulacio de 96 pogos que contém as
amostras testadas. O extrato foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e diluiu-se com o
meio, para dar concentragdes finais de 6,25 a 400 pg/mL. A placa foi incubada a 22°C
durante 24 h, e a porcentagem de lise foi determinada por um método colorimétrico BrMTT.

Os bioensaios foram realizados em triplicata, utilizando meio M199 com 0,5% de DMSO
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como controle negativo e Anfotericina B como grupo de controle positivo (SCHMEDA-

HIRSCHMAN et al., 1996; CAMACHO et al., 2003 citado por BEZERRA et al., 2006)

3.8 Atividade esquistossomicida
Os ensaios in vitro de avaliacdo antiparasitdria foram realizados no Laboratério de
Ensaios Antiparasitdrios do Grupo de Pesquisas em Produtos Naturais da Universidade de

Franca, sob a supervisdo da Prof®. Dr”. Lizandra Guidi MagalhZes.

3.8.1 Manutencao do ciclo de vida do Schistosoma mansoni

O ciclo biolégico de S.mansoni, cepa LE (Luiz Evangelista) é rotineiramente mantido
pela passagem seriada em moluscos Biomphalaria glabrata, hospedeiro invertebrado e em
camundongos BALB/c como hospedeiro vertebrado no Laboratério de Pesquisa em
Parasitologia da Universidade de Franca. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as recomendacdes da Comissio de Etica de Uso de Animais da Universidade de Franca,
(protocolo n°020/13).

Os ovos de S. mansoni presentes nas fezes de camundongos previamente infectados
com o parasito foram recolhidos pelo método de Hoffmann e expostos por aproximadamente
1 hora sob luz, para a liberacao dos miracidios. Os miracidios foram utilizados para infectar o
hospedeiro intermedidrio, que apés 38 a 45 dias liberam a forma infectante do parasito, as
cercarias, que por sua vez infectaram o hospedeiro vertebrado. Cerca de 200 cercarias foram
inoculadas nos camundongos via subcutinea e apds 21 ou 49 dias, os vermes jovens do figado
ou vermes adultos foram recuperados do sistema porta-hepatico e das veias mesentéricas por
perfusao (SMITHERS; TERRY, 1965). Apos a coleta, os parasitos foram mantidos em meio
RPMI 1640 (Gibco) até o momento do uso.

3.8.2 Obtenciao dos esquistossomulos

Cercarias foram transformadas em esquistossomulos segundo o método descrito por
Harrop e Wilson, (1993). Para essa finalidade, aproximadamente 120.000 cercarias foram
transferidas para um béquer de vidro de 100 mL e incubadas em gelo por duas horas para
sedimentar. Transcorrido este periodo, o sobrenadante foi aspirado com o auxilio de pipeta
Pasteur e, as cercarias presentes no fundo do tubo foram transferidas para um tubo de
poliestireno de 15 mL. Em seguida, as cercarias foram ressuspensas em 10 mL de dgua
desclorada autoclavada e deixadas em gelo por 10 minutos. O processo de lavagem com dgua

desclorada e descarte do sobrenadante foi repetido por trés vezes. Posteriormente, a dgua foi
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retirada e foram adicionados 6 mL de meio RPMI 1640 (Gibco). Para a transformacado
mecanica, as cercarias foram vigorosamente agitadas em vortex sob velocidade méxima,
durante 90 segundos para a indugdo do rompimento das cercarias em COrpos cercarianos €
caudas.

Em condicdes estéreis, os corpos e caudas cercarianas foram ressuspendidos e
transferidos para um frasco de cultura de 40 mL contendo 3,0 mL do meio RPMI 1640
(Gibco) suplementado com Penicilina Cristalina G (1000 U/mL), estreptomicina (1000
ug/mL) (Invitrogen) e, em seguida incubados em estufa umidificada contendo 5% CO,, a
37°C, durante um periodo de 4 horas. Apds o periodo de incubagdo, aproximadamente 28 mL
do sobrenadante foi aspirado e descartado; cerca de 2,0 mL restantes foram distribuidos em
dois tubos de 2,0 mL. Para a remog¢do das caudas, 1,0 mL de meio RPMI 1640 (Gibco) foi
adicionado em cada tubo contendo os corpos cercarianos e as caudas. Estes sofreram cerca de
5 lavagens com meio RPMI 1640 (Gibco), com um intervalo de quatro minutos entre cada
lavagem, para sedimentacdo dos mesmos e remog¢ao das caudas presentes no sobrenadante. As

lavagens foram acompanhadas em microscopio de luz invertida (Leitz, Wetzlar, Alemanha).

3.8.3 Avaliacao in vitro dos esquistossomulos

Cerca de 100 esquistossdmulos/pogo foram transferidos para placas contendo 2 mL do
meio RPMI 1640 suplementando com 10% de soro bovino fetal, 100 ug/mL de
estreptomicina e 100 U/uL de penicilina. Apds o periodo de 3 horas de incubacdo para
adaptacao dos parasitos ao meio, o extrato foi previamente dissolvido em DMSO e adicionado
nas concentracdes 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL aos respectivos pogos contidos na placa com
os esquistossdmulos, essa placa foi incubada a 37°C com atmosfera de 5% CO, durante 96
horas e a mortalidade foi determinada nos periodos de 24, 48 e 72 horas usando microscopio
invertido(Zeiss) (Figura 13). Os parasitos foram considerados mortos quando se apresentaram
sem movimento por mais de 2 minutos de observacio (MANNECK et al., 2010). Como
controle negativo, foram utilizados esquistossdmulos mantidos em meio RPMI e em meio
RPMI com 0.1% de DMSO e como controle positivo foram utilizados esquistossdmulos
incubados com 3,9 pug/mL de Praziquantel. Foram avaliados quatro pocgos de cultura por

concentracao.
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Figura 13- Foto ampliada de esquistossomulo (quadrante em negrito)

Fonte. Préprio autor, (2014).

3.8.4 Avaliacao in vitro frente aos vermes adultos de S. mansoni

Casais de vermes adultos (Figura 14) foram recuperados de camundongos BALB/c via
perfusdo do sistema porta-hepatico em condi¢des assépticas apds 58 dias de infeccdo. Em
seguida, os parasitas foram lavados em RPMI 1640 tamponados com HEPES 20uM, pH 7.5,
suplementados com penicilina (100U/mL), estreptomicina (100ug/mL) e 10% de soro bovino
fetal.

Posteriormente, um casal de vermes adultos foi transferido por poco em uma placa de
cultura de 24 pocos contendo o mesmo meio descrito anteriormente e incubados em atmosfera
umidificante a 37°C na presenca de 5% CO,. Apds 24 horas de incubacdo o extrato foi
previamente dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e adicionado ao meio RPMI 1640 em
uma faixa de concentracdo variando de 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL.

Os parasitos foram incubados nas mesmas condi¢des descritas anteriormente por 120
horas e monitorados a cada 24 horas usando um microscépio invertido (Zeiss) para avaliar as
condig¢des gerais dos parasitos. A viabilidade dos parasitos foi determinada usando a escala de
viabilidade de 0-3 como descrito por Ramirez et al., (2007) sendo: 3 = vermes com
movimentacdo normal, 2 = atividade motora diminuida, 1 = atividade motora minima com
movimentos ocasionais; 0 = morte de todos os vermes, sem movimento por mais de 2 minutos
de observacdo.

Para a confirmagdo da mortalidade, apds a auséncia de movimento por mais de 2
minutos, os parasitos foram lavados com o meio RPMI, transferidos para placas de cultura
com 0 mesmo meio sem extrato e monitorados como descrito anteriormente (PICA-

MATTOCIA; CIOLI, 2004).
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Como controle negativo, foram utilizados vermes adultos mantidos em meio RPMI
1640 + 0.1% de DMSO e como controle positivo, foram utilizados vermes adultos incubados
com 12,5ug/mL de Praziquantel (Sigma Aldrich). Foram realizados trés experimentos
independentes, sendo avaliados oito pocos de cultura por concentragio (MAGALHAES et al.,
2009).

Figura 14 - Foto ampliada de casal de vermes. A- fémea B-macho

Fonte: Préprio autor, (2014).

3.9 Particao do extrato hidroalcoélico bruto com solventes de diferentes polaridades

Este ensaio tem como intuito particionar o extrato bruto hidroalcodlico em polaridades
distintas de acordo com cada solvente, de modo, a isolar uma determinada classe de
fitoconstituinte. Posteriormente submeter ao ensaio in vitro descrito nos procedimentos
antiparasitarios para verificacdo em qual parte do extrato se encontra oS compostos que
podem ocasionar atividade bioldgica antiparasitdria e antibacteriana.

O extrato bruto (10g) foi pulverizado num almofariz com 10 mL de hexano e macerado
durante 10 minutos. O sobrenadante obtido desse procedimento foi removido para um baldo e
rotaecvaporado (esse procedimento foi repetido trés vezes). Ao residuo que sobrou no
almofariz foram adicionados 10 mL de cloroférmio sendo macerado por 10 minutos. O
sobrenadante resultante dessa operagdo foi removido para um baldo e rotaevaporado
(procedimento repetido por trés vezes). Ao residuo do tratamento com o cloroférmio no
pistilo foram adicionados 10 mL de butanol e o mesmo procedimento descrito acima foi
realizado. Ao residuo do tratamento com butanol foram adicionados 10 mL de dgua e o
mesmo procedimento realizado para os outros solventes foi seguido. Desta forma, foram
obtidas as fracdes hexanica, cloroférmica, butandlica e aquosa do extrato hidroalcodlico da
polpa. Estas fracdes serdo submetidas a testes mediante comprovagdo da atividade bioldgica

positiva para os procedimentos.
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3.10 Compostos fendlicos
3.10.1 Polifenois totais

A determinacdo dos polifendis totais foi realizada através da extracdo desses
fitoconstiuintes diretamente da polpa do fruto congelada em nitrogénio liquido pela adi¢do de
3 mL de metanol a 300 mg de polpa ainda congelada. Essa amostra foi agitada por 1h a 200
rpm acondicionada em gelo ao abrigo da luz (caixa de isopor). A seguir a amostra foi dividida
em 2 eppendorfes e centrifugada por 15 minutos a 3.000 rpm a 4°C. Este procedimento de
extracdo foi realizado sem iluminacido diretamente incidindo sobre as amostras para evitar
degradacao de substancias fotossensiveis.

A amostra para a andlise da determinacdo dos polifendis foi preparada num tubo a partir
da adicdo de 240 pL de extrato obtido acima, 360 uL de reagente de Folin-Ciocauteau (1:1
V/V em é4gua) e ap6s 3 minutos a adi¢do de 2400 uL da mistura de 0,4% de NaOH e 2,0%
Na,CO; em dgua destilada (SWAIN; HILLIS, 1959).

Como branco foi utilizado 240uL. de metanol substituindo o extrato. Apds 1 hora de
reacdo o conteudo foi transferido para uma cubeta de quartzo e a leitura foi realizada em
espectrofotometro a 750 nm.

Para a construcao da reta padrao de 4cido galico (composto usado como referéncia para
a determinacdo de polifendis totais) Foram preparadas solugcdes de acido gdlico em seis
concentracoes (10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31 pg/mL) sendo cada uma delas submetidas ao
mesmo procedimento acima descrito para o extrato, com o reagente de Folin-Ciocauteau.

Neste método o reagente Folin-Ciocalteu que consiste na mistura de dois acidos
inorganicos 4cidos fosfotungstico e fosfomolibdico ao oxidar os compostos fendlicos sofre
reducdo produzindo 6xidos de tungsténio e molibdénio que possuem cor azul e absorvem no
comprimento de onda de 760 nm. Todas as anélises realizadas em triplicata.

O valor obtido de absorbancia obtida para o extrato deve ser interpolado na curva de
Absorbancia x Concentragdo do acido gélico. Os valores de polifendis totais sdo expressos em

termos de equivalentes em mg de 4cido gédlico por 100 g de polpa imida.

3.10.2 DPPH ensaio de eliminacao de radicais

Para medir a atividade antioxidante do extrato e padrdes (4cido gdlico e metanol), o
ensaio de eliminacao de radicais utilizando o 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) foi realizado
de acordo com o procedimento descrito anteriormente (BLOIS, 1958; ALVARENGA et al.,
2013), com ligeiras modificagdes. Inicialmente foi realizada a extragdo da amostra partindo-se

de 150 mg de polpa fresca congelada em nitrogénio liquido, adicionando 2 ml de metanol e
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agitando por 1h a 200 rpm a 4°C. A seguir a amostra foi dividida em 2 ependorfes de 2mL e
levadas a centrifuga por mais 15 minutos a 14.000 rpm a 4°C.

Para as anélises uma solugdo estoque de DPPH foi preparada pela mistura de 24 mg de
DPPH em 100 mL de MeOH. O espectrofotometro UV/VIS a 515 nm foi zerado com
metanol, a seguir a leitura da solucgdo foi feita ajustando o aparelho a 1,1 £ 0,02 no mesmo
comprimento de onda.

Para a atividade antioxidante foram preparadas as amostras a serem avaliadas pela
mistura de DPPH (5,6 mL) com a solu¢do a ser avaliada (0,3mL). As amostras foram
mantidas no escuro por 40 minutos e entdo foram analisadas no espectrofotometro a 515 nm.
Para a obtencdo da curva do padrdo do 4cido ascérbico foram preparadas seis diferentes
concentracoes e realizadas as leituras como descrito acima (BRAND-WILLIANS et al.,
1995).

A partir da medida da leitura da absorbancia das vdrias concentracdes do 4cido
ascorbico € possivel calcular a % de inibicdo do DDPH em func¢do da concentracio de acido

ascorbico como na equacao abaixo:

% inibi¢do= (branco — Abs. Amostra)/(branco) x 100 (Eq.2)

Os resultados da avaliacdo sdo expressos em termos de equivalente em mg de acido

ascorbico por 100g de polpa umida.

3.11 Analise estatistica

Os resultados dos ensaios foram comparados pela anélise de varidncia com um fator
seguido pela determinacdo significativa entre o grupo controle e os tratados (pds-teste
Dunnett). O nivel critico fixado foi de 5% (p<0,05) para se admitir uma diferenca de valores
estatisticamente significantes. As analises foram realizadas utilizando GraphPad Prism versao

4.00 para Windows (GraphPadSofware, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prospeccao fitoquimica e citotoxicidade

As plantas vém sendo usadas pelo homem para cura de seus males desde os primérdios
da humanidade. O homem tinha na observa¢ao de hédbitos alimentares de animais doentes seu
principal guia no uso de plantas com propriedades biolégicas. Com o passar do tempo o
homem desenvolveu a capacidade de, a partir da sua propria experimentagdo, escolher plantas
para a cura de seus males distinguindo aquelas que poderiam ajudar e outras que lhes trariam
maior desconforto (ALVES, 2013).

As propriedades medicinais e /ou toxicas apresentadas pelas plantas estdo diretamente
relacionadas aos metabodlitos secundarios produzidos por estas, em resposta a ferimentos,
ataques de parasitas, insetos, outras plantas e condi¢des ambientais (ALVES, 2013). Outros
metabolitos sdo produzidos quando a planta sofre agressdes ambientais como falta ou excesso
de dgua, nutrientes no solo, temperatura e exposi¢do excessiva ao sol. Esses fatores atuam de
forma que a mesma planta crescendo em condi¢des ambientais diferentes pode apresentar
metabolitos secunddrios diferentes e, portanto, propriedades bioldgicas relacionadas a
presenca desses metabdlitos também diferentes (KEUTGEN; PAWELZIK, 2007).

Dentre os metabdlitos secunddrios mais comuns encontrados em plantas que
apresentam propriedades bioldgicas estdo os flavonoides, polifendis, taninos, alcaloides,
glicosideos cardiotdonicos, saponinas, antraquinonas, terpenos e esteroides além de outros.

Entretanto, as propriedades bioldgicas apresentadas por uma determinada planta
podem ser atribuidas ndo s6 a presenca de um metabdlito secunddrio em particular, mas
geralmente ao sinergismo entre alguns deles (EFFERTH; KOCH, 2011). A tabela 4 mostra as
principais propriedades bioldgicas atribuidas a metabdlitos secunddrios de maior ocorréncia
em plantas.

A realizacdo da prospeccdo fitoquimica € feita para se ter conhecimento dos
fitoconstituintes presentes para a avaliacdo preliminar do potencial bioldgico de uma planta
guiando o ensaio biolégico ao qual ela deve ser submetida. Apds a constatagdo do potencial
bioldgico do extrato os fitoconstituintes podem ser isolados (metabdlitos secundérios) e entao
avaliados individualmente a fim de se determinar qual desses metabdlitos é responsavel pela
propriedade bioldgica observada para o bruto. Muitas vezes € possivel constatar que
substancias isoladas do extrato apresentam atividade, entretanto em alguns casos o sinergismo
entre os varios metabdlitos presentes neste extrato fornece uma resposta bioldgica mais

efetiva (MIRANDA et al., 2013).
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As plantas produzem os metabdlitos secundarios ou metabdlitos especiais com a
finalidade de defender seu organismo e ndo o do homem, portanto, alguns metabolitos
secundarios podem ser toxicos mesmo em baixas concentra¢des na planta (NAVICKIENE, et
al., 2006) e outros podem se tornar toxicos se ingeridos sem controle ou em doses
inadequadas. Portanto, a quantidade de um determinado metabdlito secunddrio numa planta
também pode determinar sua toxicidade. Plantas com altos teores de taninos, além de conferir
sabor extremamente amargo a planta podem ser toxicas devido a propriedade dos taninos em
complexar metais e proteinas (KARAMAC, 2009).

Deste modo, para a avaliagdo da seguranca e eficicia no uso de plantas ou de
metabolitos secunddrios isolados s@o necessdrios estudos de toxicidade e adequacdo
dose/resposta, inicialmente em estudos in vifro € no caso de resposta promissora destes
ensaios, a realizacdo de estudo in vivo, que muitas vezes ndo fornece os mesmos resultados
obtidos na avaliagdo in vitro devido aos processos metabdlicos que ocorrem no organismo do
animal (cobaia) em que o ensaio foi realizado (SMITH, 1994; MASIMIREMBWA et al.,
2003). Ainda assim, os ensaios in vitro (quando disponiveis) sdo uma boa indicagdo sobre o
potencial bioldgico de plantas e compostos isolados.

A prospeccao fitoquimica realizada com a polpa do baru teve por objetivo determinar
a presencga dos principais fitoconstituintes a fim de guiar nossos estudos para alguns ensaios
bioldgicos especificos. De acordo com os resultados obtidos (Tabela 5) a polpa do baru
apresenta flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides e glicosideos cardiotdnicos em grandes
quantidades, terpendides e antraquinonas em quantidades variando de média a baixa,
respectivamente, de acordo com padrdes estabelecidos na literatura (HARBORNE, 1998).

Os fitoconstituintes presentes na polpa do baru podem isoladamente ou em sinergismo
com outros apresentar inimeras propriedades bioldgicas (Tabela 5 e Figura 15).

A presenca e a quantidade de taninos e flavonoides nos frutos direcionaram os estudos
para a avali¢do das atividades antiparasitarias devido a possibilidade de vincular o consumo
da polpa ao uso terapéutico contra a Doenca de Chagas, Leishmaniose e Esquistossomose,
que aparecem com focos endémicos em regides de ocorréncia do baru. Além disso, a presenca
de flavonoides e alcaloides pode ser um indicativo de atividade analgésica que € um dos usos

tradicionais da planta.
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Tabela 5 - Resultado da prospecg¢do fitoquimica para a polpa dos frutos do baru

Metabdlito Material vegetal
Reativo/ Teste-Figura
secundario Resultados
Mayer (E) ++ +
Bouchardat (C) +++
Alcaloides
Bertrand (B) ++ +
Dragendorf (A e D) +++
Borntranger (N) -
Antraquinonas
Hidréxido de sddio ( O ) +
Magnésio + HCl
Flavonoides  (Reac¢do de Shinoda) ( H) +++
Cloreto Férrico (1) + +
Glicosideos  Lieberman-Burchard (G ) +++
Saponinas Teste da espuma (1) +++
Cloreto férrico (M) ++ +
Taninos
Acetato de chumbo (L) ++ +
Terpendides/
Lieberman-Burchard (F) + +
Esteroides

* (-) Nao detectado, (+) concentragdo Baixa, (++) presente em concentragdo moderada, (+++) presente em alta
concentragao.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Teste positivo para a presenga de Alcaloides (A-E), esterdides e triterpenos (F),

glicosideos cardiotonicos (G), flavonoides (H - I), saponinas (J), taninos (L-M) e

antraquinonas ( N-O)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Para que uma planta possa ser considerada um alvo de estudo, como no presente caso para
o desenvolvimento de fitotrerdpico ou alimento nutrac€utico, € preciso que tenha efeito
terapéutico, mas que também nao apresente toxicidade.

A fim de avaliar a seguranca do consumo da polpa foram realizados ensaio de
citotoxicidade usando o teste de MTT sobre células de fibroblastos de mamifero LLC- MK,
em vdrias concentracdes do extrato. Este teste fornece informacdes importantes sobre o efeito
téoxico de compostos quimicos presentes no extrato, em contato direto com a cultura de
células. As células vidveis com metabolismo ativo convertem o MTT em formazan de cor
plurpura com um maximo de absorcdo préximo a 570 nm (Figura 16). Quando as células
morrem, elas perdem a capacidade de converter o MTT em formazan o que serve como um
marcador util e conveniente de células viaveis, sendo este um dos testes mais comumente

utilizados para determinar a citotoxicidade de drogas (RISS et al., 2013).

Figura 16 — Representacdo da reacdo de reducdo do MTT em cristais de formazan

REDUCAO
MTT +
NADH NAD

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 6 - Resultado da avaliag¢do da citotoxicidade do extrato sobre células LLC- MK,.

Viabilidade celular (%) x concentracdo do extrato (ug/mL)

Absorbancias (570nm)

Viabilidade celular %

Extrato (ug/mL) e

controles Repeticio 1  Repeticao 2 Repeticao 3

Control 1,208 1,210 1,211 100
Control Solvente 1,101 1,105 1,104 89,9
6,25 1,100 1,097 1,094 89,4
12,5 1,091 1,087 1,089 88,6
25 1,074 1,079 1,080 87,8
50 1,071 1,069 1,072 86,8
100 1,066 1,071 1,068 86,6
200 1,068 1,065 1,064 86,4
400 1.055 1.051 1.056 85,3
25% DMSO 0,159 0,150 0,1489 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na tabela 6 sdo mostrados os resultados das medidas de absorbancias para os controles
e para o extrato nas concentragdes utilizadas. A partir desses dados foi possivel determinar a
% de viabilidade celular em cada concentracio como mostra a figura 17. Apos 24 h de
exposi¢ao das células as varias concentracdes do extrato foi possivel observar que apenas o
controle positivo (DMSO 25%) apresentou toxicidade significativa com p<0,05 mostrando
que a polpa do fruto do baru ndo apresentou citotoxicidade nas concentragdes avaliadas (ICsg

> 400 pg/mL) sobre células LLC- MKo,.
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Figura 17 - Grafico referente aos resultados dos ensaios de citotoxicidade celular % de

viabilidade celular x concentragdo do extrato
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Efeito do EPB sobre a viabilidade de células de fibroblastos LLC- MK,. A citotoxicidade foi determinada
usando ensaios MTT apds 24 h de tratamento com as concentracdes indicadas.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O ensaio de citotoxicidade utilizando células € uma opg¢ao bastante vidvel em relacdo
ao uso de cobaias em um estudo preliminar, entretanto, ensaios para determinacdo de dose
méxima via oral a ser utilizada ainda carecem de estudos com animais. Esses ensaios visam
avaliar principalmente efeitos hepdticos, intestinais e renais nas cobaias submetidas a doses
excessivas do extrato. Portanto, a citotoxicidade ndao determina a dose maxima administrada
por um organismo vivo, o resultado obtido com a cultura de células € um estudo apenas
preliminar que fornece indicativos de toxicidade da planta a nivel celular( FRESHNEY, 2000;
MARTINS et al., 2009)

Portanto, a determinagdo de auséncia de citotoxicidade no extrato hidroalcodlico bruto
da polpa do baru, aliada a presenca de seus constituintes deram suporte para a realizacao dos

estudos das propriedades bioldgicas do baru.

4.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Dentre os varios usos tradicionais do baru na medicina popular se encontra a indica¢ao
para infeccoes do trato urindrio. Desta forma, o extrato foi submetido a ensaios
antimicrobianos utilizando o método de difusdo em disco sobre diferentes cepas bacterianas
coletadas de amostras de urina.

Neste tipo de teste a agdo antimicrobiana é verificada pela formag¢do de halos de

inibicdo ao redor do disco de papel (contendo o extrato) colocado no meio de cultura com a
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bactéria alvo apds incubagdo por 24horas. Portanto quanto maior o halo formado mais agdo
antimicrobiana tem o extrato naquela dose avaliada.

Na tabela 7 sdo apresentados os resultados da avaliacdo antimicrobiana com o extrato
nas vdrias concentracoes. Neste ensaio ndo foi observada atividade antimicrobiana do extrato
sobre nenhuma das cepas avaliadas. Somente os antibidticos usados como controles positivos

foram capazes de inibir o crescimento bacteriano das cepas avaliadas.

Tabela 7 - Resultados dos ensaios antimicrobianos do extrato hidroalcodlico da polpa de baru

Cepa Halos de inibi¢cao (mm)

Bacteriana B ..
Concentracdo do extrato (mg/ml) e controles positivos

1000 500 250 125 100 50 25 12,5 625 3.12|Cl1 C2 C3 C4
Proteus sp. St S St Sr Sr Sr St St St Sr (15 12 - -
Escherechia SI SI SI SI SI SI SI SI SI SI | 9 - 20 -
coli
Enterobacter SI SI SI SI SI SI SI SI SI SI |10 - 16 -
sp.
Staphylococcus SI.  SI.  SI.  SI  SI SI SI SIL  SI  SI - - 17 17
sp.

*Controles positivos: C1-Amoxicilina + Acido Clavulanico; C2- Acido Nadixico; C3 Ciprofloxacino; C4-
Ceftriaxona (Resultados de C1; C2; C3; C4 = mm).

SI - Sem Inibi¢do.

(-) nao apresentou halo de inibicao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nossos resultados mostraram que apesar da polpa apresentar substincias com
potencial antimicrobiano (Tabelas 4 e 5) o extrato hidroalcodlico bruto da polpa nao
apresentou atividade sobre nenhum dos patégenos avaliados. Para que um extrato apresente
uma determinada atividade bioldgica ndo basta apenas a presenca do(s) metabdlito(s)
secundério(s) biologicamente ativo, é também necessdria quantidade suficiente para que essa
atividade seja manifestada numa baixa concentracdo evitando problemas de toxicidade em
doses mais elevadas. No caso do baru foram testadas doses de 1000 mg/mL a 3,125 mg/mL,

entretanto, extratos sdo considerados com atividade antimicrobiana em concentracdes abaixo
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do valor da dose maxima avaliada (HOLETZ et al., 2002). Porém, existem trabalhos,
principalmente na literatura nacional, que classificam como bioativos, extratos em
concentracoes de até 1000 mg/mL (SUFFREDINI et al., 2006; J ANDU et al., 2013; SILVA et
al., 2013).

Os relatos populares que descrevem o uso do baru para tratamento de infeccoes
urindrias ndo deixam claro qual parte da planta € utilizada, portanto, a compara¢do do nosso
resultado em relagdo ao uso tradicional fica comprometida. Entretanto, a partir dos nossos
resultados € possivel verificar que a polpa ndo apresenta atividade antimicrobiana sobre as

cepas bacterinas avaliadas ndao sendo entdo recomendada para esse uso.

4.3 Avaliacao das atividades antiparasitarias

O extrato da polpa foi avaliado in vitro contra os parasitas causadores da Doenca de
Chagas (T. cruzi), Leishmaniose (L. amazonensis) e Esquistossomose (S. mansoni) devido a
presenca de algumas classes especificas de fitoconstituintes conhecidamente antiparasitdrias
como taninos e pela ocorréncia do baru em dreas acometidas por essas trés parasitoses
(KATIKI, 2013).

A avaliacdo da atividade tripanocida ndo verificou nenhum efeito do extrato sobre as
formas tripomastigotas do 7. cruzi em nenhuma das concentracdes avaliadas (Tabela 8). O
ensaio avalia a porcentagem de lise parasitdria causada pela exposicdo do parasita ao extrato
nas diferentes concentracdes, neste ensaio apenas o controle positivo Benzonidazol
apresentou resultado positivo nas concentragdes avaliadas.

Pesquisa recentes tem demonstrado em estudos in vitro que vdrias classes de
substancias extraidas de plantas apresentam atividade contra as vérias formas de
desenvolvimento do 7. cruzi como diterpenos (ESPfNDOLA et al, 2004; AMBROSIO et al,
2008), lignanas (SOUZA et al, 2005; SARAIVA et al, 2007) e flavonoides (MARfN et al,
2011). Apesar do extrato da polpa apresentar substancias fendlicas, ele ndo apresentou agcao

tripanocida contra as formas tripomastigotas.
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Tabela 8- Resultado da avaliacdo da atividade tripanocida do extrato e benzonidazol

sob as formas tripomastigotas do 7. cruzi

Concentracao (ug/mL) x% de lise (=SD)
Extrato e controles

8 32 128
Extrato 52+25 75+34 99+25
Controle positivo 68 +£1,7 69,0+4,0 70,1 £1,2
Controle negativo 0 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na avaliacdo leishmanicida o extrato apresentou 60% de atividade sob as formas

promastigotas do L. amazonensis na maior concentracdo avaliada (Tabela 9).

Tabela 9 - Resultado da avaliacdo da atividade leishmanicida do extrato sob formas

promastigotas do L. amazonensis

Extrato e % de lise (£SD) x Concentracio (ng/mL) ICso
controles (ng/mL)
6,25 12,5 25 50 100 200 400
Extrato 0 4356 8,183 13,84 3142 52,11 60,01 130,02

Controle positivo (Anfotericina) ICsp = 0.15 pg/mL. Controle negativo 0% de lise.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato bruto da polpa apresentou um ICsy de 130 pg/ml e de acordo com dados da
literatura, para que um extrato seja considerado ativo € necessdrio que apresente valor de
ICso< 10 pg/mL (QUATTARA et al., 2014). Desta forma, o extrato ndo mostrou agao
leishmanicida satisfatéria que justificasse uma investigacao mais profunda com o isolamento
de compostos e novas avaliagdes bioldgicas.

Apesar do extrato ndo apresentar atividade tripanocida e ter apresentado fraca
atividade leishmanicida na avaliacdo da atividade esquistossomicida mostrou-se muito
promissor. Para a determinacdo da avaliacdo esquistossomicida do extrato da polpa foram

utilizados ensaios sobre esquistossdmulos e vermes adultos do parasita S. mansoni.
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Na avaliacdo sobre os esquistossdmulos o extrato apresentou atividade em todas as
doses avaliadas, sendo a porcentagem de mortalidade dose dependente com valores mais

significativos a partir da dose de 100 pg/mL (Figura 18).

Figura 18 — Resultado da avaliacdo de diferentes concentragdes do extrato hidroalcodlico da

polpa dos frutos do baru sobre a mortalidade de esquistossémulos de S.mansoni
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Fonte: Resultados obtidos pelo autor.

A dose de 200 ug/mL apresentou 87% de mortalidade apds 72h de exposi¢ao dos
parasitas ao extrato, enquanto o Praziquantel na dose de 3,9 pug/mL, usado como controle
positivo apresentou 100% de mortalidade nas primeiras 24 h de exposi¢do (Tabela 10).

A partir dos resultados obtidos da Tabela 10 calculou-se o ICsy do extrato no ensaio
com os esquistossdmulos. Foram obtidos os valores de ICsy de 126,0 pg/mL; 79,0 ug/mL;
52,0 pg/mL, respectivamente, para 24, 48 e 72h de exposi¢ao dos esquistossomulos ao extrato

(Figura 19). Os resultados se mostram dependente tanto em relagdo ao tempo de exposi¢ao
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quanto em relacdo a concentragdo do extrato, ou seja, quanto maior o tempo de exposicado e

quanto maior a dose, maior a atividade do extrato sobre essa forma de vida do parasita.

Tabela 10 - Efeito de diferentes concentracdes do extrato hidroalcodlico da polpa dos frutos

do baru sobre a mortalidade de esquistossémulos de S. mansoni

Concentragcdo Tempo de incubacdo (h) % de vermes mortos
24 53
Controle 2 48 9,0
72 13
24 5,3
0,1% DMSO 48 11,6
72 17,3
Praziquantel 24 100
24 12,3
12.5ug/mL 48 18,3
72 22,3
24 21,6
25ug/mL 48 26,6
72 35,0
24 41,3
50pg/mL 48 47,6
72 59,6
24 51,0
100pg/mL 48 60,6
72 66,3
24 62,0
200pg/mL 48 75
72 87,0

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 19— Resultado de ICsy da avaliagdo do extrato hidroalcodlico da polpa dos

frutos do baru sobre a mortalidade de esquistossomulos de S.mansoni
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Para o ensaio com os vermes adultos foi observado que mesmo nas concentragcdes
mais baixas, o extrato atua sobre o verme dificultando sua atividade motora o que pode ser um
indicativo que o verme teria dificuldade de se acoplar ao seu parceiro para a ovoposi¢ao
(diminuindo a carga parasitaria) em um hospedeiro na presenca do extrato (Tabela 11).

Na dose de 50 pg/mL a partir de 24 h de exposicdo dos vermes ao extrato 50% deles
tem sua atividade motora reduzida ao minimo Na dose de 100 pug/mL com 24 h de exposi¢ao,
a mortalidade dos vermes € de 50 % e a partir de 48 h 100% de mortalidade (Figura 20).

O fato de o extrato ter diminuido a motilidade dos vermes adultos pode estar
relacionada a presenca dos alcaloides que podem atuar sobre o sistema nervoso do parasita
causando paralisia motora (MIRANDA, 2010).

Os resultados obtidos até o momento (Tabela 11), apesar de preliminares, indicam uma
moderada atividade da polpa do baru sobre o S. mansoni adulto, sendo os valores de ICs
obtidos neste ensaio de 100 e 75,82 ug/mL, respectivamente para 24h e 48 h de exposi¢ao dos
vermes ao extrato (Figura 21).

A atividade do extrato sobre a mortalidade dos vermes adultos pode estar relacionada
a presenca de taninos e saponinas que sdo conhecidos por sua atividade anti-helmintica

(KATIKI et al., 2013).
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Tabela 11 — Efeito de diferentes concentra¢des do extrato hidroalcodlico da polpa dos frutos

do baru sobre a mortalidade de vermes adultos de S.mansoni

Concentracio Incubagdo % de vermes Atividade motora
(h) mortos Diminuido Minimo

Controle 24 0 0 0

Negativo

120 0 0 0

Controle positivo 24 100 0 0

12,5 pg/mL 24 0 100 0

48 0 100 0

72 0 100 0

120 0 100 0

25 pg/mL 24 0 100 0

48 0 100 0

72 0 100 0

120 0 100 0

50ug/mL 24 0 0 50

48 0 0 50

72 0 0 50

120 0 0 50

100 pg/mL 24 50 0 50

48 100 0 0

72 100 0 0

120 100 0 0

200 pg/mL 24 100 0 0

48 100 0 0

72 100 0 0

120 100 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20 — Efeito de diferentes concentra¢des do extrato hidroalcodlico da polpa dos frutos

do baru sobre a mortalidade de vermes adultos de S.mansoni
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Fonte: Resultados obtidos pelo autor.

Figura 21 — Representagdo ICsy do efeito de diferentes concentracdes do extrato
hidroalcodlico da polpa dos frutos do baru sobre a mortalidade de vermes adultos de
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Fonte: Resultados obtidos pelo autor.
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Tendo como base os resultados da avaliacdo esquistossomicida do extrato bruto, as
fracOes obtidas deste foram também avaliadas sobre os vermes adultos. A particdo do extrato
bruto com os vérios solventes de diferentes polaridades promove a remocdo seletiva das
substancias soldveis nesses solventes. A particdo com hexano forneceu a fracdo hexanica
composta por substancias apolares. Com o cloroférmio sdo extraidos compostos de polaridade
intermedidria soliveis em cloroférmio e com butanol compostos de alta polaridade, mas
pouco soltiveis em dgua (SIMOES et al., 2007). Com este procedimento seria possivel, apés
novos ensaios bioldgicos, determinar em qual fracdo se encontraria o principio ativo que deu
origem a atividade do extrato bruto e isold-lo (coluna ou HPLC). No entanto, os resultados da
avaliacdo das parti¢cOes sobre os vermes adultos foram contrarios ao esperado, pois nenhuma
das fracOes avaliadas apresentou atividade (Tabelas 12, 13 e 14). Esses resultados nos levam a
crer que a atividade apresentada pelo extrato bruto estd relacionada ao sinergismo entre os
vérios fitoconstitutintes presentes no extrato € ndo a uma substancia ou classe ou compostos
agindo isoladamente.

Recentemente inimeros trabalhos descrevem a atividade esquistossomicida de extratos
de plantas e 6leos essenciais (YOUSSIF et al., 2012; MAGALHAES et al., 2012; SALLOUM
et al., 2012), entretanto, em grande parte desses trabalhos a atividade apresentada pelo extrato
estd relacionada a um composto especifico diferente dos resultados obtidos em nossa
pesquisa.

O resultado obtido in vitro, a principio, indica um possivel uso da polpa como auxiliar
no controle da doenca, pois o Praziquantel apesar de eficaz ndo impede uma nova
contaminacdo e, além disso, o uso muito frequente do Praziquantel pode desenvolver
linhagens de parasitas cada vez mais resistentes, o que ja vem ocorrendo em alguns locais
onde existe a endemia (ARAIjJ 0O, 2010).

O paladar agraddvel da polpa aliado a seu potencial nutricional e terapéutico (até o
momento confirmado em ensaios in vitro) sobre o S. mansoni, podera contribuir ainda mais
para que a espécie seja preservada. Entretanto, a afirmacdo do uso terapéutico da polpa contra

o0 parasita s vird apds confirmacdo através da realizacdo de ensaios in vivo.
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Tabela 12 — Resultados obtidos da avaliagdo da fracdo hexanica do extrato hidroalcodlico da
polpa de baru frente aos vermes adultos do S. mansoni

Concentragdo Incubagdo % de vermes Atividade motora
(0 mortos Diminuido Minimo

Controle Negativo 24 0 0 0

120

Controle positivo 24 0 0 0

12,5 pg/mL 24 0 0 0

48 0 0 0

72 0 0 0

120 0 0 0

25 pg/mL 24 0 0 0

48 0 0 0

72 0 0 0

120 0 0 0

50ug/mL 24 0 25 0

48 0 25 0

72 0 25 0

120 0 25 0

100 pg/mL 24 0 25 0

48 0 25 0

72 0 25 0

120 0 25 0

200 pg/mL 24 0 25 0

48 0 25 0

72 0 50 0

120 0 50 0

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 13 — Resultados obtidos da avalia¢do da fragcdo cloroférmica do extrato hidroalcodlico

da polpa de baru frente aos vermes adultos do S. mansoni

Concentragdo Incubagao % de vermes Atividade motora

(h) mortos
Diminuido Minimo
Controle 24 0 0 0
Negativo 120

Controle positivo 24 0 0 0

12,5 pg/mL 24 0 0 0

48 0 0 0

72 0 0 0

120 0 0 0

25 pg/mL 24 0 0 0

48 0 0 0

72 0 0 0

120 0 0 0

50ug/mL 24 0 0 0

48 0 0 0

72 0 0 0

120 0 0 0

100 pg/mL 24 0 25 0

48 0 25 0

72 0 25 0

120 0 25 0

200 pg/mL 24 0 25 0

48 0 50 0

72 0 50 50

120 0 50 50

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 14 — Resultados obtidos da avaliac¢do da fragdao butandlica do extrato hidroalcodlico da

polpa de baru frente aos vermes adultos do S. mansoni

Concentragao Incubagio % de vermes Atividade motora

(h) mortos
Diminuido Minimo
Controle 24 0 0 0
Negativo 120

Controle positivo 24 0 0 0

12,5 pg/mL 24 0 0 0

48 0 0 0

72 0 0 0

120 0 0 0

25 pg/mL 24 0 0 0

48 0 0 0

72 0 0 0

120 0 0 0

50ug/mL 24 0 0 0

48 0 25 0

72 0 25 0

120 0 25 0

100 pg/mL 24 0 25 0

48 0 25 0

72 0 25 0

120 0 25 0

200 pg/mL 24 0 25 0

48 0 25 0

72 0 25 0

120 0 25 0

Fonte: Elaborado pelo autor.



74

4.4 Conteudo fenolico total e atividade antioxidante

Além dos efeitos biolégicos sobre parasitas e microrganismos que afetam o homem
muitas plantas também t€m despertado o interesse devido a seu poder antioxidante. Dentre as
plantas com propriedades antioxidantes, maior destaque tem sido dado aquelas que
apresentam compostos fendlicos, principalmente frutas e hortalicas, sendo que grande parte da
atividade antioxidante estd relacionada a presenca de flavonoides. Recentes estudos sugerem
que a ingestdo de flavonoides pode reduzir o risco de tumores da mama, c6lon, pulmao,
prostata, e pancreas além de prevenir doengas cardiovasculares (ROMAGNOLO; SELMIN,
2012).

O consumo de frutas contendo compostos fendlicos tem um apelo ainda maior devido a
potente propriedade antioxidante dessas substincias na prevencdo de doencas relacionadas ao
stress oxidativo como cancer e processos inflamatérios (DAI; MUMPER, 2010;
FIDANBOYLU et al., 2011).

A capacidade antioxidante de alimentos € determinada por uma mistura de diferentes
antioxidantes, com diferentes mecanismos de acdo, que pode ser determinada por uma
variedade de metodologias com base nestes diferentes mecanismos. Dentre essas
metodologias 0 método DPPH é um dos mais utilizados (ALf et al., 2008; ALMEIDA et al.,
2011; KUSKOSKI et al., 2005; DU et al., 2012).

Visando a propagacdo dos beneficios do consumo da polpa do baru foram
determinadas a quantidade de polifendis totais e a atividade antioxidante da polpa utilizando o
modelo DPPH.

Os resultados da avaliacdo de polifendis totais € expresso em termos de mg de
equivalente de acido galico (EAG) por 100g de fruta imida (FU). Com base na absorbancia
das amostras de dcido galico (em varias concentracdes com o regente de Folin) foi possivel
construir uma curva cuja equacao de reta foi utilizada para a determinacdo da quantidade de
polifendis totais. O resultado de R=0,9955 mostra a concordancia entre os valores obtidos

entre as andlises (Figura 22).
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Figura 22 — Gréfico de absorbancia x concentracdo do 4cido gélico. Determinacdo da equagao

da reta
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base na equacdo da reta e medida da absorbancia da amostra foi encontrado o
valor de 5,68 mg de 4cido galico por g de fruta fresca, logo em 100g de fruta o valor de fenois
totais passa a ser 568 mg EAG/100g FU. De acordo com os resultados apresentados o
conteddo de fendlicos totais na polpa do fruto € bastante elevado quando comparado a outras
frutas como a maca com valores de 118 mg EGA/100g FU e ainda de acerola de diversas

variedades com valores entre 174 a 375 mg EGA/100g FU (KIM et al, 2003).

Tabela 15 — Resultados das anélises de absorbancia da amostra de baru (polpa imida)

Quantidade de Quantidade de Abs. da amostra da polpa a 750
Amostra amostra (g) amostra/mL nm
1 0,15 0,05 0,304
2 0,15 0,05 0,304
3 0,15 0,05 0,303
Média 0,15 0,05 0,3036 + 0,0103

Fonte: Elaborado pelo autor.

A determinagdo da atividade antioxidante da polpa do baru foi realizada usando como
padrao de atividade antioxidante o dcido ascérbico (vitamina C) sendo o resultado expresso

ICso. Com base na absorbancia das amostras de acido ascérbico, apés reagdo com DPPH, foi
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possivel construir uma curva cuja equacao de reta que foi utilizada para a determinacdo do
ICsp (Tabela 16 e Figura 23) do 4cido ascoérbico para posterior comparacdo com o ICs

encontrada para a polpa da fruta.

Tabela 16 — Resultados das medidas de absorbéancia do acido ascorbico € % de

inibicdo do radical no ensaio de DPPH (Atividade Antioxidante)

Acido ascérbico pg/mL  Absorbancia da amostra

% de Inibi¢ao

515 nm
0,025 0,885 £ 0,006 14,543 + 0,625
0,05 0,713 £0,011 31,113+ 1,121
0,075 0,546 £ 0,014 47,232 + 1,407
0,1 0,394 £ 0,007 61,936 £0,728
0,125 0,224 +0,014 78,342 + 0,541
0,15 0,0466 £ 0,003 95,495 £ 0,331

Fonte: Elaborado pelo autor.

O resultado de R=0,9956 para a reta do 4cido ascorbico mostra a concordancia entre

os valores obtidos entre as analises.

Figura 23 — Atividade antioxidante do 4cido ascorbico em ensaio de DPPH
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Através da reta obtida € possivel substituir no lugar do y o valor de 50% que fornecera
em x a dose necessdria para que essa substancia forneca 50% de atividade antioxidante
correspondendo ao ICsy. Fazendo essa operagdo o valor encontrado para o acido ascérbico foi
de 1Csp= 0,08 pg/mL.

Esse resultado mostra a capacidade da vitamina C em inibir radicais, ou seja, sua
atividade antioxidante, pois quanto menor o valor de ICsy maior € o poder oxidante.

Assim como para o acido ascorbico o extrato também foi submetido ao mesmo
procedimento com DPPH fornecendo dados de absorbéncia e a partir deles os valores de % de

inibi¢do (Tabela 17 e Figura 24).

Tabela 17 — Resultados das andlises da absorbancia da polpa dos frutos em ensaios de DPPH

Amostra da polpa
pug/mL Absorbancia da amostra % de Inibicao
nm

0,05962 0.672 £ 0,042 35,111 £4,073
0,08224 0,529 + 0,044 48,938 £ 4,250
0,08275 0,331 £0,031 53,011 + 3,009
0,130004 0,226 £ 0,0561 78,137 +5,423
0,139122 0,168 + 0,044 83,711 £4,29
0,149741 0,085 + 0,026 91,763 + 2,56

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos dados de % de inibicdo em fun¢do da concentracdo do extrato foi feita o
grafico pra a obten¢do da reta para o cdlculo do ICs para o extrato.

Utilizando a equacgdo y = 607,57x — 0,0498 chegou-se ao valor de ICsy= 0,082 pg/mL.
Esse resultado mostra que o extrato possui excelente atividade antioxidante compardvel a da
vitamina C e que a grande quantidade de substincias fendlicas determinada anteriormente

pode ser responsdvel por esse resultado tdo expressivo.
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Figura 24 — Atividade antioxidante do extrato da polpa fresca de baru em ensaio de DPPH

Atividade antioxidante (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

y =607,57x - 0,0498

R2=0,9954

0 0,05

Fonte: Elaborado pelo autor.

|
0,1
Concentracao (ug/mL)

0,15

0,2



79

5 CONCLUSOES

A polpa dos frutos do baru apresentou taninos, flavonoides, alcaloides e saponinas em
grandes quantidades;

A polpa dos frutos ndo apresentou citotoxicidade sobre células de fibroblastos de
mamifero LLC- MK; nas concentra¢des avaliadas;

O extrato da polpa ndo apresentou atividade antimicrobiana sobre bactérias que causam
infeccao urindria ndo sendo recomendado seu uso medicinal para essa finalidade;

A polpa ndo apresentou atividade tripanocida sobre as formas tripomastigotas do 7.
cruzi;

A polpa apresentou fraca atividade leishmanicida sobre as formas promastigotas do L.
amazonensis,

A polpa dos frutos apresentou moderada atividade esquistossomicida in vitro com ICsg
de 52 pg/mL sobre os esquitossdmulos e 76 ug/mL sobre os vermes adultos, sendo um
indicativo para a realizacdo de ensaios in vivo, esta atividade pode ser atribuida ao sinergismo
entre os fitoconstituintes presentes € ndo a compostos atuando isoladamente.

A polpa apresentou grande quantidade de compostos fendlicos
(568mgEAG/100g FU);
A polpa apresentou excelente atividade antioxidante com ICsp=0,082 pg/mL igual a
obtida para a vitamina C.

A partir dos resultados dessa pesquisa foi possivel verificar algumas das propriedades
bioldgicas do baru. A divulgacdo desses resultados pode proporcionar aumento do consumo
da fruta como alimento nutracéutico contribuindo para sua preservacdo, com destaque para a
sua atividade antioxidante, visto que a atividade esquistossomicida deve ainda ser confirmada

em ensaios in vivo.
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Alimento nutracéutico
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Ateroma

Aterosclerose

Bloqueio neuromuscular
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Cercarias
Citotoxicidade
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Endemia
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GLOSSARIO

meio de cultura microbioldgico rico em proteinas.
gente causador de uma doencga.

Substancias liberadas por algumas espécies vegetais que afetam
o crescimento de outras espécies.

alimento ou parte de alimento com apelos médicos ou de saude.
eficaz contra reumatismo.

actimulo anormal de liquidos dentro da cavidade peritoneal — um
espaco entre os 0rgdos abdominais e os tecidos que revestem o
abdomen.

ateromas sdo placas, compostas especialmente por lipidos e
tecido fibroso, que se formam na parede dos vasos.

doenca inflamatéria cronica caracterizada pela formacdo de
ateromas dentro dos vasos sanguineos.

interrompe ou simula a  transmissdo  dos impulsos
nervosos na jungdo  neuromuscular  esquelética, causando
paralisia dos musculos esqueléticos afetados.

Linhagem de células de Rim de macaco Rhesus.
forma infectante do parasita da esquistossomose no homem.
toxico em células.

doenca inflamatéria do intestino, especialmente do célon, que
resulta fortes dores abdominais, ulceracao das mucosas, tenesmo
e diarreia, sempre acompanhada de muco e sangue, apds estagio
inicial de diarreia aquosa. Se ndo for tratada, a disenteria pode
ser fatal.

doenga localizada em um espaco limitado denominado ‘““faixa
endémica”.

forma do parasita da esquistossomose apds penetracio presente
na corrente sanguinea.

ciéncia, que estuda simultaneamente as contribui¢cdes da
botanica e da etnologia, evidenciando as interagdes entre as
sociedades humanas.



Eutanasia

Fitoterdpico

Formas promastigotas

Ganglios

Hepato/ esplenomegalia

Helmintos

Hipertensdo portal

ICso

Lise celular

Miracidios

Moléculas “self”

Morbidade

Propriedades sudoriferas

Schistosoma mansoni

Sindrome de Katayama

Sintomas agudos

Sintomas cronicos
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pratica pela qual se abrevia a vida de um enfermo incurédvel de
maneira controlada e assistida.

aquele alcancado de plantas medicinais, onde utiliza
exclusivamente derivados de droga vegetal.

forma infectante do parasita da leishmania quando este esta na
corrente sistémica.

formados basicamente por células imunoldgicas que procuram
defender a 4rea na qual se localizam da agdo deletéria de certos
agentes externos.

inchaco do Baco e Figado.

sdo parasitas causadores de doengas infecciosas.

hipertensao na veia porta e filiais que é frequentemente definida
como gradiente de pressao portal igual ou superior a 12 mm Hg.

medida da eficdcia de uma substancia na inibi¢do de uma fun¢ao
bioldgica ou bioquimica especifica.

rompimento da membrana celular.

larva ciliada do Schistosoma mansoni (aparece apds contato
solar em ovos presentes em aguas contaminadas).

antigenos proprios (produzidos pelo préprio organismo).

conjunto de casos de uma determinada doenga ou a soma de
agravos a saude, que atingem um grupo de individuos em um
dado intervalo de tempo e lugar especifico.

provoca suor.

parasita do género dos platelmintos tremétodes, responsavel
pela esquistossomose, uma parasitose grave que causa milhares
de mortes por ano.

Conjunto de sintomas que evidencia por febre, erup¢cdo cutinea
semelhante a uma urticaria, tosse, dor abdominal e inflamacgao
do figado e bago.

sintomas que caracterizam o inicio de uma enfermidade.
sintomas que caracterizam a pertinéncia de efeitos deletérios no

organismo causado por qualquer fator externo ou interno que
altere as fun¢des orgénicas.
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Tripomastigotas forma parasitaria da Doenca de Chagas que tem a capacidade de
invasdo de células.

Vetor ser vivo capaz de transmitir um agente infectante.



