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RESUMO

A espécie arboérea Pterogyne nitens Tulasne (Fabaceae-Caesalpinioideae) tem
demonstrado, através de diversos estudos, uma ampla série de substancias bioativas como, por
exemplo, flavonoides, terpenos, acidos fendlicos e alcaloides guanidinicos. A partir dos frutos
de P. nitens, foram preparados trés diferentes extratos, o extrato hexanico (EHF), o acetonico
(EACF) e o etanolico (EEtF), sendo este, o alvo para continuidade do estudo cromatografico. A
purificacdo do extrato etandlico através de métodos cromatograficos forneceu duas substancias
isoladas: pteroginidina (6) e afzelina (18), as quais foram confirmadas através da andlise de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono Treze — RMN para 'H e '*C. Foi
investigada a atividade antiparasitaria in vitro contra Schistosoma mansoni linhagem LE dos
trés extratos por meio de testes de reducdo da viabilidade dos vermes adultos. A avaliacdo in
vitro consistiu na observagdo de alteragdes fenotipicas classificadas em uma escala de
viabilidade apos periodos de 24, 48 ¢ 72h de incubagao com cada extrato. Os resultados foram
expressos em porcentagem de reducdo da viabilidade. Nenhum dos trés extratos demonstrou
redugdo significativa da viabilidade. Os extratos também tiveram sua atividade tripanocida
determinada contra Trypanosoma cruzi através do ensaio colorimétrico com MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina]. Os resultados foram expressos em
porcentagem de morte de 7 cruzi. Todos os extratos foram classificados como nao ativos devido

a auséncia de morte do parasito.

PALAVRAS-CHAVE: Pterogyne nitens, pteroginidina, alcaloides, guanidinas.



ABSTRACT

The tree species Pterogyne nitens Tulasne (Fabaceae-Caesalpinioideae) has
demonstrated, through several studies, a wide range of bioactive substances such as flavonoids,
terpenes, phenolic acids and guanidine alkaloids. From the fruits of P. nifens, three different
extracts were prepared, hexanic (EHF), acetone (EAcF) and ethanolic (EEtF), this being the
target for further study. The purification of the ethanolic extract using chromatographic
methods provided three isolated substances: pterogynidine (6) e afzelin (18), which were
confirmed by 'H and '*C Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The in vitro antiparasitic
activity against Schistosoma mansoni lineage LE was investigated for the three extracts using
the adult worms viability reduction test. The in vitro evaluation consisted of observing
phenotypic changes classified in a viability scale after periods of 24, 48 and 72 hours of
incubation with each extract. The results were expressed as a percentage of reduced viability.
None of the three extracts showed a significant reduction in viability. The extracts were also
tested for trypanocidal activity against 7rypanosoma cruzi through the colorimetric assay with
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]. The results were
expressed as a percentage of T cruzi death. Both extracts were classified as non-active due to

the absence of parasite death.

KEYWORDS: Pterogyne nitens, pterogynidine, alkaloid, guanidine.
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1. INTRODUCAO

Durante muito tempo as plantas foram o principal recurso utilizado como forma de
medicamento pelas civilizagdes. O farto universo vegetal resultou em diversos descritos sobre
preparagdes de ervas que foram repassados entre as geragdes. Com a chegada dos avangos
quimicos e tecnologicos, como as técnicas de isolamento, por exemplo, as possibilidades de
estudos de uma mesma planta foram ampliadas. (PEREIRA, 2012) (SA, 2008)

A planta Pterogyne nitens Tulasne (Leguminosae — Caesalpinioideae) (figuras 1 e 2),
popularmente conhecida como “amendoinzeiro”, “amendoim bravo”, “madeira nova”, “cocal”,
etc., ¢ uma espécie arbdrea de porte médio nativa da América do Sul e utilizada em grande
extensao do territorio brasileiro para a arborizacdo de ruas e areas verdes devido a beleza de
suas flores e folhas, o rapido crescimento e a baixa exigéncia em fertilidade. (LACERDA et al.,

2011) (LIMA, 2020)
Figura 1. Individuo de Pterogyne nitens utilizado para a coleta dos frutos.

Figura 2. Frutos (6rgao reprodutivos) de Pterogyne nitens.

Fonte: Autor (2021); Fonte: Autor (2021).

Além de seu potencial ornamental, a crescente quantidade de estudos sobre a espécie
tem demonstrado uma quantidade exuberante de compostos bioativos, entre eles, alcaloides
guanidinicos, flavonoides, acidos fendlicos, esteroides e terpenos. (REGASINI, 2008a) (LIMA,
2020) (REGASINI; FERNANDES et al., 2008b)

Em estudos realizados no nordeste da Argentina com comunidades indigenas Mbya-

L9

Guarani foi descrita a utilizagao das cascas de caule de “yvi-rar6”, nome local para a P. nitens,
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em preparagdes aquosas como tratamento de infec¢des parasitarias por Ascaris lumbricoides,
ou “tacho”, como ¢ denominada a parasitose na comunidade guarani. (CRIVOS et al., 2007)

Um levantamento bibliografico de (LIMA, 2020), no qual foram contemplados 36
trabalhos realizados com extratos e substancias de Pterogyne nitens, apresentou em 54% dos
trabalhos analisados a utilizagdo de folhas e/ou caules da planta como objeto de estudo, ja as
partes como flores e frutos que possuem maior dificuldade de coleta, tanto por acesso fisico
(altura da planta) quanto por acesso temporal (sazonalidade), compdem apenas 20% dos
estudos.

1.1 Alcaloides guanidinicos

Os alcaloides compdem um grupo de substidncias com mais de 20.000 estruturas
atualmente conhecidas, a grande variedade dificulta sua defini¢do, ainda sim, uma defini¢ao
que pode ser considerada abrangente as suas singularidades ¢ a proposta pela IUPAC: “Os
alcaloides sdo compostos nitrogenados basicos (geralmente heterociclicos) que ocorrem
principalmente no Reino Plantae (mas ndo se exclui os que sdo de origem animal).
Aminodcidos, peptideos, nucleotideos, acidos nucleicos, amino acgucares e antibidticos
normalmente ndo sdao considerados alcaloides. Por extensdo, certos compostos neutros
biogeneticamente relacionados aos alcaloides bésicos estdo incluidos na classificagdo como
alcaloides.” (NIC et al., 2012) (VEPOORTE; COQUEIRO, 2005)

Descobertas de diversas e intensas acdes farmacologicas sdo responsaveis pelo grande
interesse no estudo dos alcaloides. Historicamente muitos membros desse grupo tiveram suas
propriedades notadas tanto econdmica, quanto medicinalmente. Alguns exemplos de alcaloides
que se tornaram amplamente conhecidos sao a cafeina (1), a morfina (2) e a quinina (3) (Figura
3). A cafeina (1), encontrada principalmente nas sementes de Coffea sp. e nas folhas de
Camellia sinensis, ¢ presente em bebidas de grande popularidade como o café, o ché verde e a
coca-cola. (KUREK et al., 2019) (PELLETIER, 1983) (MARIA et al., 2006)

Figura 3. Estrutura quimica de trés alcaloides historicamente conhecidos: cafeina (1), morfina
(2) e quinina (3).

HO.

o)
HsC, NICH3
N o
| )
02 >N" TN H N
A ~CH;
CH, (1) HO® (2) (3)

Fonte: autor.

A morfina (2), o primeiro alcaloide a ser isolado da papoula do 6pio (Papaver
somniferum) em 1804 na sua forma cristalina, ¢ utilizada com ressalvas, devido suas
propriedades viciantes, para alivio de dores severas. (DUARTE et al., 2005). A quinina (3),
extraida de Cinchona sp., tem conhecida atividade antimalérica (KUREK et al., 2019) e ganhou
recente repercussao devido um estudo de docking molecular que predizia um possivel bloqueio
de infec¢do do virus Sars-Cov-2. (LESTARI et al., 2020)

Os alcaloides guanidinicos (AG) possuem como caracteristica comum a presenga do
nucleo guanidinico (4) (Figura 4), podendo este ser ciclico ou aciclico. As atividades
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anticancerigena (DYSHLOVOY et al., 2020a) (DYSHLOVOY et al., 2020b), antiparasitaria
(MARTINS et al., 2016), antimalarica (GROS et al., 2015), antibacteriana (COQUEIRO et al.,
2014), entre outras, sdo bem estabelecidas na literatura para essa classe de compostos.

O primeiro alcaloide guanidinico de P. nitens, a pteroginina (5) (Figura 4), foi relatado
em 1969 no primeiro estudo realizado com a planta, dois anos depois foi isolado seu isomero
constitucional, a pteroginidina (6) (Corral & Petruccelli, 1969) (Corral & Petruccelli, 1971).
Somente em 1995 que um estudo, no qual trés outros AG, nitensidina A-C (7 - 9) (Figura 4)
foram isolados, descreveu a primeira bioatividade para os alcaloides guanidicos de P. nitens,
sendo ela, citotoxicidade seletiva a linhagem mutante de Saccharomyces cerevisiae (BOLZANI
et al., 1995).

Figura 4. Estrutura quimica do nucleo guanidinico (4) e dos alcaloides guanidinicos
pteroginina (5), pteroginidina (6), nitensidinas A-C (7-9).

(4) (5) (6)
NH NH NH
oo, madond Al
|
(7)
(8)

Fonte: Autor.

1.1.1 Pteroginidina (6)

O alcaloide guanidinico-terpénico, pteroginidina (6) (Figura 5), formado por duas
unidades isoprenilicas substituidas em um nucleo guanidinicos, foi isolado pela primeira vez a
partir de caules de Pterogyne nitens em 1971, contudo, estudos posteriores evidenciaram sua
presenca em plantas do género Alchornea (CALVO et al., 2007) (MAVAR-MANGA et al.,
2008).

A pteroginidina, possui variadas atividades biologicas, tais como, bactericida
(COQUEIRO et al., 2014), inibidora do crescimento de células mamarias cancerigenas
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(DUARTE et al., 2010), apoptotica (LOPES et al., 2009), anti-inflamatéria (MAVAR-MANGA
et al., 2008), gastroprotetora (CALVO et al., 2007), citotoxica contra osteoclastos (TAJIMA et
al., 2015) e inibitéria de mieloperoxidase (MPO) (REGASINI et al., 2008b). Em vista disso, ¢
plausivel considerar a pteroginidina com um potencial promissor para o desenvolvimento de
compostos analogos com foco em diferentes usos terapéuticos.

Figura 5. Estrutura quimica do alcaloide guanidicico pteroginidina (6).

)%/\NJTN/\J\ (6)
H H

Fonte: autor.

1.2 Flavonoides

Os metabdlitos secundarios, flavonoides, sdo compostos fenodlicos extensamente
distribuidos no reino vegetal. Muitos flavonoides apresentam coloragdo intensa, principalmente
em tons amarelos, essa observagao foi responsavel por seu nome, uma vez que “flavo”, do latim,
significa “amarelo”. (VILA, 2006) (POZZOBON, 2011)

A estrutura basica dos flavonoides consiste em um nucleo polifendlico (10) (Figura 6)
composto por 15 dtomos de carbonos organizados em trés anéis, sendo dois, anéis de benzeno
(A e B). As diversas possibilidades de modificagdo (adi¢ao, reducgdo, glicosilagao, amidagao,
hidroxilagdo etc.) na biossintese do nucleo polifendlico € responsavel por mais de 8000
variagdes de flavonoides ja descritas na literatura (VILA, 2006) (FLAMBO, 2013)

Figura 6. Estrutura quimica do nucleo basico de flavonoides (10).

Fonte: Autor.

A biossintese de flavonoides ndo ocorre no metabolismo humano, no entanto, estudos
relataram que essa classe de substancia atua na prevencgado de doengas e na manutengao da saude
humana. (FLAMBO, 2013) (PANCHE et al., 2016).

Em uma revisdo bibliografica realizada por (SANTOS; RODRUIGUES, 2017), as
atividades antiviral, anti-inflamatoria, antioxidante, antitumoral e antimicrobiana foram
atribuidas a seis de flavonoides (Figura 7) incluidos em um universo de 8000 flavonoides:
acacetina (11), amentoflavona (12), buteina (13), hesperidina (14), quercetina (15) e rutina (16).
Em notoriedade as atividades apresentadas, ¢ possivel salientar a importancia de pesquisas, na
deteccao e caracterizacdo dos flavonoides, que permitem conhecer com maior acuidade seus
mecanismos de acao.
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Figura 7. Estruturas quimicas dos flavonoides: acacetina (11), amentoflavona (12), buteina
(13), hesperidina (14), quercetina (15) e rutina (16).

Fonte: Autor.

1.2.1 Afzelina (18)

O kaempferol (17) (Figura 8), tem como caracteristica a presenca de hidroxilas
nos carbonos 3, 5, 7 € 4’ e uma carbonila ciclica insaturada no carbono 4 no ntcleo
basico dos flavonoides (11) (Figura 7). A presenga de grupos hidroxilas pode favorecer
a ligagdo com unidades de agucares, proporcionando a obten¢do de uma variedade de
analogos do kaempferol. Um desses analogos, o kaempferol-3-ramnosideo, ¢ conhecido
como afzelina (18) (Figura 8).

A afzelina (18) ¢ um flavonoide natural composto por um ramnosideo ligado
através de uma ligagdo O-glicosidica ao nucleo kaempferol na posi¢do 3. Este
flavonoide esta presente em diferentes espécies vegetais, como por exemplo: Prunus
tomentosa (KIM et al., 2008), Bauhinia forficata (CECHINEL-ZANCHET et al., 2020),
Zingiber zerumbet (MURATA et al., 2017), Schima wallichii (DIANTINI et al., 2012),
Cornus macrophylla (LEE et al., 2014) e Thesium chinense (KIM, 2019).
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A ampla distribuicdo de (18) no reino vegetal, que varia entre espécies
consideradas comestiveis e medicinais, proporcionou a possibilidade de estudos sobre
esse flavonoide em plantas originarias de diversos paises, sendo assim, em contramao a
muitas moléculas cujos potenciais ndo foram descobertos dada a caréncia de estudos, a
afzelina conta com uma variedade de atividades bioldgicas relatadas.

Algumas dessas atividades sdo: agdo diurética prolongada e poupadora de
potassio, redutora da producao de ROS e nitrito em homogenato de rim, redutora da
formacdo de cristais de oxalato de calcio na urina, protetora renal (CECHINEL-
ZANCHET et al., 2020), anti-colinesterase (MURATA et al., 2017), inibitoria da
proliferagao de células de cancer de mama (DIANTINI et al., 2012), antibacteriana
contra Pseudomonas aeruginosa (LEE et al., 2014), anti-inflamatéria e antioxidante em
células de queratindcitos expostas a material particulado (KIM, 2019).

Figura 8. Estrutura quimica dos flavonoides: kaempferol (17) e afzelina (18).

(17)

Fonte: Autor.

1.3 Doencas tropicais negligenciadas

As doengas tropicais negligenciadas (DTN) sdo um conjunto de doengas endémicas
infecciosas que incidem nas regides consideradas subdesenvolvidas como partes da Africa,
América Latina, Leste do Mediterraneo, Sudeste da Asia e Oeste do pacifico. Estima-se que
500 mil a 1 milhao de mortes por ano sejam causadas pelo conjunto de DTN. (DIAS, 2013)

Devido a caréncia de servigos basicos de dgua, higiene, saneamento basico, habitagdo
adequada, servicos de saude e educagao, as doengas se propagam com maior facilidade entre
as pessoas em situacdo de vulnerabilidade economica. Além disso, quadros de deficiéncias
nutricionais como anemia ¢ desnutricdo, comuns em zonas de caréncia econdmica, estiao
associados ao agravamento das DNT para suas formas cronicas. (VALVERDE, 2013)

A origem social-economica das doencas ¢ o que as tornam negligenciadas, pois a
necessidade de tratamentos de baixo custo inibe o interesse das industrias farmacéuticas no
financiamento de pesquisas para o desenvolvimento de fArmacos nessa area. A consequéncia
do desinteressante perante essas patologias, sdo opgoes terapéuticas limitadas e regadas de
problemas como baixa eficacia e elevada toxicidade, como se ndo bastasse, o surgimento de
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cepas resistentes aos tratamentos disponiveis torna-se cada vez mais frequentes. Posto isso, €
notdria a urgéncia em pesquisas que busquem melhorar o panorama das DTN. (DIAS, 2013)
(ROSARIO, 2017)

1.3.1 Schistosoma mansoni — Esquistossomose

A esquistossomose, conhecida popularmente como “barriga d’agua” e “doenca do
caramujo” ¢ uma doenca infecto parasitaria causada pelo trematédeo Schistosoma mansoni. O
parasito possui em seu ciclo biologico caramujos de agua doce do género Biomphalaria como
seu hospedeiro intermediario € 0 homem como seu hospedeiro definitivo.

Segundo dados de (ROCHA, 2016), em 2016 foi constatada a presenca de
aproximadamente 200 milhdes de pessoas estdo infectadas e 779 milhdes sob risco de infeccao
pelo Schistosoma mansoni em todo mundo. O Brasil ¢ o pais com maior quantidade de casos
da doenga, entre os anos de 2010 e 2012 foram relatadas 1.464 mortes por esquistossomose.
(Ministério da Saude, 2014)

O ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni ¢ composto pelas formas evolutivas: verme
adulto (macho e fémea), ovo, miracidio, esporocistos, cercaria e esquitossomulo. A doenca ¢
adquirida pelo homem através da penetragdo ativa da cercaria na pele quando em contato com
dguas contaminadas, as cercarias desenvolvem-se para esquistossomulo apods a infec¢do do
hospedeiro definitivo. O esquistossomulo migra via corrente sanguinea e linfatica e alojam-se
principalmente em vasos sanguineos do figado e do intestino, onde evoluem para a forma
adulta.

Os parasitos depositam seus ovos nos vasos portais mesentéricos, € principalmente, nas
vénulas da parede do intestino. Os ovos sdo liberados através das fezes do hospedeiro e eclodem
para a forma miracidio quando atingem o ambiente aquatico, neste ambiente encontra-se seu
hospedeiro intermediario. Ao penetrar as partes moles do hospedeiro intermediario, o miracidio
perde algumas estruturas, as células remanescentes passam por um processo complexo de
alteragdes morfoldgicas que compreende a forma de esporocistos. Os esporocistos depois de
maduros se transforam em cercarias, reiniciando o ciclo de vida do parasito. (ROCHA, 2016)

Clinicamente a doenga pode ser classificada em fase inicial e fase tardia, embora muitas
pessoas permanegam assintomaticas, dependendo da intensidade da infec¢ao e das condigdes
de saude do individuo. A fase inicial, referente a penetracdo das cercarias, corresponde a uma
dermatite/alergia na regido. A fase tardia ou forma crdnica, inicia-se a partir dos 6 meses apds
a infec¢do e caracteriza-se por manifestagcdes clinicas de natureza hepatointestinal (diarréias e
nodulagdes/fibrose hepatica), somente hepatica (fibrose e nddulos, sem diarréia),
hepatoesplénica compensada (hipertensdo portal, causando varizes no esofago, dores
abdominais atipicas, crescimento do bago e hemorragia) e hepatoesplénica descompensada
(diminuigdo acentuada do estado funcional hepatico, surtos hemorragicos e isquemia hepatica).
(ROCHA, 2016) (GOMES et al., 2016)

O tratamento da esquistossomose consiste na administragdo de medicamentos
especificos, atualmente os farmacos praziquantel e oxamniquina sdo utilizados para o
tratamento de criangas e adultos, no entanto ja foram relatados casos de baixa tolerabilidade
desses medicamentos por criangas e indicios de cepas de parasitos resistentes. Estes relatos
demonstram limitagcdes no tratamento da esquistossomose, sendo assim, a busca por novos
farmacos capazes de auxiliarem no tratamento evidencia-se necessaria. (ROCHA, 2016)
(FUNDACAO FIO CRUZ, 2020)

17



1.3.2 Trypanosoma cruzi — Doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi, uma das espécies de protozodrio pertencentes ao género
Trypanosoma, € o agente etiologico responsavel pela doenga de Chagas (DC). A doenga ¢
transmitida através de triatomineos que atuam como vetores. Dados de 2016 estimaram no
mundo cerca de 6-8 milhdes de pessoas infectadas e 65-100 milhdes de pessoas em risco de
infecgdo, sendo os paises da América Latina os mais afetados. (ALVAREZ-HERNANDEZ et
al. 2016)

O ciclo biologico basico do T cruzi, consiste em 3 formas evolutivas, tripomastigotas,
amastigotas e epimastigotas. A forma tripomastigota, ¢ sua forma infecciosa para os
hospedeiros vertebrados, a forrma amastigota ¢ a forma na qual o parasito ¢ encontrado no
interior das células de hospedeiro celular, nessa forma ele ¢ capaz de se multiplicar por fissao
binéria.

Quando na forma epimastigota o parasito também ¢ capaz de se multiplicar por fissao
bindria, nesta forma a presenca de flagelos lhe confere intensa mobilidade, possibilitando entdo,
a ancoragem ao epitélio do coldn no trato gastrointestinal dos vetores, onde apds um periodo
de multiplicagdo, retornam a forma tripomastigota. (COSTA et al, 2013) (ALVAREZ-
HERNANDEZ et al. 2016) (PINHEIRO et al. 2017)

A transmissao da doenga de chagas ocorre por diferentes métodos: via oral (ingestao de
alimentos contaminados), vetorial, por via transfusional (transfusdo de sangue), transplantar
(transplante de 6rgaos), transmissao congénita (transplacentaria ou contato com sangue da mae
durante o parto) e por acidentes laboratoriais. A via vetorial, correspondente a 80% dos casos
de infecgdo, da-se quando o triatomineo defeca apds picar o humano, pois o incomodo gerado
pela picada leva o humano a cocar o local, propiciando a penetragdo dos tripanossomos
presentes nas excre¢des do vetor. (ALVAREZ-HERNANDEZ et al. 2016) (PINHEIRO et al.
2017)

A doenga de chagas pode apresentar duas fases clinicas distintas, a fase aguda e a fase
cronica, sendo que a fase aguda pode desenvolver-se para fase cronica em pacientes
imunodeprimidos. Na fase aguda sintomatica podem surgir edemas nas palpebras e nodulos em
qualquer regido do corpo. A fase cronica sintomadtica se caracteriza por cardiopatia grave gerada
por mudangas anatdmicas no miocérdio e no tubo digestivo. (COSTA et al, 2013) (ALVAREZ-
HERNANDEZ et al. 2016)

Para o combate da doenca de chagas o principal caminho encontra-se na melhoria das
condig¢des habitacionais, como saneamento basico e cuidados com higiene local, que diminuam
a incidéncia de focos de criagdo do vetor. O combate ao vetor impacta diretamente em todas as
vias de transmissao, contudo, o controle de qualidade dos servigos de hemoterapia também se
faz necessario. (PINHEIRO et al. 2017) (COSTA et al, 2013)
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2. OBJETIVOS

I.  Preparar extratos hexanicos, acetonicos e etanolicos dos frutos de P. nitens;
II.  Isolar e identificar alcaloides e flavonoides dos extratos etanolicos de P. nitens;
III.  Avaliar o potencial farmacologico dos extratos e das substancias buscando a
descoberta de agentes antiparasitarios contra Schistosoma mansoni e
Trypanosoma cruzi.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Coleta do material botanico

A coleta, de aproximadamente 920g, do material vegetal foi realizada no Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE), Sdo José do Rio Preto — SP, Brasil
(20°47°02,00°°S, 49°21°35,57°°W), no dia 17 de maio de 2018, sob orientacao do Prof. Dr. Luis
Octavio Regasini, que possui um extenso historico de estudos com a planta Pterogyne nitens
Tulasne (Fabaceae — Caeasalpinioideae). (REGASINI, 2008a) (REGASINI et al., 2008b)
(REGASINI et al., 2009) (TAJIMA et al., 2013) (LOPES et al, 2009) (FERREIRA et al., 2009)
(COQUEIRO et al, 2014).

Uma exsicata (HISA 10291) foi depositada no Herbario de Ilha Solteira (HISA). O
numero de acesso a biodiversidade brasileira A85B7DS5 foi registrado no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado.

3.2 Material vegetal e producio dos extratos

O esquema representado na figura 9 ilustra o processo para obte¢do dos extratos dos
frutos de P nitens. Os frutos coletados foram secos a temperatura ambiente e triturados
utilizando um moinho de facas. O material triturado foi divido igualmente em trés porcdes de
aproximadamente 300 g recipientes de vidro com volume de 3L cada. Para a produgao dos
extratos, os recipientes foram preenchidos com 2,3 L do solvente respectivo ao extrato,
seguindo a proporg¢ao 1:3 (folhas secas:solvente) de altura.

Apo6s o periodo entre 48h-72h sob agitacdo esporadica os extratos dos frutos foram
filtrados e a solugdo resultante concentrada sob pressdo reduzida em um evaporador rotativo
digital. Este processo foi repetido 5 vezes para os extratos hexanico (EHF) e acetonico (EAcF)
e 7 vezes para o extrato etanolico (EEtF). Os extratos concentrados obtidos do processo de
maceracao foram reunidos e tiveram seus rendimentos calculado (Tabela 1).
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Figura 9. Esquema - reparagdo dos extratos.

I - Maceraciao com hexano
5 x [frutos secos:solvente (1:3)]
periodo =~ 48h - 72h

II — Macerag¢io com acetona
5 x [frutos secos:solvente (1:3)]
periodo =~ 48h - 72h

III — Maceracio com etanol
7 x [frutos secos:solvente (1:3)]
periodo =~ 48h - 72h

Frutos secos e

triturados

Extrato hexanico Residuo solido

11

Extrato acetonico Residuo solido

Extrato etanodlico 11 Residuos solido

Fonte: Autor.

Tabela 01. Rendimento estimado dos extratos

Massa dos frutos Massa dos extratos

Tipo de extrato Codigo obtidos
secos (g) P ’ (rendiment((f)%)a
hexanico EHF 30,0 (3,26)
920 acetonico EACF 26,9 (2,92)
etanodlico EEtF 27,2 (2,96)

a- Os rendimentos foram calculados em fungdo da massa de frutos secos e moidos.

Em uma tentativa de solubilizar o extrato etanolico com etanol para efetuar uma
transferéncia de frasco, foi observada a formag¢do de um precipitado esbranqui¢ado [(EEtF
(ppt)], uma aliquota deste precipitado foi coletada para testes posteriores.

3.3 Isolamento

Quatro aliquotas do EEtF foram submetidas a Cromatografia de Permeag¢do em Gel
(CPG, LH-20, Sephadex®) (150 x 5 cm) e eluidas com etanol (Tabela 2). As fragdes de
interesse foram identificadas por andlise de Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA) reveladas nos comprimentos de onda 254 ¢ 365 nm e com o revelador quimico
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anisaldeido sulfurico. Foram denominadas fragdes flavonoidicas aquelas que apresentaram
coloragao amarela (Figura 10) e fragdes alcaloidicas aquelas que apresentaram coloragdo roxa
(Figura 10) apos tratamento da cromatoplaca com anisaldeido sulfurico. Além disso, as CCD
das fragoes alcaloidicas foram reveladas com reagente de Dragendorff, apresentando coloragdo
laranja (Figura 11).

Figura 10. Cromatoplacas das fracdes flavonoidicas e alcaloidicas reveladas com Anisaldeido
Sulfurico. [(A) Coloragio referente as fragdes alcaloidicas; (B) Coloragdo referente as fragdes flavonoidicas.]

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 11. Cromatoplacas das fracdes alcaloidicas reveladas com reagente de Dragendorft.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 02. Colunas EEtF [(CPG, LH-20, Sephadex®) (150 x 5 cm)]

Codigo da Massa EEtF  N° das fracdes alcaloidicas N° das fracoes flavonoidicas

coluna (2) [massa (mg)] [massa (mg)]
08-09° [12,3] 31-36 [13.3]
EEtF-C1 1 111-01 £2[,§’]9] 37-46 [29.4]
35-39[12,5]
EEtF-C2 I 14-16 [57.,8] A
45-58 [61,8]
59-63 [40,0]
EEtF-C3 I 253 43-56° [64,2]
22-33[178,6]
09-12 [138,9]
13-14 [124,2]
EEtF-C4 4 15-16 [110,7] 3237 0L
38-45[128,9]
17-19 [72,0]

20-31[588,9]

b Foi realizada a analise por Ressonincias Magnética Nuclear (RMN) 'H e/ou 1*C

¢ As fragdes foram selecionadas para a continuidade do trabalho.

As fragdes selecionadas (¢, tabela 2) foram purificadas através da Cromatografia em
Coluna de Fase Normal (CC-FN). Para maior efetividade da técnica aplicada, a propor¢ao dos
solventes para composi¢ao da fase movel foi estudada utilizando-se CCD. Neste estudo visou-
se obter um perfil em CCDA no qual fosse observado maior diferenga de fatores de retencao
(Rf) entre o composto de interesse e produtos minoritarios.

Tabela 03. Colunas de purificagdo.

Codigo da Dimensdes da Fase estacionaria / Fracio purificada Massa
coluna Coluna (cm) Fase movel §ao0p (mg)
EEtF-P2 _ 32-37 (EEtF-C4) 101,7
Silica gel /
25x5) CHCl3:MeOH (8:2)
EEtF-P3 > ‘ 43-56 (EEtF-C3) 64,2

Todo o processo de purificagdo foi acompanhado através de andlises por CCDA
reveladas com o reagente Anisaldeido. As fragcdes consideradas puras foram selecionadas para
a Identificagdo (subitem 3.4).
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3.4 Identifica¢ao

Visando a identifica¢do de suas estruturas, efetuou-se a coleta de amostras com massa
entre 3 e 9 mg, das fragdes 5-6 ¢ 9 da coluna EEtF-P3 classificadas como puras, para analise
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio Um. Com o mesmo intuito, foi também
coletado aproximadamente 9 mg de cada fracdo considerada pura (44-48 ¢ 49-55) da coluna
EEtF-P2 e da fragdo 8-9 (EEtF-Cl1) para a realiza¢do das andlises de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio Um e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono Treze. Ambas as
amostras coletadas foram solubilizadas em DMSOq4 [dimetil-sulféxido deuterado
(CD3COCD3)]

As estruturas foram identificadas apos a analise dos espectros obtidos confrontando seus
valores com os dados da literatura. (REGASINI, 2008a)

3.5 Ensaios Biolégicos

3.5.1 Avaliacao da atividade dos extratos e substincias de P. nitens contra
Schistosoma mansoni linhagem LE in vitro.

Uma amostra de cada extrato foi enviada para o Laboratério de Pesquisa em
Parasitologia (LAPPA) na Universidade de Franca.

Para o ensaio, uma placa de cultura de 24 pogos foi preparada com a adi¢do de 2 mL de
meio RPMI 1640 (Inlab, Campinas, Sdo Paulo) tamponado com HEPES 20uM, pH 7,5 e
suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco) e 10% de soro
bovino fetal (Gibco) em cada poco. Em seguida transferiu-se 2 casais de vermes adultos de
Schistosoma mansoni linhagem Luiz Evangelista (LE) para cada pogo e efetuou-se a incubacao
em atmosfera umidificante a 37°C na presenca de 5% de CO; por 24 horas.

Para cada extrato o procedimento seguido foi sua solubilizagdo em dimetil-sulféxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich) e a respectiva aplicagdo nas concentragdes de 12,5, 25, 50, 100 e 200
pg/mL. Como controles foram utilizados Praziquantel (PZQ) (Sigma-Aldrich) previamente
solubilizado em DMSO e adicionado na concentracdo 1,6 pM (controle positivo), meio RPMI
1640 suplementado mais 0,5% de DMSO (controle solvente) e apenas meio RPMI 1640
suplementado (controle negativo). Cada concentragdo foi aplicada em 4 pocos, resultando em
um n amostral de 16 vermes (8 casais) para cada concentracao.

Os casais de vermes adultos foram visualmente analisados por meio de um microscopio
invertido (Microscopio Primo Vert, Carl Zeiss) (4 — 10x) apds os periodos de 24, 48 ¢ 72h. A
analise consistiu na observacdo e classificacdo de alteracdes fenotipicas de acordo com uma
escala de viabilidade de parasitos (0-3) sendo: 3 para vermes normais, fixados na placa com
bons movimentos; 2 para vermes com movimentos lentos; 1 para vermes movimento
severamente reduzido, com ou sem alteragdes no tegumento e o valor 0 para vermes mortos ou
com auséncia de movimentos apds dois minutos de analise (RAMIREZ et al. 2007).
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3.5.2 Avaliacao da atividade dos extratos e substincias de P. nitens contra
Trypanosoma cruzi in vitro

O precipitado [EEtF (ppt)], assim como amostras dos extratos EEtF, EAcF e EHF foram
encaminhados para o Centro de Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz a fim de
avaliar uma possivel atividade contra Trypanosoma cruzi.

Para o ensaio, realizado em parceria com o Prof® Dr. André Gustavo Tempone, de
acordo com (MORALIS; COSTA-SILVA; TEMPONE et al, 2014) (PINTO; TEMPONE, 2012),
as amostras foram dissolvidas e diluidas em meio RPMI-1640, suplementado com 2% de soro
fetal bovino em uma microplaca de 96 pocos.

Formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, obtidas de células LLC-MK2, foram
contadas com auxilio de um hemocitometro e semeadas na microplaca a uma concentragao de
1x10%poco. Apds esse procedimento, as amostras foram incubadas por 24h a 37 °C em estufa
de CO2 (5%). A viabilidade dos tripomastigotas foi verificada através de ensaio colorimétrico
utilizando-se MTT. (MOSMANN, 1983)

Para o ensaio, foi adicionado 20 puL/po¢o de MTT 5 mg/mL dissolvido em uma solugao
tampao fosfato-salina (PBS), e esterilizado através de uma membrana com porosidade de 0,22
um, em seguida, efetuou-se uma incubagdo, nas mesmas condi¢des anteriores, por 4h.

O Formazan foi extraido utilizando 10% de dodecil sulfato de sodio (SDS). A densidade
optica foi determinada com o auxilio de um leitor de placas espectrofotométrico a 570 nm. Os
controles negativos (100% de viabilidade) empregues foram tripomastigotas incubados sem
compostos ou DMSO e para o branco, pogos sem células. Como controle positivo (100% de
morte), foi utilizado benznidazol, e como controle negativo auséncia de farmaco e DMSO.
Foram consideradas ativas as amostras que resultaram na morte de 50% dos individuos para
concentracao utilizada (300pg/mL).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Substincias isoladas

As fragoes selecionadas (¢, tabela 02) foram purificadas através da Cromatografia em
Coluna de Fase Normal (CC-FN). Nesta técnica as substincias presentes na amostra interagem
com a fase estaciondria (silica gel) de acordo com suas polaridades, o tempo de retencao do
soluto na coluna aumenta a medida que sua polaridade aumenta. A fase movel, ou eluente, tem
como funcao deslocar os solutos coluna abaixo. Os solventes, ou eluentes, mais polares
(Metanol p.e.) competem com as substancias pelos sitios de adsor¢do da silica, facilitando a
dessorcao, os solventes menos polares, como hexano e cloroférmio, carreiam as moléculas mais
apolares, no entanto, ndo facilitam a dessor¢do. (NETO; SILVA; NUNES, 2003) (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006)

Das fracdes flavonoidicas isoladas nas colunas de CC-FN (tabela 3) e enviadas para
RMN 'H e/ou 3C, apos a interpretacdo e comparagdo dos espectros com dados da literatura,
ambas as fragdes foram identificadas como o flavonoide Afzelina. Além do flavonoide isolado
das colunas EEtF-P2 e EEtF-P3, o alcaloide pteroginidina, isolado na coluna EEtF-C1 também
foi identificado através da comparacao dos seus espectros.

4.1.1 Pteroginidina

Os deslocamentos quimicos (6) encontrados para a fragao 8-9 (EEtF-C1) estao de acordo
com os sinais obtido por Regasini (2008a), tanto para a analise de RMN 'H (ANEXO 1, p. 43),
quanto para a analise de RMN 3C (ANEXO 2, p. 43), os valores estio apresentados na tabela
04. Com base nesses valores, ¢ possivel inferir que a substancia isolada ¢ o alcaloide
guanidinico pteroginidina (6) (Figura 12). No entanto, além dos sinais caracteristicos da
pteroginidina, € possivel observar no espectro de hidrogénio um singleto em 6H 8,32, com baixo
valor de integracdo (0,16), e no espectro de carbono a presenga de dois sinais a mais (6 40,81 e
79,63 ppm), esses sinais indicam a provavel presenca de alguma substincia trago nao
identificada.

Figura 12. Estrutura quimica do alcaloide guanidinicos, pteroginidina (6).

1 1]
NH
PONE P I
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2 5

Fonte: Autor.
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Tabela 04. Comparacio entre os sinais de RMN 'H e °C obtidos para a pteroginidina (6)
(Figura 12), fragao 8—9 (EEtF-C1) (ANEXOS 1 e 2, p. 43), com os sinais encontrados na
literatura.

Sinais obtidos Sinais da literatura®
Posicao on; mult., J (Hz) oc OHx; mult., J oc
(Hz)
1 7,20, sl - 7,2; sl -
2 - 157,3 - 156,9
3e4d 7,70, s - 7,72;t; 6,5 -
1’ 3,71, 1, 5,24 39,2 3,70; t; 6,5 38,7
2’ 5,19, 1, 6,78 119,5 - 119
3 - 136,7 1,63;s 136,0
4’ 1,64, s 25,7 1,69; s 17,7
5’ 1,71, s 18,3 1,69; s 25,1

X (REGASINI, 2008a)

4.1.2 Afzelina (18)

Figura 13. Estrutura quimica do flavonoide Afzelina (18).

HO

18  ¢8) HO

Fonte: Autor.
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Tabela 05. Comparacio entre os sinais de RMN 'H e '*C obtidos com os sinais encontrados
para a afzelina na literatura.

Sinais obtidos Sinais da literatura
Posicao oc on; mult., J (Hz) oc on; mult., J
(Hz)

2 157,0 - 157,3 -

3 134,6 - 134,3 -

4 178,1 - 177,8 -

5 160,4 - 161,3 -

6 99,24 6,20; d; 2,0 98,8 6,19;d; 2,0

7 164,9 - 164,3 -

8 94,2 6,40; d; 2,0 93,8 6,40; d; 2,0

9 157,7 - 156,6 -

10 104,5 - 104,2 -

1’ 121,0 - 120,6 -
2°e6’ 131,1 7,75; d; 8,8 130,7 7,73;d; 9,0
3es 115,8 6,92; d; 8,8 115,5 6,9;d; 9,0

4’ 161,7 - 160,0 -

1 102,2 5,29;d; 1,2 101,8 5,27;d; 2,0

27 70,8 3,47;dd, 3,0e 9,1 70,4 3,47; m

3 70,5 3,97-3,98, m 70,1 3,96; m

4 71,6 3,14,t,9,1 71,2 no

5 71,1 3,06-3,15, m 70,7 3,09; m

6’ 17,91 0,8,d, 6,0 17,5 0,77;d; 5,5

Nos espectros de RMN 'H (ANEXOS 3 e 5, p. 44—45), relativos as fragdes flavonoidicas
44-48 e 49-55 da coluna (EEtF-P2) e 9 da coluna (EEtF-P3), foram observados dois dupletos
com deslocamento quimico (on) de 6,21 e 6,41 ppm constante de acoplamento (J) de 2,0 Hz
que indicam um sistema de substitui¢cao 5,7 no anel aromatico A do nucleo flavona, os quais
foram atribuidos aos hidrogénios 6 e 8.

Foram identificados outros dois dupletos, ambos integrando para dois hidrogénios,
sendo um em 6,92 ppm, atribuidos aos hidrogénios 3’ ¢ 5°, e o segundo em ou 7,75 ppm,
atribuidos aos hidrogénios 2’ € 6° do anel B, apresentando J = 8,8 Hz. O singleto em 6n 12,6 €
os singletos largos em dn 10,3 € 9,5 foram atribuidos aos hidrogénios das hidroxilas fendlica
5,7 e 4°, respectivamente.

Pode-se inferir por meio de andlise de espectros da literatura, que o nucleo flavona esta
ligado a uma unidade de agucar, por meio de uma ligacdo O-glicosidica, essa constatacdo ¢
relativa aos multipletos na regido de ou 3,0 a 4,0 ppm designados aos hidrogénios carbindlicos,
e aos hidrogénios anoméricos na regiao entre on 4,0 ¢ 5,0 ppm. O dupleto na regido em 5,30 (J
= 1,22 Hz) com integracdo de 1 e o dubleto em 0,80 ppm (J = 6,0 Hz), indicam a presenca de
uma unidade a-hexose (REGASINI, 2008a).

O espectro de carbono da fragdo 44—48 (EEtF-P2) resultou em 19 sinais (ANEXO 4, p.
44). Os sinais em o6 156,97, 134,3, ¢ 178,14 foram atribuidos aos carbonos 2, 3 ¢ 4,
respectivamente, confirmando a obtengdo do anel C flavonoidico. Os sinais de maiores
amplitudes em d¢ 115,85 e 131,06 foram atribuidos aos pares de carbonos C-2°/C-6" ¢ C-3°/C-
5’, respectivamente. Dessa forma, a presenga de um dubleto em don 0,8 (J= 6,0 Hz) e do sinal
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atribuido a um carbono metilico em d¢ 17,9, sugerem que esta hexose seja referente a uma
ramnose.

Como elucidado na Tabela 05 de comparacao dos sinais obtidos, com os sinais descritos
por (REGASINI, 2008a), trata-se do flavonoide afzelina.

4.2 Ensaios biologicos

Com base nos estudos de (CRIVOS, 2007) que apresentou a utilizagdo das cascas de
caule do amendoim bravo no tratamento de uma parasitose, € nos estudos de (LIMA, 2020) que
identificou potente atividade anti-helmintica in vitro de extratos etanolicos de folhas e frutos de
P nitens contra Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis, foi motivada a busca
por uma possivel atividade antiparasitaria dos frutos contra Schistosoma mansoni (subitem
4.2.1) e Trypanosoma cruzi. (subitem 4.2.2).

4.2.1 Atividade dos extratos EEtF, EAcF e EHF contra Schistosoma mansoni
linhagem LE in vitro

Os resultados dos ensaios dos extratos EEtF, EAcF e EHF contra Schistosoma mansoni
LE foram expressos em redu¢do da viabilidade dos vermes adultos apos incubagdo com amostra
nas concentragdes de 12,5, 25, 50, 100 e 200 ug/mL  de cada extrato individualmente. Os
valores obtidos foram organizados nos gréaficos das Figuras 15-17 e nas tabelas 0608 .

O extrato etandlico (Tabela 06) foi o unico que expressou valores maiores do que
0,00+0,00 para todas as concentragdes entre 25 ¢ 200 pg/mL. A reducao de viabilidade (RV)
de 4,16% do EEtF (Tabela 06) para todos os periodos de incubacdo a concentragdo de 200
pg/mL foi aproximadamente 75% menor do que a RV de 10,67% resultantes dos testes com
100 pg/mL, esse decréscimo indica uma nao proporcionalidade entre concentragdo e atividade.
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Figura 14. Grafico de Redu¢do da Viabilidade dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
(LE) ap6s incubagcdo com amostra (EEtF). (Realizados 2 ensaios independentes nas
concentragdes de 12,5 a 200 pg/mL durante 24 e 48 horas. Dados expressos em média + desvio
padrdo).
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Tabela 06. Porcentagem de reducao da viabilidade de vermes adultos de Schistosoma mansoni
(LE) apo6s incubagdo com o EEtF.

% reducio

24h 48h 72h
Controle Negativo® 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Controle Positivo’ 100,00+0,00 100,00+0,00 100,00-+0,00
200 pg/mL 4,16+4,16 4,16+4,16 4,16+4,16
100 pg/mL 16,67+10,91 16,67+10,91 16,67+10,91
50 pg/mL 8,33+8,33 16,67+10,91 16,67+10,91
25 ug/mL 4,16+4,16 8,33+8,33 8,33+8,33
12,5 pg/mL 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

“Controle negativo: meio RPMI 1640 + 0,5% de DMSO
fControle positivo: meio RPMI 1640 + 1,56 uM de PZQ
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O extrato acetonico (EAcF) (Tabela 07) expressou uma porcentagem de inibi¢do de
6,06+4,18 para a concentracao 12,5 pg/mL apds os periodos de 48 e 72h horas de incubagao,
singularmente aos demais extratos (Tabelas 06 e 08), os quais ndo expressaram valor diferente
de 0,00+0,00 nesta concentracao. No entanto, o EAcF (Tabela 07) expressou o valor 0,00+0,00
para todos os periodos de incubacdo na concentra¢do de 50 pg/mL, demonstrando uma ndo
proporcionalidade entre a concentragao e sua atividade.

Para a concentragdo de 200 pg/mL apds 72h de incubacdo, o EAcF (Tabela 07)
demonstrou 21,05% de redugao da viabilidade, sendo esta, a maior porcentagem obtida entre
todos os demais resultados, incluindo as variagcdes de tempo e concentragdo. Contudo, ainda
que este seja o maior valor obtido, 0 mesmo ¢ insuficiente para classificar o extrato como ativo.

Figura 15. Grafico de reducao da viabilidade dos vermes adultos de Schistosoma mansoni (LE)
apo6s incubagdo com amostra (EAcF). (Realizados 2 ensaios independentes nas concentracdes
de 12,5 a 200 ug/mL durante 24 e 48 horas. Dados expressos em média + desvio padrao).
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Tabela 07. Porcentagem de redu¢do da viabilidade de vermes adultos de Schistosoma mansoni
(LE) ap6s incubagao com o EACF.

% reducao

24h 48h 72h
Controle Negativo® 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Controle Positivo! 100,00-+0,00 100,00-+0,00 100,00-+0,00
200 pg/mL 3,30+2,09 3,30+2,09 21,05+3,79
100 pg/mL 4,54+2 49 6,06+2,80 10,53+3,65
50 pg/mL 3,30+2,09 6,06+4,18 6,06+4,18
25 ng/mL 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
12,5 pg/mL 0,00+0,00 6,06+4,18 6,06+4,18

“Controle negativo: meio RPMI 1640 + 0,5% de DMSO
f{Controle positivo: meio RPMI 1640 + 1,56 uM de PZQ

Para os testes efetuados nas concentragdes de 12,5-100 pg/mL, o extrato hexanico do
fruto (EHF) (Tabela 08), expressou 0% de reducdo da viabilidade, sendo o menor resultado
entre os trés extratos estudados.

Figura 16. Grafico de reducao da viabilidade dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
(LE) apés incubacdo com amostra (EHF). (Realizados 2 ensaios independentes nas
concentragoes de 12,5 a 200 ug/mL durante 24 e 48 horas. Dados expressos em média + desvio
padrdo).
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Tabela 08. Porcentagem de redu¢do da viabilidade de vermes adultos de Schistosoma mansoni
(LE) ap6s incubacao com o EHF.

% reducao

24h 48h 72h
Controle Negativo® 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Controle Positivo! 100,00-+0,00 100,00-+0,00 100,00-+0,00
200 pg/mL 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
100 pg/mL 3,70+3,70 3,70+3,70 3,70+3,70
50 pg/mL 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
25 ng/mL 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
12,5 pg/mL 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

“Controle negativo: meio RPMI 1640 + 0,5% de DMSO
f{Controle positivo: meio RPMI 1640 + 1,56 uM de PZQ

Os valores nas Tabelas 6—8 representam em porcentagem as médias dos valores obtidos
através da classifica¢@o visual dos vermes com base na escala de 03, na qual os valores 3 e 2
significam respectivamente vermes normais, fixados na placa com bons movimentos e vermes
com movimentos lentos. Os graficos das Figuras 14-16, demonstram que nenhum extrato
obteve o parametro viabilidade dos parasitos menor que 2, sendo assim, os extratos testados
foram inativos, posto que ndo houve morte de parasitos.

4.2.2 Atividade contra Trypanosoma cruzi in vitro

O precipitado obtido do EEtF [EEtF (ppt)] e os extratos EEtF, EAcF e EHF tiveram sua
atividade antiparasitaria avaliada contra 7. cruzi in vitro utilizando o método de MTT. O método
do ensaio colorimétrico realizado com MTT consiste na quantificacdo do dano causado pelo
composto testado ao metabolismo celular. A quantificacdo foi realizada por meio da avaliagao
da atividade de enzimas desidrogenases mitocondriais, pois, a viabilidade das mitocondrias
incide diretamente na viabilidade celular.

As enzimas desidrogenases promovem a reagdo de reducdo do MTT (19), um sal de
coloracdo amarelada e soluvel em agua, a formazan (20), um sal de coloragdo roxa e insoluvel
em agua (Figura 17) (MAGALHAES; THA; LEME, 2018), desta forma, considera-se que a
mudan¢a de coloracdo atesta a viabilidade celular e, portanto, inatividade dos compostos
testados.

33



Figura 17. Reagao de redu¢ao do MTT (19) a formazan (20)
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Fonte: Autor.

Os resultados do ensaio biologico de atividade contra Trypanosona cruzi foram
expressos em porcentagem (%) de morte de T cruzi. Os valores obtidos, demonstrados na tabela
10, evidenciam que nenhum dos extratos testados foi capaz foi capaz de reduzir a quantidade
de parasitos vivos, sendo considerados inativos.

Tabela 17. Tabela 8. Porcentagem de morte de 7 cruzi para o precipitado (EEtF-ppt) e para os
extratos EHF, EAcF, EEtF.

Codigo da amostra Massa da amostra (mg) % morte de T cruzi
EHF 15,1 0
EAcF 3,5 0
EEtF (ppt) 4,9 0
EEtF 5,7 0

Valores para interpretacio:
0%- Nao houve morte do parasito na concentragdo testada = Nao ativo;
50%- Morte de aproximadamente 50% na concentragado testada = Moderadamente ativo;

100% - Morte de 100% dos parasitos = Ativo.
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5. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico dos frutos de Pterogyne nitens resultou na producao de trés
extratos: extrato hexanico (EHF), extrato acetonico (EAcF) e extrato etandlico (EEtF). Apos
etapas de isolamento e identificagdo, dois metabolitos secundario foram isolados a partir do
extrato etanolico.

Entre os dois metabolitos, foi obtido um alcaloide guanidinicos, identificado como
pteroginidina (6), e o flavonoide, identificado como afzelina (18). Mais andlises sdo necessarias
para caracterizacdo dos compostos isolados, pois ainda que as interpretacdes corroborem com
os resultados obtidos, ¢ importante descartar a possivel identificacdo de isdmeros.

Os trés extratos foram enviados para ensaios biologicos em busca de atividade
antiparasitaria contra Schistosoma mansoni LE e Trypanosoma cruzi, além dos extratos, um
precipitado obtido do extrato etandlico também foi encaminhado para ensaio bioldgico contra
Trypanosoma cruzi. Em ambos os ensaios nao foi verificada morte de parasitos, de tal modo,
os compostos testados foram considerados inativos tanto para o teste com Schistosoma
mansoni, quanto para o ensaio com Trypanosoma cruzi.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR
ANEXO 1. Espectro de RMN de 'H da pteroginidina (6) (600 MHz, DMSO-ds)
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ANEXO 4. Espectro de RMN de '*C, EEtF-P2 (44—48), afzelina (18) (150 MHz, DMSO-
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