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RESUMO

Stryphnodendron rotundifolium Mart é uma arvore endémica da Chapada do Araripe, onde €
amplamente utilizada pela populagdo local. Estes tratam algumas enfermidades como feridas
e gastrites, tendo um efeito anti-inflamatdrio, utilizada para banhos de assento dentre outros.
Barbatimédo, como é conhecida popularmente, vem sendo alvo de estudos farmacolégicos,
onde ja foi evidenciado sua capacidade de combater radicais livres, atividade antimicrobiana e
moduladora. A regido do Cariri, assim como todo o Brasil, sofre com doencas causadas por
protozoarios, como é o caso da Leishmaniose e Doenca de Chagas, que sdo patologias
sistémicas, com tratamentos ineficazes ou muito téxicos para o paciente. Diante do exposto,
viu-se a necessidade de verificar o efeito hepatico do uso desta espécie, bem como, avaliar a
atividade antiparasitaria (in vitro) contra os parasitas da classe Leishmania e Trypanosoma.
Para isto foi realizado dois testes, um para avaliar a atividade hepética, onde foram
administradas solucdes do  Extrato Hidroalcéolico da Casca de Stryphnodendron
rotundifolium Mart (EHCSR) e do paracetamol (agente agressor), durante 14 dias alternados
e posteriormente houve a eutanasia dos animais por exsanguinacgéo através de puncgéo cardiaca
sob anestesia, para colheita de sangue, afim de serem dosados os parametros bioquimicos:
Aspartato Aminotransferase (AST/TGO), Alanina Aminotransferase (ALT/TGP), Albumina,
Proteinas Totais, gama- glutamiltranferase (Gama — GT), fosfatase alcalina. Ap0s realizada
essas dosagens verificou-se que as transaminases ALT e AST, quando apenas utilizando
administracdo do EHCSR 400mg/Kg encontrava-se alteradas em relacdo ao controle negativo,
assim como a gama-GT e a fosfatase alcalina sendo evidenciando um dano hepatico inicial. A
Albumina e Proteinas totais ndo se mostraram alteradas em relacdo ao controle negativo. Nos
testes antiparasitarios, foram realizados in vitro, leishmanicida e tripanocida do EHCSR em
quatro concentrages diferentes (1000, 500, 250, 125 pg/mL), a fim de verificar a quantidade
de parasitas mortos. Foram utilizadas placas de 96 pocos para realizar as diluicdes e
posteriormente a motilidade dos parasitas. Realizou-se também a citotoxicidade do EHCSR
frente a fibroblastos aderidos em placa. Obteve-se um resultado, diante da espécie L.
infantum, em torno de 45% de mortalidade dos parasitas em todas as concentragdes, frente a
L. brasiliensis a concentragdo significativa foi de 1000pg/mL, com 56,38%. A atividade
tripanocida obteve destaque na concentracdo de 1000ug/mL, com 82,31% de mortalidade das
epimastigotas. A citotoxidade nessas concentragdes de destaque, 1000pg/mL e 500ug/mL,
apresentou 94,14% e 75,12%. Neste sentido, esta pesquisa aponta que com a atividade anti-
parasitaria significativa, e baixa toxicidade torna viavel seu uso como alternativa terapéutica.
Em conjunto com a analise hepética, in vivo, que demonstrou efeito toxico sobre o figado,
guando comparado ao controle negativo, por conta disto o uso desta planta pode acarretar o
agravamento de alguns sintomas ou 0 surgimento de outras patologias, pois foi evidenciado
sistémico, que provavelmente foi causado por algum metabolito gerado quando o mesmo foi
biotransformado no organismo, por este motivo o dano celular in vitro ndo foi verificado.
Com este fato demonstra a necessidade de se obter novos estudos a cerca desta para melhor
elucidacéo de seus efeitos.

Palavra — Chave: Stryphnodendron rotundifolium, atividade hepatica, antiparasitaria.
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ABSTRACT

Stryphnodendron rotundifolium Mart is an endemic Chapada the Araripe, which is widely
used by the local population. These treated wounds and some diseases such as gastritis,
having an anti-inflammatory effect, used for bathing and others seat. Barbatimao, as it is
popularly known, has been the target of pharmacological studies, where it has been
demonstrated its ability to fight free radicals, antimicrobial activity and modulating. The
Cariri, as well as throughout Brazil, suffers from diseases caused by protozoa, such as
Leishmaniasis and Chagas disease, which are systemic diseases with treatments ineffective or
too toxic for the patient. In this light, he saw the need to check the liver effect of the use of
this species as well as to evaluate the antiparasitic activity (in vitro) against the parasites
Leishmania and Trypanosoma class. For this two tests, one to evaluate the hepatic activity,
where solutions were administered the hydroalcoholic extract of the bark Stryphnodendron
rotundifolium Mart (EHCSR) and paracetamol (offending agent) for 14 days and then there
was the alternate Euthanasia was performed by exsanguination by cardiac puncture under
anesthesia, blood collection, in order to be measured biochemical parameters: aspartate
aminotransferase (AST / TGO), alanine aminotransferase (ALT / TGP), albumin, total
protein, gamma-glutamiltranferase (Gamma - GT) , alkaline phosphatase. After making these
measurements it was found that the transaminases ALT and AST, when only using EHCSR
400mg/Kg administration was found to be altered compared to the negative control, as well as
gamma-GT and alkaline phosphatase and showing an initial hepatic damage. The albumin and
total protein were not changed compared to the negative control. In antiparasitic tests were
performed in vitro antileishmanial and trypanocidal the EHCSR at four different
concentrations (1000, 500, 250, 125 mg / ml) in order to check the amount of dead parasites.
96-well plates for dilutions and subsequently performing the motility of the parasites were
used. We have also performed the cytotoxicity of EHCSR fibroblasts adhered to the front
plate. The result was obtained, before the species L. infantum, around 45% mortality of the
parasites in all concentrations, compared to L. brasiliensis significant concentration was
1000pg/mL, with 56.38%. The trypanocidal activity was highlighted in the concentration of
1000pg/mL with 82.31% mortality of epimastigotes. Cytotoxicity measured concentrations of
prominence, and 1000pg/mL 500pg/mL, showed 94.14% and 75.12%. In this sense, this
research shows that with the anti-parasitic significant activity and low toxicity makes possible
its use as a therapeutic alternative. In conjunction with the liver test, in vivo, which
demonstrated toxic effect on the liver when compared to the negative control, because of this
the use of this plant can cause worsening of some symptoms or the appearance of other
pathologies, as evidenced systemic which was probably caused by some metabolite generated
when it was metabolized in the body, therefore the cellular damage in vitro has not been
verified. With this fact demonstrates the need to obtain new studies about this for better
understanding of its effects.

Keywords: Stryphnodendron rotundifolium, hepatic activity, antiparasitic
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1.INTRODUCAO

1.2 Anatomia e fisiologia hepatica

O figado represente entre 2% a 5% do peso corporal de um adulto, isto mostra que este
é um dos maiores 6rgdos do corpo, situando-se lateralmente a direita na cavidade abdominal,
abaixo do diafragma. Este é divido em dois lobos, separado por um ligamento falciforme e
coberto por uma camada delicada de tecido fibro-conjutivo, cépsula de Glisson. O apoio
sanguineo é efetuado pelas artérias e veias hepaticas, realizando assim o suporte nutritivo para
0 6rgdo, como também promovendo a excre¢cdo do mesmo (SHERLOCK; DOOLEY, 2002;
DESMET, 2001; ARIAS, 2001).

O fornecimento de sangue para o figado € feito quase que totalmente pela veia porta,
que é responsavel por 80%, e também pela artéria hepética, o sangue proveniente deste tem
oxigénio, assim este nutri os componentes dos lobulos hepatico, ja a veia porta, realiza a
funcdo de coletar o sangue e redistribuir para o parénquima hepatico, este sangue também
possui substancias que derivam da absorgdo feita pelo sistema digestivo, sendo utilizadas,
metabolizadas ou filtradas. A captacdo venosa é mediada pela veia hepatica, que desaguam na
veia cava inferior, para posteriormente ser levado ao coracdo (ARE, et al., 2002; TAKASAKI,;
HANO, 2001; DESMET, 2001).

Existem algumas descri¢fes importantes quanto a estrutura e fungéo hepética, o l6bulo
hepético € uma organizacao das estruturas vasculares do interior do figado, tendo uma forma
cilindrica, composto por tratos portais, e arranjado em redor de uma vénula hepética, onde
chegam os sinusoides hepético. O acino hepatico fundamenta-se no fluxo sanguineo, este fica
localizado entre os l6bulos hepéticos adjacentes, a zona acinar 1 é composta por hepatécitos
que localizam-se ao redor dos vasos terminais aferentes, acompanhados dos hepatdcitos
intermediarios, zona acinar 2, e 0s que estiverem mais distantes dos vasos e mais proximo da
veia central séo a zona acinar 3, desta maneira se demostra a multifuncionalidade do figado ja
que cada zona realiza funcdes diferentes (SHERLOCK & DOOLEY, 2002; DESMET, 2001).

1.3 Danos hepaticos: Agentes agressores

O figado pode sofrer ao longo do tempo lesbes repetitivas, de caracteristica cronica,
isto pode resultar em deposicdo de matriz extra celular por conta do desequilibrio dos
componentes, ocasionando uma fibrose hepética, podendo posteriormente tornar-se uma
cirrose hepatica (ROJKIND & GREENWEL, 2001).
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Diversos componentes sdo capazes de causar lesdo ao figado, como o paracetamol,
que quando ingerido de forma excessiva pode causar uma intoxicacdo levando até a morte,
devido a saturacdo das enzimas (GAYOTTO & ALVES 2001). O etanol é outro causador de
lesBes, isto acontece devido a inducdo de formacgdo de radicais livres, que é o principal
responsavel pelas lesbes hepaticas (PONNAPPA & RUBIN, 2000).

1.3.1 Paracetamol ou Acetaminofeno

O paracetamol é um dos agentes analgésicos e antipiréticos dos mais utilizados, possui
atividade anti-inflamatoria pouco eficiente. Este é administrado por via oral e é bem
absorvido, possui uma meia vida, em doses terapéuticas, de 2 a 4 horas, é excretado pela
urina, um dia apoOs sua administracdo, isto ocorre depois do medicamente ser sulfatado e
glicuronizado no figado, tendo como dose toxica 4000mg/dia. Quando o corre 0 consumo
exagerado deste medicamento, ele pode causar danos ao organismo humano, como nauseas,
vomitos, em fase inicial, e posteriormente lesdo hepatica, que pode ser letal (KUGA, 2004).

A intoxicacdo acontece pois uma pequena quantidade do farmaco sofre N-
hidroxilacdo, formando um composto toxico, N-acetil-benzogquinoneimina, este liga-se a
glutationa e posteriormente é excretado, porém quando as doses sdo acima do limite, as
quantidades de N-acetil-benzoquinoneimina sdo aumentadas, por conta disto as vias normais
de metabolizacdo do paracetamol ficam saturadas, assim 0 organismo envia mais
medicamento para a via alternativa, onde é convertido o composto tdxico, formando mais
moléculas deste, de modo que tornam-se prejudicial ao organismo (Figura 1) (LUBEL et al.,
2007).
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Figura 1: Metabolizacdo do paracetamol. A: Metabolizacdo normal (paracetamol sendo
conjugado com glicuronideo e excretado na urina). Grande parte do remanescente é
conjugado com glutationa. B: Casos de superdosagens, conjugacdo ocorre prejudicada e
diminuicdo de glutationa ocorrendo acumulo do metabdlito hepatotoxico N-acetil-p-
benzoquinoneimina. (LUBEL et al., 2007).

A intoxicacdo comeca a se instalar no organismo, a glutationa hepética se esgota, as
proteinas aumentam impedindo o fluxo de calcio mitocondrial, causando danos aos
hepatdcitos, com a producdo de citocinas e radicais livres, todo sistema € prejudicado,
intensificando a intoxicacao, causando apoptose e necrose (HEUBI et al., 1998; RAHMAN ;
HODGSON, 2000; LUBEL et al., 2007). Em virtude destes danos observados, as doses
toxicas de paracetamol tem sido usado amplamente como modelo experimental para avaliar a

hepatoprotecdo com outras plantas medicinais. (KUGA, 2004).

1.3.2 Parasitas sanguineos
1.3.2.1 Leishmania sp.

As leishmanioses pertencem a um conjunto de doencas tropicais provocadas por mais
de vinte diferentes espécies de protozoarios intracelulares correspondente ao género
Leishmania, e atualmente destaca-se por estar entre a sexta endemia prioritaria no mundo
(MARCHESE, 2009).

Os reservatérios essenciais para os parasitas sdo animais domésticos e selvagens, vale
destacar o cdo como um dos principais reservatorios, 0 que aumenta ainda mais a

problematica devido este ser um animal de estimacdo, assim facilitando a contaminacdo do
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mosquito e posteriormente o homem. A doenca é transmitida pela picada de mosquitos,
infectados, flebotomineos do género Lutzomya durante seu repasto sanguineo, quando 0sS
parasitas sdo inoculados na epiderme e derme dos seus hospedeiros vertebrados, inclusive o
homem (MARCHESE, 2009; BRASIL, 2010).

Os agentes causadores dessa enfermidade s&o parasitas unicelulares heteroxénicos que
apresentam duas formas conformacionais no seu ciclo de vida: promastigota e amastigota
(Figura 2) (MICHALICK et al., 2005). As formas promastigotas correspondem-se por serem
fusiformes e com flagelo alongado, sdo estruturas extracelulares e habitam o trato digestivo do
inseto vetor. As formas amastigotas tém aparéncia arredondada e com flagelo curto que néo se
exterioriza, sdo estruturas intracelulares obrigatérias e parasitam principalmente macréfagos
do hospedeiro vertebrado (NAKAMURA et al., 2006).

Figura 2: A) Forma Promastigota de Leishmania sp; B) Forma Amastigota de Leishmania sp.

A Leishmaniose Tegumentar Americana encontra-se quase que na totalidade do
Brasil, e esta possui 3 formas clinicas, cutdnea, mucocutanea e cutanea difusa. A forma
cutanea difusa € uma diferenciacdo da cutanea, onde ocorre o aparecimento de lesdo nédo
ulcerativa e encontra-se presente mais facilmente em pacientes imunocomprometidos, a
mucocutanea caracteriza-se por lesdes que destroem as cartilagem e mucosas. A leishmaniose
visceral € considerada a mais grave e tem como sintomatologia hepatoesplenomegalia,
pancitopenia, e dependendo da evolucdo da doenca pode levar a morte. A Leishmaniose
mucocutanea € causada principalmente por L. brasiliensis, enquanto que a Leishmaniose
visceral, o Calazar, é causado por L. donovani, L. infantum e L. chagasi (GENARO e REIS,
2005; SIMOES- MATTOS et al., 2002; ALEIXO et al., 2006).

As caracteristicas do figado acometido pelas formas amastigotas desta patologia séo
geralmente a formacgdo de granulomas nos sinusoides, intravasculares e centrolobular do
parénquima hepéatico (GIUNCHETTI et al.,2008). H4 também infiltrado portal, na cépsula

hepatica. Os fagocitos podem exibir parasitas no seu interior. Fibrose hepatica pode ocorrer
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em hospedeiros definitivos, como cdes e humanos (TAFURI et al., 2004, RALLIS et al.,
2005, GIUNCHETTI et al., 2008, MELO et al., 2008).

N&o ha vacinas disponiveis no mercado para a doenca e os farmacos de primeira
escolha, os antimoniais pentavalentes, produzidos por volta da década de 60, sdo toxicos e
administrados exclusivamente por via parenteral além de possuirem diversos efeitos (ROCHA
et al., 2005). Atualmente novos farmacos foram desenvolvidos para o tratamento, porém estes
possuem alta toxicidade assim como os anteriores, causando possiveis efeitos toxicos em todo
organismo. Nao existe também tratamento eficaz para o cdo assim impedindo um controle
rigoroso da patologia, ja que este é o principal responsavel pela contaminacdo dos mosquitos.
Com isso percebe-se que hd uma urgéncia em encontrar novas alternativas ao tratamento,
como o uso de fitoterapicos (PAULA et al., 2003, SIDERMAN et al., 2004; NAKAMURA et
al, 2006).

1.3.2.2 Trypanosoma cruzi

A doenca de chagas é assim descrita pois esta foi a observada primariamente por
Carlos Chagas, é causada por um protozoario hemoflagelado, Trypanosoma cruzi. Assim
como a leishmania, esta representa um problema de saude publica, por causar a morte de
milhares de pessoas por ano (TEMPONE et al., 2007; WHO, 2002).

O ciclo biolégico do parasita é complexo, possui trés formas, tripomastigota,
epimastigota e amastigota (Figura 3), tendo como vetores 0s triatomineos e como
reservatorios os mamiferos, sejam silvestres ou domésticos. A transmissdo ocorre durante a
hematofagia, quando o triatomineo infectado, realiza a penetracdo da pele, com intuito de
alimentar-se, e durante esse ato, 0 mesmo deixa urina ou fezes, que estdo contaminadas com
tripomastigotas metaciclicas e infectam o hospedeiro. Estes infectam as células do organismo,

onde ocorre a muItipIicagéo intracelular na forma amastigota (BRENER, 2000).
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Figura 3: A: Forma amastigota do T. cruzi.; B: Forma tripomastigota do T. cruzi; C: Forma
epimastigota do T. cruzi.
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Na fase aguda da doenca as manifestagdes clinicas sdo variadas, dentre elas febre, dor
muscular, irritabilidade, conjuntivite, anorexia, vémitos, diarréia, linfadenopatia, hepato-
esplenomegalia, miocardite, anemia, trombocitopenia, leucocitose com predominancia de
linfdcitos, funcionamento anormal do figado e niveis elevados de enzimas cardiacas. Quando
a doenca se torna cronica os sintomas tornam-se mais especificos, mostrando problemas
cardiacos graves, como arritmias, fibrose, aumento do 6rgao, esses danos sdo irreversiveis
(BRASIL, 2005).

Os farmacos utilizados na doenca de chagas possuem efeitos colaterais bem
significativos, além disto estes possuem uma eficiéncia maior na fase aguda da doenca,
dificilmente conseguindo tratar com eficéacia pacientes crénicos (SANTORO et al., 2007). Por
conta destes fatores verifica-se a importancia de se desenvolverem novos farmacos,
principalmente os derivados de plantas medicinais, por conta da ampla variedade destas e pelo
acesso facilitado a pessoas de poder aquisitivo menor (CARVALHO ; RODRIGUES, 2001).

1.5 Plantas com atividade hepatoprotetora

Vaérias plantas sdo usadas na medicina popular como hepatoprotetoras devido as
desordens hepaticas representarem um importante problema na sadde mundial. O figado
possui um papel essencial para a manutencdo do equilibrio bioldgico dos vertebrados, dai ser
considerado um 6rgdo essencial. Das fungdes as quais ele executa destaca-se: metabolismo
dos lipideos, o metabolismo de produtos quimicos (xenobidticos) ao qual o érgdo é exposto
direta ou indiretamente; coagulacdo sanguinea e imunomodulacdo, além do metabolismo dos
carboidratos e das proteinas (RAJESH & LATHA, 2004).

Para o tratamento das hepatopatias utilizam-se drogas sintéticas, ou seja,
convencionais, no entanto essas drogas podem trazer efeitos adversos, por exemplo, a
hepatotoxicidade aguda. Assim, medicamentos de origem vegetal e animal tém sido usados no
tratamento de doencas hepatobiliares, e os estudos recentes, provam ser benéficos (AKTAY et
al., 2000; RAJESH & LATHA, 2004).

Neste sentido, o uso de plantas medicinais com efeito hepatoprotetor, pode ser uma
alternativa com menos efeitos colaterais. Diversos estudos mostram que extratos de plantas ou
suas fragdes podem desempenhar uma significativa protecdo da funcdo hepatica. O extrato
hexanico das folhas de Momordica charantia L. demonstrou um melhor desempenho protetor
no modelo in vivo de lesdo hepética quando comparado ao extrato etandlico (PEREIRA,

2006). Este desempenho protetor foi possivelmente associado ao seu potencial antioxidante
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(PEREIRA et al., 2010). O extrato bruto de Bignomia tuira apresentou efeito protetor em
lesGes hepaticas induzida por CCl, que pode ser comprovado por em estudos histopatoldgico
do figado (FIGUEIREDO et al.,1997).

Outras plantas também ja tiveram seu efeito hepatoprotetor descrito, animais pré-
tratamento durante quatro dias com o extrato da Curcuma Zedoaria diminuiram os danos
hepaticos quando submetidos a lesdo hepatica com doses toxicas de paracetamol (KUGA,
2004). Estudos relataram que os metabdlitos secundarios podem ser relacionado com
atividade hepatoprotetora, como, por exemplo a silmarina um flavonoides (PRADHAN &
GIRISH, 2013), terpenos (MUKAZAYIRE et al., 2011), alcaloides (SHUKLA &
BIGONIYA, 2013). Plantas, como Amaranthus spinosus, ja tiveram atividades
antiprotozoarias e hepatoprotetoras descritas (JHADE et al., 2009). Porém outras, possuem
atividade antiparasitaria bem evidente (SULSEN et al., 2007). Estudos destacam o uso da
quercetina como potencial antimicrobiano e agente anti-inflamatério para o tratamento da
Tripanossomiase (MATSUDA et al., 2004).

1.6 Género Stryphnodendron

A familia botanica Leguminoseae é uma das mais amplas, e apresenta-se dividida em
3 subfamilia: Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae (WATSON ; DALLWITZ, 1992).
O género Stryphnodendron, pertence a familia Leguminoseae e subfamilia Mimosoideae, que
possui aproximadamente 64 géneros, este é conhecido popularmente como barbatiméo, barba-
de-timéo, chardozinho-roxo, casca-da-virgindade, casca-da-mocidade, barbatimdo-vermelho,
uabatimo, paricarana, abaramotemo e ibatimé (LORENZI, 2000; DI STASI ; HIRUMA-
LIMA., 2002).

O barbatimdo é uma arvore, de copa alongada, de 4 a 5 m de altura, de flores
pequenas, amareladas, e frutos de vagens cilindricas, de 6-9 cm de comprimento, com muitas
sementes de cor parda, suas cascas possuem aberturas, e estas sdo uma fonte rica de taninos,
composto majoritario nesse género, devido a isto a mesma € amplamente utilizada na
medicina popular (LORENZI, 2000; LORENZI ; MATOS, 2002; ALMEIDA et al., 1998;
CRUZ, 1985; NUNES et al., 2003).

Muitas espécies de Stryphnodendron ja foram avaliadas, dentre seus componentes
foram analisados cascas, folhas e sementes e verificou-se a presenca de varios compostos
dentre eles flavonodides (PEREIRA, ANDRADE; PILO-VELOSO, 2002), galactomananas

(REICHER et al., 1992) e principalmente os taninos, que € o composto majoritario desta. Seu
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uso terapéutico é amplo e diversificado, dentre eles atividade antiinflamatoria, anti—séptica,
adstringente, anti-hipertensiva, antidiabética, contra hemorragias vaginais, cicatrizante,
bactericida, usado no tratamento de infeccdes da pele, gonorreia, leucorreia, hérnia, feridas
hemorragicas, diarreias, gastrite, dores de garganta, hemorroidas, conjuntivite, demonstrando
assim que em sua maioria a atividade cicatrizante e antiinflamatoria que encontra-se presente
(COUTINHO et al., 2004; CAMARGO,1985; SANCHES et al., 2005; LOPES et al., 2008).

Os estudos com a casca do barbatimdo, vem demonstrando varias atividades como
cicatrizante, antioxidante (LOPES et al., 2005), antiinflamatéria (LIMA, MARTINS;
SOUZA,1998) e anti-microbiana (BERSANI-AMADO et al., 1996; LOPES et al., 2003;
SANCHES et al., 2005), cicatrizante de feridas cutaneas (COELHO et al, 2010), bactericida,
especificamente frente a cepas de Staphylococcus aureus (FERREIRA et al, 2010),
tripanocida (HERZOG-SOARES et al., 2006).

Em estudos mais recentes, realizados na Universidade Regional do Cariri (URCA),
verificou-se através da prospeccdo fitoquimica do extrato da casca de Stryphnodendron
rotundifolium Mart. a presenca de taninos pirogalicos, flavonas, flavondis, flavononais,
xantonas, chalconas, flavononas e esterdides (OLIVEIRA, 2010).

Neste mesmo estudo observou-se que 0 uso popular desta espécie na regido do Cariri é
bem amplo, por ser endémica da Chapada do Araripe. A populacdo local faz uso corriqueiro
da casca desta planta para as mais diversas enfermidades como para ferimentos, inflamacoes,
gastrite, inflamacao vaginal e infeccdes (OLIVEIRA, 2010).

Relacionado especificamente com esta espécie foram encontrados raros estudos, onde
foi verificado atividade antibacteriana e antifingica (RODRIGUES et al, 2008), antioxidante
(COSTA et al, 2012) e efeito antibiotico sinérgico (OLIVEIRA et al, 2011).

A grande utilizacdo da populacdo em conjunto com o conhecimento cientifico sobre
este género Stryphnodendron, mostra o quao importante é realizar testes adicionas sobre esta
espécie, Stryphnodendron rotundifolium Mart., tdo pouco estudada até 0 momento.

A realizacdo dos testes para verificar a atividade hepatica de Stryphnodendron
rotundifolium Mart. é de suma importancia, pois a populacéo ingere chas feito da casca desta
arvore, e ainda ndo foi esclarecido se este ato realmente auxilia o paciente contra alguma
patologia ou ndo, de tal forma que os teste in vivo se tornam indispensaveis para analise dessa
questéo.

A procura por novos medicamentos é incansavel, sempre tentando auxiliar no
tratamento ou minimizar efeitos adversos dos farmacos ja existentes, afim de buscar outra

alternativa para doengas como leishmaniose e doenca de chagas, a espécie Stryphnodendron
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rotundifolium Mart. foi escolhida por conta de seus metabolitos secundarios. As patologias
referidas tem como uma das suas sintomatologias clinicas o dano hepético, entdo com a
realizacdo destes testes sera permitido verificar como a planta se comporta in vitro contra 0s
parasitas, e ainda demonstrar se in vivo a utilizacdo da mesma auxiliard ou ndo o dano no

figado causado pelos parasitas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Verificar a efeito hepatico e das atividades citoprotetora, leishmanicida e tripanocida

do extrato hidroalcoolico da casca de Stryphnodendron rotundifolium Mart.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a influéncia do extrato sobre a funcdo hepatica através de parametros
bioguimicos;

e Verificar a influéncia do extrato frente a uma intoxicacdo hepética por paracetamol
através de parametros bioquimicos;

e Verificar a atividade anti- leishmania in vitro, determinando o percentual de parasitas
mortos frente a diferentes concentragdes do extrato;

e Verificar a atividade tripanocida in vitro, determinando o percentual de parasitas
mortos frente a diferentes concentra¢cfes do extrato;

e Verificar a citotoxidade in vitro, frente a diferentes concentragGes do extrato;
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3. MATERIAIS E METODOS

O material vegetal de Stryphnodendron rotundifolium Mart. foi coletado no municipio
de Crato-Ceara-Brasil, em marco de 2011. A exsicata da espécie encontra-se depositada no
Herbario Dardaro de Andrade Lima-URCA sob nimero 4661.

3.2 Extracao

O material vegetal (cascas secas de Stryphnodendron rotundifolium Mart.) foi
submetido a extracdo a frio com agua e etanol a 99,99% na propor¢do de 1:1, sendo que o
solvente etandlico foi removido através do evaporizador rotatério, obtendo-se um extrato
bruto a partir da utilizagdo do liofilizador (Figura 4). Extrato fornecido por Oliveira (2010),

onde 0 mesmo realizou a prospeccao fitoquimica (Tabela 1) e identificacdo botanica.

Cascas secas de Stryphnodendron
rotundifolium Mart

Lavagem em agua corrente, trituragéo e
maceragao

Mistura com solugéo de agua + etanol
(99,9%), proporgao de 1:1

ExtragZo na solugéo hidroalcodlica por
um
periodo de 72 h

Remocgéao do etanol no rotaevaporador

Liofilizagdo do extrato bruto (Liofilizador)

Extrato hidroalcodlico da casca de
Stryphnodendron rotundifolivn NMart. —
EHCSR

Figura 4: Extracdo da casca de Stryphnodendron rotundifolium, para obtencdo do extrato
hidroalcoolico da casca de Stryphnodendron rotundifolium Mart. (EHCSR)
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Tabela 1: Prospeccdo Fitoquimica qualitativa do Extrato Hidroalcodlico da casca de
Stryphnodendron rotundifolium Mart. - EHCSR. (OLIVEIRA et al 2011)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
EHCSR - + - - - 4+ + + 4+ + + - - + - - +

1 — Fendis; 2 — Taninos Pirogalicos; 3 — Taninos Flobaténicos; 4 — Antocianinas; 5 —
Antocianidinas; 6 — Flavonas; 7 — Flavonois; 8 — Xantonas; 9 — Chauconas; 10 — Auronas; 11
— Flavonondis; 12 — Leucoantocianidinas; 13 — Catequinas; 14 — Flavononas; 15 — Alcaléides;
16 — Terpenos; 17 — Esteroides; (+) presenca; (-) auséncia.

3.3 Atividade Hepatoproterora

3.3.1 Preparo do extrato e do paracetamol para administracdo dos animais
Amostras do extrato de S. rotundifolium Mart. foram diluidas em &gua destilada para
atingirem a dose de 200mg/Kg e 400mg/Kg, administrado via oral. O paracetamol foi diluido

em agua destilada para uma dose de 750mg/Kg e administrado via oral.

3.3.2 Animais

Os animais utilizados nos testes foram fémeas de ratos da raca wister pesando - 200g
(+/- 509) cada animal, acondicionados no biotério da URCA, em ciclos de claro e escuro a
cada 12hrs, com agua e comida liberadas. Foram utilizados 36 animas, divididos em 6 grupos.
Quatro horas antes da administracdo do extrato e do paracetamol eram retiradas as racoes, e

12 horas antes do sacrifico.

3.3.3 Grupos de administracdo do extrato S. rotundifolium Mart e paracetamol
750mg/Kag.

Foram realizadas as administragdes durante 14 dias alternados, O extrato de S.
rotundifolium Mart foi administrado via oral nas doses de 200mg/Kg e 400mg/Kg nos grupos
2,3,4 e 5. O paracetamol previamente diluido em agua destilada (750mg/Kg) foi administrado
via oral nos grupos 4,5 e 6 conforme observado na Tabela 2. Ao final dos 14 dias os animais
foram eutandsiados para a retirada do sangue, através de uma puncdo na artéria aorta, para
posterior andlise dos parametros bioquimicos. Foi utilizado Quetamina e xilasina, para
anestesiar os animais antes da abertura frontal, através de um corte toracico, onde através

deste vou puncionada a artéria aorta e coletado o sangue para analise.
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Tabela 2: Distribui¢do dos grupos de animais utilizado no ensaio de hepatoprote¢ao

Grupos Administragéo por via oral

Grupo 1 Controle Negativo

Grupo 2 Extrato 200mg/Kg

Grupo 3 Extrato 400mg/Kg

Grupo 4 Extrato 200mg/Kg + paracetamol 750mg/Kg
Grupo 5 Extrato 400mg/Kg + paracetamol 750mg/Kg
Grupo 6 Paracetamol 750mg/Kg

3.3.4 Preparo da amostra sanguinea

Apos a retirada do sangue dos animais o mesmo foi divido em tubo de ensaio
contendo gel separador para obtencdo do soro. As amostras foram levadas a centrifugacéo de
3500 rpm por 15 min, para obtencdo da amostra Posteriormente estas foram acondicionadas
em caixas térmicas, onde foram levadas ao Laboratorio Escola de Analises Clinicas da

Faculdade Ledo Sampaio para realizacdo dos teste bioquimicos.

3.3.5 Testes Bioquimicos

Foram realizados os seguintes testes bioguimicos: Aspartato Aminotransferase (AST),
Alanina Aminotransferase (ALT), Albumina, Proteinas Totais, gama- glutamiltranferase
(Gama-GT), fosfatase alcalina. Estes foram realizados segundo a descri¢do do fabricante dos
testes, seguindo rigorosamente cada instrucdo dada, apds o preparo das amostras estes foram
lidos no Bioplus 200, a fim de obter os resultados. Todos os reagentes utilizados foram do
fornecedor LabTest. Todos os testes foram realizados em triplicata, afim de minimizar os

possiveis interferentes no momento da execucdo dos procedimentos.

3.4 Avaliagdo da atividade leishmanicida e tripanocida do extrato Stryphnodendron

rotundifolium Mart.

3.4.1 Obtencao de parasitas e células

Neste estudo, foram utilizadas formas epimastigotas de cultura sangiineas de T. cruzi e
promastigotas de L. brasiliensis e L. infantun. As Epimastigotas foram obtidas na fase
exponencial de crescimento em meio Liver Infusion Tryptose (LIT) foram lavados 2 vezes em
PBS esteril pH 7,2 a 1500rpm por 10 minutos a 4°C, e o nimero de parasitos foi determinado

em camara de Neubauer. A seguir, os parasitos foram suspensos em meio LIT acrescido de
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10% de Soro Bovino Fetal (SBF) (inativado a 56°C), e a concentracéo ajustada para 5x10°
epimastigotas/mL, sendo mantidos a 4°C até o uso.

As Promastigotas de L. brasiliensis e L. infantum, foram obtidos na fase exponencial
de crescimento em meio Schneider suplementado com 5% de SBF e 2% de urina, foram
lavados 2 vezes em PBS estéril pH 7,2 a 1500rpm por 10 minutos a 4°C, e o numero de
parasitas foi determinado em camara de Neubauer. A seguir, 0s parasitas foram suspensos em
meio Schneider acrescido de 5% de SBF e 2% de urina, e a concentracdo ajustada para 5x10°
promastigotas/mL, sendo mantidos a 4°C até o uso.

Os fibroblastos foram cultivados em Minimal Essential Medium (MEM). Este foi
suplementado com 10% de SFB inativada por calor, penicilina G (100 U/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL). As culturas foram mantidas a 37° C em atmosfera Umida com
5% de CO2 até uso.

3.4.2 Avaliacéo leishmanicida in vitro

Para a avaliacdo da atividade leishmanicida contra forma promastigotas do extrato,
foram realizados ensaios em triplicatas em placas de culturas de 96 pocos, contendo 20pul do
EHCSR em concentragfes em ordem decrescente, diluidas em PBS estéril pH 7,2, acrescido
de 180 pl da suspensdo de promastigotas. Como controle, os parasitas foram incubados na
auséncia de compostos, e na presenca de 100ug/ml de Pentamidina. Apds adicdo dos produtos
naturais, as amostras foram homogeneizadas e incubadas a 24°C por 72 horas e, a seguir, as
placas avaliadas visualmente em microscopio para verificacao da motilidade dos parasitos. Os
resultados foram expressos em %. Os ensaios foram repetidos 3 vezes com o objetivo de de
avaliar a manutencdo da atividade do EHCSR e a reprodutibilidade dos resultados. Como

droga de referéncia foi utilizada a Pentamidina.

3.4.3 Avaliacao tripanocida in vitro

No teste tripanocida, contra formas epimastigotas, foram realizados em triplicatas em
placas de culturas de 96, contendo 20ul do EHCSR em concentra¢Ges em ordem decrescente,
diluidas em PBS estéril pH 7,2, acrescido de 180 pl da suspensdo de epimastigotas. Como
controle, os parasitos foram incubados na auséncia de compostos, e na presenca de 100ug/ml
de Nifurtimox. Apds adicdo do EHCSR, as amostras foram homogeneizadas e incubadas a
24°C por 72 horas e, a seguir, as placas foram avaliadas visualmente em microscopio para
verificacdo da motilidade dos parasitas. A atividade foi determinada por contagem em camara

de Neubauer e posterior avaliacdo estatistica. Os resultados foram expressos em %. Os
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ensaios foram repetidos 3 vezes com 0 objetivo de avaliar a manutencdo da atividade dos

produtos naturais e a reprodutibilidade dos resultados.

3.4.4 Avaliacéo de citotoxicidade

Fibroblastos foram aderidos em placas de microdiluicio de 96 pogos a uma
concentracéo final de 3 x 10* células/cavidade. Estas foram incubadas a 37° C em atmosfera
com 5% de CO2. Posteriormente, 0 meio MEM foi removido e o EHCSR foi adicionado a
200uL, incubado por mais 24h. Apos esta incubacdo, 20uL. de uma solu¢do de Resazurina
2mM foi adicionada em cada cavidade. As placas foram incubadas por 3h e a reducdo da
resazurina foi determinada através de dupla absorbancia nos comprimentos de onda de 490 e
595 nm. O valor do controle (branco) foi subtraido. Cada concentracdo foi testada em

triplicata.

3.4.5 Andlise estatistica

Os resultados dos testes foram feitos em triplicata e expressos como média
geométrica. A diferenca entre os grupos foi avaliada pela analise de variancia de uma via
(ANOVA). Os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism versdo 6.0,
submetido a ANOVA de uma via e posteriormente a tukey de multipla comparacao entre 0s
testes. Com significancia de P < 0,05. Os resultados foram expressos como concentracdo

inibitdria do crescimento parasitario (Clsp), calculados por regressao linear.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

Diante dos objetivos propostos, os resultados e discussdo desta dissertacdo foram
compilados no formato de dois artigos originais. Atraves deste estudo procurou-se demonstrar
a influéncia do EHCSR sobre a funcdo hepatica e sua capacidade de protecdo em modelos de
injarias hepaticas. Também procurou avaliar o potencial antiparasitario do EHCSR contra
leishmaniose e doenca de chagas, bem como, determinar seu potencial citotoxico.

A ampla utilizagéo oral desta planta, Stryphnodendron rotundifolium Mart., por parte
de moradores da regido do Cariri, deve ser levada em conta como relevancia para esta
pesquisa, ao invés destes estarem tratando alguma doenga podem estar agravando o quadro
clinico ou desenvolvendo outra patologia, por este motivo o estudo é um alerta para utilizacdo

de plantas medicinais sem estudos comprovados a seu respeito.
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4.1 Artigo 1: Avaliagdo da atividade hepatica (in vivo) do extrato hidroalcéolico da casca de

Stryphnodendron rotundifolium Mart frente a intoxicagéo por paracetamol

RESUMO

Stryphnodendron rotundifolium Mart é uma planta endémica da Chapada do Araripe e vem
sendo utilizada pela populacdo da regido para tratar diversas patologias, como ferimentos e
inflamacdes. Seu potencial terapéutico € alvo de pesquisadores da regido, onde ja se verificou
atividade antimicrobiana, moduladora e antioxidante. Como doencas hepaticas causam
problemas graves no organismo e é uma problematica de satde publica viu-se a necessidade
de verificar a atividade hepatica do extrato hidroalcoolico da casca de Stryphnodendron
rotundifolium Mart (EHCSR) frente a intoxicagdo por paracetamol. Utilizou-se 36 animais da
raca wister divididos em 6 grupos onde foi administrado, durante 14 dias alternados,
paracetamol (750mg/Kg), isolado ou associado ao EHCSR nas doses de 200 e 400 mg/Kg, e
um grupo que foi administrado solucdo salina (controle negativo). Posteriormente houve a
eutanasia dos animais, por exsanguinacdo, através de puncdo cardiaca sob anestesia, para
colheita de sangue, afim de serem determinados os parametros bioquimicos: Aspartato
Aminotransferase (AST/TGO), Alanina Aminotransferase (ALT/TGP), Albumina, Proteinas
Totais, gama- glutamiltranferase (Gama — GT), fosfatase alcalina. ApoOs realizada essas
dosagens verificou-se que as transaminases ALT e AST, quando apenas utilizando
administracdo do EHCSR 400mg/Kg encontrava-se alteradas em relacéo ao controle negativo,
assim como a gama-GT e a fosfatase alcalina sendo evidenciando um dano hepético inicial,
pois estes marcadores sdo utilizados para verificar danos no figado. Albumina e Proteinas
Totais, apresentaram dosagens aumentadas, porem para se verificar lesdo hepatica estas
deveriam estar diminuidas assim como foi verificado na dosagem do controle positivo
(Paracetamol). Com os achados pode-se verificar o inicio de uma lesdo ja que o processo foi
realizado de forma aguda, durante 14 dias, € de suma importancia esse achado pois alerta a
populacédo da regido do Cariri ao uso desta planta, quando ingerida, podendo esta ndo ser Util
em tratamentos sistémicos, devido a toxicidade hepatica em potencial.

Palavras- chave: Stryphnodendron rotundifolium Mart, toxicidade, hepatica, paracetamol

Introducéo

Stryphnodendron rotundifolium Mart. € uma arvore endémica da Chapada do Araripe,
amplamente utilizada pela populagdo dessa regido para combater as mais diversas
enfermidades, dentre elas ferimentos, inflamagfes e gastrite (OLIVEIRA et al, 2010). O
género Stryphnodendron vem sendo estudado devido as atividades atribuidas a estes, como:
cicatrizante, antioxidante (LOPES et al., 2005), antiinflamatoria (LIMA, MARTINS &
SOUZA,1998) e anti-microbiana (BERSANI-AMADO et al., 1996; LOPES et al., 2003;
SANCHES et al., 2005). Por conta disto a espécie citada tornou-se alvo de estudos na regiao
do cariri, com isso algumas atividades e compostos metabolicos desta planta ja foram
verificados, como atividade antibacteriana e antifingica (RODRIGUES et al, 2008),
antioxidante (COSTA et al, 2012) e efeito antibidtico sinérgico (OLIVEIRA et al, 2011), e

seus metabdlitos secundarios, taninos pirogalicos, flavonas, flavondis, flavonondis, xantonas,
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chalconas, flavononas e esteroides, que encontram-se presente no extrato bruto da casca de
Stryphnodendron rotundifolium Mart.(OLIVEIRA, 2010).

As doencas hepaticas sdo uma problematica de saude, pois que o figado é um dos
maiores 6rgdos do corpo e responsavel por diversas atividades metab6licas do organismo
(SRISVASTAVA & SHIVANANDAPPA, 2006), existem varios agressores do sistema
hepatico, dentre eles medicamentos, alcool, microrganismos, agentes tdxicos como
Tetracloreto de carbono dentre outros.

Devido a isto viu-se a necessidade de verificar a atividade hepatica (in vivo) do extrato
hidroalcoolico da casca de Stryphnodendron rotundifolium Mart, frente a intoxicacdo por
paracetamol e tetracloreto de carbono, afim de demonstrar a capacidade do extrato em

proteger o figado desses agentes.

Materiais e Métodos

Material botanico

O material vegetal de Stryphnodendron rotundifolium Mart. foi coletado no municipio
de Crato-Ceara-Brasil, em marco de 2011. A exsicata da espécie encontra-se depositada no
Herbario Dardaro de Andrade Lima-URCA sob nimero 4661.

Preparacdo do extrato hidroalcéolico da casca de Stryphnodendron rotundifolium
Mart.(EHCSR)

O material vegetal (cascas secas de Stryphnodendron rotundifolium Mart.) foi
submetido a extracdo a frio com agua e etanol a 99,99% na proporcdo de 1:1, sendo que 0
solvente etandlico foi removido através do evaporizador rotatorio, obtendo-se um extrato

bruto a partir da utilizacéo do liofilizador.

Preparo da solu¢do do EHCSR
Foram preparadas duas solucdes diferentes do EHCSR, uma dose de 200mg/Kg e
outra de 400mg/Kg, onde foram diluidas com agua destilada ate atingirem essa concentracao.

Posteriormente foram administradas via oral nos animais dos grupos respectivos.
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Preparo da solugdo de Paracetamol
O paracetamol foi diluido em &gua destilada para uma dose de 750mg/Kg e

administrado via oral.

Animais

Os animais utilizados nos testes foram fémeas de ratos da raca wister pesando - 200g
+50g cada animal, acondicionados no biotério da URCA, em ciclos de claro e escuro a cada
12hrs, com agua e comida liberadas. Foram utilizados 36 animas, divididos em 6 grupos,
como mostra a tabela 1. Quatro horas antes da administracdo do EHCSR e do paracetamol

eram retiradas as rag0Oes, e 12 horas antes do sacrifico.

Administracdo do EHCSR e Paracetamol

Foram realizadas as administragdes da seguinte forma, durante 14 dias alternados, O
extrato de S. rotundifolium Mart foi administrado via oral nas doses de 200mg/Kg e
400mg/Kg nos grupos 2,3,4 e 5. O paracetamol previamente diluido em &agua destilada
(750mg/Kg) foi administrado via oral nos grupos 4,5 e 6 conforme observado na Tabela 1. Ao
final dos 14 dias os animais foram eutanadsiados para a retirada do sangue, através de uma
puncdo na artéria aorta, para posterior andlise dos pardmetros bioquimicos. Foi utilizado
Quetamina e xilasina, para anestesiar 0s animais antes da abertura frontal, através de um corte

toréacico, onde através deste vou puncionada a artéria aorta e coletado o sangue para analise.

Tabela 1: Divisdo dos grupos quanto a solucdo administrada.

Grupos Administracéo por via oral

Grupo 1 Controle Negativo

Grupo 2 Extrato 200mg/Kg

Grupo 3 Extrato 400mg/Kg

Grupo 4 Extrato 200mg/Kg + paracetamol 750mg/Kg
Grupo 5 Extrato 400mg/Kg + paracetamol 750mg/Kg
Grupo 6 Paracetamol 750mg/Kg

Preparo da amostra sanguinea

Apos a retirada do sangue dos animais o mesmo foi colocado em tubo de ensaio,
contendo gel separador para obtengcdo do soro. As amostras foram levadas a centrifugacéo de
3500 rpm por 15 min, para obtencdo da amostra necessaria para realizacdo dos testes

bioquimicos. Posteriormente as amostras foram acondicionadas em caixas térmicas, e levadas
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ao Laboratério Escola de Analises Clinicas da Faculdade Ledo Sampaio para realizagdo dos

teste bioquimicos.

Testes Bioguimicos

Foram realizados 0s seguintes testes bioquimicos: Aspartato Aminotransferase
(AST/TGO), Alanina Aminotransferase (ALT/TGP), Albumina, Proteinas Totais, gama-
glutamiltranferase (Gama — GT), fosfatase alcalina. Estes foram realizados segundo a
descricdo do fabricante dos testes, seguindo rigorosamente cada instrucdo dada, ap6s o
preparo das amostras estes foram lidos no Bioplus 200, a fim de obter os resultados. Todos 0s
reagente utilizados foram do fornecedor LabTest. Todos os demais ensaios foram realizados

em triplicata.

Analise estatistica

Os resultados dos testes foram feitos em triplicata e expressos como média
geométrica. A diferenca entre os grupos foi avaliada pela analise de variancia de uma via
(ANOVA). Os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism versdo 6.0,
submetido a ANOVA de uma via e posteriormente a tukey de multipla comparacéo entre o0s

testes. Com significancia de p<0,05.

Resultados e Discussao

Na figura 1 estdo representadas as enzimas hepéaticas AST e ALT, respectivamente,
obteve-se como valor de referéncia o grupo controle negativo, onde foi administrado apenas
solucdo salina, para comparativo entre 0s outros grupos. Os valores dosados para AST foram:
Controle negativo (Salina), 74,50 (x 1,24), controle positivo (Paracetamol), 110,20 (£ 2,15),
EHCSR 200mg/Kg, 147,70 (+ 1,41), EHCSR 400mg/Kg, 132,60 (+ 1,11), EHCSR 200mg/Kg
+ paracetamol, 101,20 (+ 1,22), EHCSR 400mg/Kg + paracetamol, 119,20 (+ 0,60). Ja para
ALT foram: Controle negativo (Salina), 35,85 (+ 1,24), controle positivo (Paracetamol), 47,37
(= 0,39), EHCSR 200mg/Kg, 38,00 (+ 0,40), EHCSR 400mg/Kg, 39,82 (+ 0,44), EHCSR
200mg/Kg + paracetamol, 41,51(% 0,64), EHCSR 400mg/Kg + paracetamol, 50,70 (+ 0,54).

O controle positivo, onde foi administrado paracetamol encontra-se significativamente
aumentando, 0 que demonstra um aumento destas enzimas. Nos grupos com administracdo
somente do EHCSR € visto que as dosagens de AST estd aumentada nas duas doses, 200 e

400mg/Kg, ja as dosagens de ALT, a concentracdo de EHCSR 200mg/Kg ndo obteve um
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aumento significativo. Quando associados 0 agente agressor (Paracetamol) e o0 EHCSR, as

transaminases tiveram aumento significativos nos dois grupos veja a Figura 1.

A) @ Controle Negativo
2007 EH3 controle Positivo (agente agressor)
E eHcsRr 200mgikg
[ eHcSR 400mg/Kg
E EHCSR 200mg/Kg + Agente Agressor
D @ EHCSR 400mg/Kg + Agente Agressor

B)

607 E& controle Negativo
F E Controle Positivo (agente agressor)
El EHCSR 200mg/Kg
M eHcsRr 400mg/Kg
B3 EHCSR 200mg/Kg + Agente Agressor
@ EHCSR 400mg/Kg + Agente Agressor

401 A

20

Alanina aminotransferase (ALT)

Figura 1: A) Resultado da dosagem Aspartato Aminotransferase (TGO/AST) e B)
Alanina Aminotransferase (ALT/TGP). Amostra de soro de ratos, onde foram
administrados paracetamol e EHCSR em duas dosagens, onde a significancia entre os
grupos € vista com p < 0.05. A coluna A encontra-se significante frente a todas as
colunas, assim como a coluna B. Demonstrando que entre oS grupos existiu uma
significancia mutua em relacdo a todos eles.

A enzima aminotrasferases (AST) sdo divididas em dois grupos Aspartato
Aminotransferase (TGO/AST) e B) Alanina Aminotransferase (ALT/TGP), estdo presentes
em varios tecidos como figado, rins, coracdo entre outros. AST esta distribuida no organismo,
em contrapartida a ALT é mais encontrada no figado do que em outros tecidos por este
motivo é mais especifico para lesdo hepatica (ZAKHARI; LI, 2007; LUCEY et al., 2008).
Estas sdo as primeiras a serem elevadas a niveis séricos, quando ocorre lesdo hepatica, pois a
AST encontra-se no citoplasma e nas mitocondrias e ALT apenas no citoplasma. Devido a
isto inicialmente a AST é mais elevada, pois a meia vida da de origem mitocondrial € maior
que as outras, com o dano persistindo a ALT ficard mais elevada e quando ocorre a
cronicidade a AST volta a se elevar (GREEN; FLAMM, 2002; GAYOTO; ALVES, 2001).
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A lesdo induzida apresentou caracteristica de fase aguda e demonstra uma presenca
maior de AST em todos os grupos. A ALT também encontra-se aumentada mas em menores
proporcdes, 0 que pode-se demonstrar um inicio de lesdo hepatica, pois a ALT é mais
especifica e ndo encontrasse tdo elevada. Este aumento das transaminases pode indicar uma
hepatotoxicidade do EHCSR, pois 0 mesmo causou aumento destas quando utilizados
sozinho, sem 0 agente agressor, 0 que pode ser um indicio de uma lesdo hepatica.

Na Figura 2 mostra a variacdo dos niveis de Gama-GT e Fosfatase Alcalina,
respectivamente, nos grupos administrados com EHCSR e paracetamol, onde vé-se um
aumento significativo, em relacdo ao grupo controle negativo, usado como valor de
referéncia, em relacdo aos outros grupos. Valores dosados de Gama-GT: Controle negativo
(Salina), 1,78 (+£0,09), controle positivo (Paracetamol), 9,60 (+0,22), EHCSR 200mg/Kg, 4,09
(x 0,20), EHCSR 400mg/Kg, 3,70 (+0,12), EHCSR 200mg/Kg + paracetamol, 3,52 (x0,18),
EHCSR 400mg/Kg + paracetamol, 3,10 (x0,15). Valores dosados de Fosfatase alcalina:
Controle negativo (Salina), 144,80 (x 3,03), controle positivo (Paracetamol), 369,70 (£5,00),
EHCSR 200mg/Kg, 311,00 (+ 2,07), EHCSR 400mg/Kg, 396,90 (+2,22), EHCSR 200mg/Kg
+ paracetamol, 259,70(x2,03), EHCSR 400mg/Kg + paracetamol, 252,30 (£2,35).
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127

E controle Negativo

B E3 controle Positivo (agente agressor)
Bl eHcsR 200mg/Kyg
[ EHCSR 400mgiKg
E EHCSR 200mg/Kg + Agente Agressor
@ EHCSR 400mg/Kg + Agente Agressor
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Gama Glutamiltransferase (Gama -GT)

B)
D
4001 ontrole Negativo
B Ec le Negati
E3 controle Positivo (agente agressor)
E EHCcsR 200mgiKg
c
[ EHCSR 400mg/Kg
E EHCSR 200mg/Kg + Agente Agressor
mg/Kg + Agente Agressor
EH EHCSR 400mg/Kg + A A

Fosfatase Alcalina

Figura 2: A) Resultado da dosagem Gama glutamiltransferase (Gama — GT), em amostra
de soro de ratos, onde foram administrados paracetamol e EHCSR em duas dosagens,
onde a significAncia entre os grupos € vista com p < 0.05. As colunas A e B foram
significantes em relacdo a todas as outras analisadas. Nas analises entre grupos, as
colunas C em relacdo a D, C em relacdo a E, D em relacdo a E e E em relacdo a F, ndo
tiveram significancia. e B) Resultado da dosagem Fosfatase alcalina, em amostra de soro
de ratos, onde foram administrados paracetamol e EHCSR em duas dosagens, onde a
significancia entre 0s grupos é vista com p < 0.05. Todas as relagdes entre colunas foram
significantes com excec¢édo de E em relacdo a F, onde ndo houve significado

Gama-GT e Fosfatase alcalina estdo geralmente aumentadas em colestase e danos
hepaticos celulares, encontram-se em varios 0rgaos, dentre eles o figado, que possui maiores
concentracOes destes (GREEN; FLAMM, 2002; DAVIS et al., 2003). A Gama-GT esta
presente no reticulo endoplasmaético liso, e encontra-se aumentado na presenca de agressores
hepaticos (CONIGRAVE et al., 2002, LUCEY et al., 2008). Diante disto os resultados
mostram que 0s grupos administrados somente com o EHCSR possuem aumentos destes,
assim como quando administrado o paracetamol, que é um agressor hepatico.

Na Figura 3 mostra as dosagens de Proteinas Totais e Albumina, nos grupos

administrados o0 EHCSR e o paracetamol, sendo que as dosagens foram significativas em
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todos os grupos, quando levado em consideracdo o grupo controle negativo como valor de
referéncia, com excecdo do EHCSR 200mg/Kg associado ao agente agressor (Paracetamol),
qguando dosado Proteinas Totais. Valores dosados de Proteinas totais: Controle negativo
(Salina), 10,81 (x0,46), controle positivo (Paracetamol), 6,83 (+0,29), EHCSR 200mg/Kg,
14,14 (+0,33), EHCSR 400mg/Kg, 12,90 (x0,45), EHCSR 200mg/Kg + paracetamol, 9,43
(x0,30), EHCSR 400mg/Kg + paracetamol, 8,76 (+£0,20). Valores dosados de Albumina:
Controle negativo (Salina), 8,71 (0,35), controle positivo (Paracetamol), 4,11 (z0,28),
EHCSR 200mg/Kg, 12,29 (+0,40), EHCSR 400mg/Kg, 11,15 (+0,62), EHCSR 200mg/Kg +
paracetamol, 7,33 (x0,26), EHCSR 400mg/Kg + paracetamol, 7,17 (= 0,22).

) 187 .
EA controle Negativo
Controle Negat
15 D EA controle Positivo (agente agressor)

= E EHcsR 200mgikg

[0 EHCcSR 400mg/Kg
F E EHCSR 200mg/Kg + Agente Agressor
rr—— % EHCSR 400mg/Kg + Agente Agressor

Proteinas Totais

141 EA controle Negativo
12 — D EA controle Positivo (agente agressor)
E eHcsRr 200mg/Kg
[ eHcsR 400mg/Kg
E F B EHCSR 200mg/Kg + Agente Agressor
@ EHCSR 400mg/Kg + Agente Agressor

Albumina

Figura 3: A) Resultado da dosagem Proteinas Totais, em amostra de soro de ratos,
onde foram administrados paracetamol e EHCSR em duas dosagens, onde a
significancia entre os grupos € vista com p < 0.05. Todas as rela¢des entre colunas
foram significantes com excecdo de A em relacdo a E, onde ndo houve significado
e B) Resultado da dosagem Albumina, em amostra de soro de ratos, onde foram
administrados paracetamol e EHCSR em duas dosagens, onde a significancia entre
0S grupos é vista com p < 0.05. Todas as relagdes entre colunas foram significantes
com excecdo de C em relacdo a D, E em relacdo a F onde ndo houve significado.

Porém existe uma diferenca nesses grupos, nas dosagens dos agentes agressores, 0S
valores de Proteinas Totais e Albuminas encontram-se diminuidos, tanto com o paracetamol

utilizado sozinho ou associado ao EHCSR nas dosagens de 200 e 400 mg/Kg. Quando o
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EHCSR administrado sozinho ndo houve diminuicdo e sim aumento das dosagens. Os niveis
de albumina e Proteinas Totais encontram-se geralmente diminuidos em cirrose aguda
(GAYOTO; ALVES, 2001), porém com a administracdo do EHCSR ndo foi visto essa
diminuig&o e sim aumento destas.

Estes achados sé&o de suma importancia, pois demostra que o EHCSR pode causar
dano hepaético, ja que AST estd aumentada s6 com a utilizacdo do EHCSR, principalmente na
dose de 400mg/Kg e sem acréscimo de nenhum agressor. Segundo Luo e colaboradores
(2004), um dano hepatico so seré relevante com o aumento de AST e ALT, e diminuigdo de
albumina, mas o aumento da AST pode demonstrar inicio de uma lesdo hepatica ou em outros
orgdos, ja que esta ndo € especifica do figado. Visto que ndo ocorreu uma diminui¢do da
albumina em conjunto com o aumento das transaminases, leva-se a cré que um inicio de lesdo
hepatica esta ocorrendo, pois de todas as dosagens realizadas apenas a Albumina e Proteinas
Totais que ndo corroboraram com esta possivel lesdo.

Alguns estudos sobre o género Stryphnodendron, ressaltaram efeitos tdxicos
significativos, com diversas partes da planta, como folhas, favas e cascas, como foi visto
nesse estudo. Vilar et al.(2010) verificou que o extrato da casca de Stryphnodendron
adstringens apresentou efeito citotoxico, Almeida et al.(2009) verificou que o extrato das
folhas desta mesma espécie causaram toxicidade em camundongos quando administrados via
intra peritoneal.

Segundo Mendonca et al.(2010), as favas de Stryphnodendron fissuratum, do mesmo
género da espécie estudada neste trabalho, foi toxica em caprinos, onde apresentou diversas
desordens como problemas digestivos, neurais, musculares e morte. As alteracGes hepaticas
guanto as dosagens bioquimicas foram discretas. Segundo Brito et al.(2001), as favas de
Stryphnodendron obovatum, apresentaram toxicidades em bovinos, estas desordens foram
semelhantes a vista por Mendonga et al.(2010), demonstrando mais uma vez a toxicidade
desta parte das plantas desse género. Tokarnia et al.(1998) demonstrou que estas favas

causaram abortos em bovinos nas diversas fazes gestacionais.

Considerac6es Finais

Através deste estudo pode-se evidenciar que o extrato hidroalcoolico da casca de
Stryphnodendron rotundifolium Mart pode causar um quadro de lesdo hepética, frente aos
pardmetros analisados. As dosagens bioquimicas AST, ALT, Fosfatase Alcalina e Gama-GT,
mostraram-se elevadas quando foram submetidas a doses do EHCSR (200 e 400 mg/Kg),

demonstrando inicio de uma lesdo hepatica, as dosagens de Albumina e Proteinas Totais, ndo
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mostraram-se diminuidas o que indica que a lesdo nédo € elevada, ou por conta do periodo de
tratamento, que foi agudo. Diante de todos esses aspectos mostra-se a relevancia deste estudo,
pois uma grande parte da populacdo da Chapada do Araripe, faz uso continuo ou periodico
desta planta, o que pode agravar alguma patologia ja existente ou desenvolver um problema
hepético, nessas pessoas, com isso € de suma importancia a divulgacdo e esclarecimento desta

populacdo quanto ao que foi visto neste estudo.
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4.2 ARTIGO 2: Avaliacdo da atividade leishmanicida e tripanocida (in vitro) do extrato

hidroalcoolico da casca de Stryphnodendron rotundifolium Mart.

RESUMO

A leishmaniose e doenca de chagas, sdo conhecidas como patologias negligenciadas, estas sdo
causadas por parasitas sanguineos, que causam diversas desordens sistémicas ao homem. A
leishmaniose mais grave é a visceral, conhecida como calazar, esta compromete
principalmente figado, baco, e podendo ser letal a0 homem. Assim como a patologia anterior,
a Doenca de Chagas, causa diversos sintomas, sendo dividida em duas fases, aguda e cronica,
comprometendo na fase crbnica principalmente figado e coragdo. O tratamento destas é
complexo, pois os medicamentos utilizados sdo geralmente tdxicos e agravam 0s sintomas da
doenca, diante disto vé-se a necessidade de alternativas terapéuticas, principalmente
utilizando-se plantas medicinais, como o Stryphnodendron rotundifolium Mart., barbatiméo.
Esta arvore é endémica da Chapada do Araripe e amplamente utilizada pela populacéo para
tratar ferimentos, inflamacgdes diversas, dentre outros. Diante disto viu-se a importancia de
avaliar a atividade leishmanicida e tripanocida do extrato hidroalc6olico da casca de
Stryphnodendron rotundifolium Mart (EHCSR), afim de se encontrar uma alternativa
terapéutica para as ditas patologias. Foi feito um extrato bruto hidroalcéolico da casca de
Stryphnodendron rotundifolium Mart., posteriormente utilizou-se quatro concentracoes
diferentes (1000, 500, 250, 125 ug/mL) para realizacdo dos testes, in vitro, anti- leishmania,
utilizando promastigotas das espécies L. brasiliensis e L. infantum e tripanocida, utilizando
epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Verificou-se também a citotoxicidade do EHCSR,
frente a fibroblastos aderidos em placa. Os testes foram realizados em triplicata e calculados
os percentuais de mortalidade dos parasitas, 1Csy e percentual de toxicidade. Obteve-se como
resultado da atividade anti-leishmania, frente a L. infantum, um percentual médio de 45% de
mortalidade dos parasitas em todas as concentracfes, frente a L. brasiliensis a concentracédo
que foi significativa foi de 1000 pg/mL, com 56, 38%, estas possuindo ICsy de 1338,76ug/mL
e 987,35ug/mL, respectivamente. A atividade tripanocida obteve destaque na concentracdo de
1000pg/mL, com 82,31% de mortalidade das epimastigotas. A citotoxidade nessas
concentracOes de destaque, 1000pg/mL e 500ug/mL, apresentou 94,14% e 75,12% e com uma
ICso = 190.24pg/mL. Devido a isto viu-se que mesmo com a atividade anti-parasitéria
presente no extrato, a sua baixa citotoxicidade torna vidvel seu uso sisttmico, como
alternativa terapéutica.

Palavras — Chave: Stryphnodendron rotundifolium Mart, tripanocida, leishmanicida,
citotoxicidade.
Introducéo

A Leishmaniose e a Doenca de Chagas, sdo ditas como problemas graves de salude
publica, devido seu alto indice de mortalidade em paises como o Brasil, pois estdo
diretamente ligadas a fatores socio-econémicos (MARCHESE, 2009; WHO, 2002).

A Leishmaniose é causada por um parasita sanguineo, onde seu modo de transmisséo €
através da picada do mosquito flebotomineo, quando este encontra-se infectado, isto ocorre no
repasto sanguineo onde os parasitas sdo inoculados na derme do hospedeiro, que tem como

reservatorio 0s animais domeésticos, principalmente o cachorro, e os selvagem, porém o
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homem veio a se tornar um possivel reservatorio devido a mudanga organizacional das
cidades, deixando assim de ser uma patologia apenas rural (MONTEIRO et al., 2005;
MARCHESE, 2009; BRASIL, 2010). A Leishmaniose Tegumentar Americana possui 3
formas clinicas, cutdnea, mucocutanea e cutanea difusa. A mucocutanea caracteriza-se por
lesdes que destroem as cartilagem e mucosas. A leishmaniose visceral, conhecida como
calazar, é considerada a mais grave e tem como sintomatologia hepatoesplenomegalia,
pancitopenia, e dependendo da evolucdo da doenca pode levar a morte. Estas sdo causadas
respectivamente por L. brasiliensis, e por L. donovani, L. infantum e L. chagasi (GENARO e
REIS, 2005; SIMOES- MATTOS et al., 2002; ALEIXO et al., 2006).

Uma grande problemética desta patologia é a falta de vacinas, e medicamentos
eficazes e seguros, principalmente para o cdo, que tornou-se o principal hospedeiro e causador
das maiores dificuldades de controle da doenca, pois 0 mesmo encontra-se nos domicilios e
caracterizam um grau de afetividade com o homem (PAULA et al., 2003, SIDERMAN et al.,
2004; NAKAMURA et al, 2006).

A Doenca de chagas, Trypanosoma cruzi. € transmitida pelo triatomineo, conhecido
como barbeiro, ocorre durante a hematofagia, quando 0 mesmo, realiza a penetracdo da pele
deixando urina ou fezes contaminadas com tripomastigotas metaciclicas, que infectam o
hospedeiro, normalmente mamiferos, porém esta ndo € a Unica forma de transmissdo, ja foi
verificado contaminacdo por transfusdo sanguinea, transplantes de 6rgdos e por via oral,
através da ingestdo do vetor, isto acontece quando este é triturado durante o preparo de algum
alimento (SCHMUNIS, 2000; BRENER, 2000). A sintomatologia é diversa, apresentando
problemas mais graves na fase crbnica, onde ocorre comprometimento cardiaco, hepético,
dentre outros. O tratamento desta possui varias restricdes, dentre eles, é mais eficaz na fase
aguda da doenca, além de causar efeitos colaterais diversos (SANTORO et al., 2007;
BRASIL, 2005).

Por conta destes fatores verifica-se a importancia de se desenvolverem novos farmacos,
principalmente os derivados de plantas medicinais, por conta da ampla variedade destas e pelo
acesso facilitado a pessoas de poder aquisitivo menor (CARVALHO & RODRIGUES, 2001).

Em funcédo da tradicdo do uso de plantas medicinais no Brasil, atualmente o interesse
pelas propriedades farmacologicas destas vem sendo explorado arduamente pelos
pesquisadores brasileiros e mais recentemente pela industria farmacéutica, por conta da
necessidade de desenvolver novos farmacos (CALIXTO & SIQUEIRA Jr, 2008).

O género Stryphnodendron, pertence a familia Leguminoseae e subfamilia

Mimosoideae, que possui aproximadamente 64 géneros, este é conhecido popularmente como
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barbatimdo, barba-de-timdo, chardozinho-roxo, casca-da-virgindade, casca-da-mocidade,
barbatimdo-vermelho (LORENZI, 2000; DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). A espécie
Stryphnodendron rotundifolium Mart endémica da Chapada do Araripe, é utilizada por grande
parte da populacdo da regido do Cariri, onde utilizam-se da casca desta arvore para tratar
ferimentos, inflamac0es, gastrite, inflamacéo vaginal e infecges (OLIVEIRA, 2010).

A prospeccdo fitoquimica do extrato da casca de Stryphnodendron rotundifolium Mart.
foi realizada e verificou-se a presenca de taninos pirogalicos, flavonas, flavondis, flavonondis,
xantonas, chalconas, flavononas e esterdides como metabdlitos secundarios presentes nessa
espécie (OLIVEIRA, 2010), bem como atividade antibacteriana e antifungica (RODRIGUES
et al, 2008), antioxidante (COSTA et al, 2012) e efeito antibidtico sinérgico (OLIVEIRA et al,
2011).

Diante disto objetivou-se avaliar a atividade tripanocida e leishmanicida do extrato
hidroalcoolico da casca de Stryphnodendron rotundifolium Mart., a fim de verificar seu
potencial terapéutico diante destas patologias, para propiciar uma possivel alternativa de

tratamento para 0s pacientes..

Materiais e Métodos

Material botanico

O material vegetal de Stryphnodendron rotundifolium Mart. foi coletado no municipio
de Crato-Ceara-Brasil, em marco de 2011. A exsicata da espécie encontra-se depositada no
Herbéario Dardaro de Andrade Lima-URCA sob nimero 4661.

Preparacdo do extrato hidroalcéolico da casca de Stryphnodendron rotundifolium
Mart.(EHCSR)

O material vegetal (cascas secas de Stryphnodendron rotundifolium Mart.) foi
submetido a extracdo a frio com agua e etanol a 99,99% na proporcao de 1:1, sendo que 0
solvente etandlico foi removido através do evaporizador rotatorio, obtendo-se um extrato

bruto a partir da utilizacao do liofilizador.

Preparo da solugdo do EHCSR
O EHCSR foi diluido em solucdo tamponada de fosfato (PBS pH 7,2) a uma
concentracdo final de 1mg/mL, obtendo-se posteriormente concentragdes de 500, 250,

125ug/mL, respectivamente. Os testes foram efetuados em triplicata.
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Obtencéo de parasitas e celulas

Neste estudo, foram utilizadas formas epimastigotas de cultura sangiineas de T. cruzi e
promastigotas de L. brasiliensis e L. infantun.

As Epimastigotas foram obtidas na fase exponencial de crescimento em meio Liver
Infusion Tryptose (LIT) foram lavados 2 vezes em PBS estéril pH 7,2 a 1500rpm por 10
minutos a 4°C, e o nimero de parasitos foi determinado em camara de Neubauer. A seguir, 0s
parasitos foram suspensos em meio LIT acrescido de 10% de Soro Bovino Fetal (SBF)
(inativado a 56°C), e a concentracdo ajustada para 5x10° epimastigotas/mL, sendo mantidos a
4°C até 0 uso.

As Promastigotas de L. brasiliensis e L. infantum, foram obtidos na fase exponencial
de crescimento em meio Schneider suplementado com 5% de SBF e 2% de urina, foram
lavados 2 vezes em PBS estéril pH 7,2 a 1500rpm por 10 minutos a 4°C, e o ndmero de
parasitas foi determinado em cdmara de Neubauer. A seguir, 0s parasitas foram suspensos em
meio Schneider acrescido de 5% de SBF e 2% de urina, e a concentracdo ajustada para 5x10°
promastigotas/mL, sendo mantidos a 4°C até o uso.

Os fibroblastos foram cultivados em Minimal Essential Medium (MEM). Este foi
suplementado com 10% de SFB inativada por calor, penicilina G (100 U/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL). As culturas foram mantidas a 37° C em atmosfera Umida com
5% de CO2 até uso.

Avaliacdo leishmanicida in vitro

Para a avaliacdo da atividade leishmanicida contra forma promastigotas do extrato,
foram realizados ensaios em triplicatas em placas de culturas de 96 pocos, contendo 20ul do
EHCSR em concentracfes em ordem decrescente, diluidas em PBS estéril pH 7,2, acrescido
de 180 pl da suspensdo de promastigotas. Como controle, os parasitas foram incubados na
auséncia de compostos, e na presenca de 100ug/ml de Pentamidina. Apds adicdo dos produtos
naturais, as amostras foram homogeneizadas e incubadas a 24°C por 72 horas €, a seguir, as
placas avaliadas visualmente em microscopio para verificacdo da motilidade dos parasitos. Os
resultados foram expressos em %. Os ensaios foram repetidos 3 vezes com o objetivo de de
avaliar a manutengéo da atividade do EHCSR e a reprodutibilidade dos resultados. Como
droga de referéncia foi utilizada a Pentamidina.
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Avaliacgao tripanocida in vitro

No teste tripanocida, contra formas epimastigotas, foram realizados em triplicatas em
placas de culturas de 96, contendo 20ul do EHCSR em concentra¢Bes em ordem decrescente,
diluidas em PBS estéril pH 7,2, acrescido de 180 pl da suspensdo de epimastigotas. Como
controle, os parasitos foram incubados na auséncia de compostos, e na presenca de 100ug/ml
de Nifurtimox. Apos adicdo do EHCSR, as amostras foram homogeneizadas e incubadas a
24°C por 72 horas e, a seguir, as placas foram avaliadas visualmente em microscépio para
verificacdo da motilidade dos parasitas. A atividade foi determinada por contagem em camara
de Neubauer e posterior avaliacdo estatistica. Os resultados foram expressos em %. Os
ensaios foram repetidos 3 vezes com 0 objetivo de avaliar a manutencdo da atividade dos

produtos naturais e a reprodutibilidade dos resultados.

Avaliacéo de citotoxicidade

Fibroblastos foram aderidos em placas de microdiluicio de 96 pogos a uma
concentracdo final de 3 x 10* células/cavidade. Estas foram incubadas a 37° C em atmosfera
com 5% de CO2. Posteriormente, 0 meio MEM foi removido e o EHCSR foi adicionado a
200uL, incubado por mais 24h. Apos esta incubacdo, 20ul de uma solu¢do de Resazurina
2mM foi adicionada em cada cavidade. As placas foram incubadas por 3h e a redugédo da
resazurina foi determinada através de dupla absorbancia nos comprimentos de onda de 490 e
595 nm. O valor do controle (branco) foi subtraido. Cada concentracdo foi testada em

triplicata.

Andlise estatistica
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos uma vez. Os
resultados foram expressos como concentracdo inibitoria do crescimento parasitario (Clsp),

calculados por regressao linear.

Resultados e discussao

Os resultados da Tabela 1 mostram o efeito do medicamento de escolha, pentamidina,
frente o género Leishmania sp., onde obteve-se uma ICsp = 5.69 pg/mL. Os resultados obtidos
na Tabela 2 e 3 séo correspondentes a atividade anti-promastigota do género Leishmania sp.,
onde foi verificado que na espécie L. infantum (Tabela 2), nas quatro concentragdes do
EHCSR testadas, o percentual de inibi¢do parasitario foi semelhante, em torno de 45%, e com

uma ICsp = 1338.76 pg/mL, j4 na especie L. brasiliensis (Tabela 3) houve destaque na
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concentracdo inicial, de 1000pug/mL, onde o percentual de inibigéo foi de 56,38%, nas demais
concentrages a inibicdo foi insatisfatoria e obtendo uma ICsq = 987.35ug/mL.

Tabela 1: Resultado do Pentamidina, frente a Leishmania infantum na forma parasitaria
promastigota. (ICsp = 5.69 pg/mL)

Concentracdo em pg/mL % de anti-promastigota * % Desvio padrao
(L. infantum)
100 93.9 0.3
50 93.9 0.1
25 89.2 0.6
12.5 80.6 0.2
6.25 54.2 0.3
3.125 155 1.1

Tabela 2: Resultado do EHCSR, frente a Leishmania infantum na forma parasitaria
promastigota. (ICso = 1338.76 pg/mL)

Concentracdo do EHCSR % de anti-promastigota * % Desvio padrao
em pg/mL (L. infantum)
1000 47.14 0.69
500 45.63 2.52
250 40.67 1.12
150 43.47 2.72

Tabela 3: Resultado do EHCSR, frente a Leishmania brasiliensis na forma parasitaria
promastigota. (ICso = 987.35ug/mL)

Concentragdo do EHCSR % de anti-promastigota * % Desvio padréo
em pg/mL (L. brasiliensis)
1000 56.38 5.49
500 4.68 2.06
250 2.85 1.79
150 2.85 1.07

Segundo Rosas et al (2007) um percentual acima de 50% de inibicdo parasitaria,
quando a concentracdo de extrato utilizada é de 500ug/mL, considera-se que este € um bom
inibidor dos parasitas estudados, porém mesmo 0 EHCSR néo estando nesse percentual, ndo é
descartada sua atividade, pois este ainda possui dados proximos aos 50%, este fato pode ser
explicado pelos componentes presente no EHCSR, como os taninos, flavonoides e compostos
fendlicos, que foram descritos como os principais metabolitos secundarios presente nessa
espécie (OLIVEIRA, 2010).

O efeito anti- leishmania foi alvo de estudos Kolodziej e Kiderlen (2005) onde foram
comprovadas que taninos, polifenois, fenois simples e taninos condensados possuem esta

atividade. Em estudos anteriores foram avaliados a atividade leishmanicida de extratos ricos
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em polifendis, dos frutos de Cocos nucifera L., onde este apresentou efeito satisfatorio tendo
uma concentracao inibitéria minima de 10 pg/mL (MENDONCA-FILHO et al., 2004).

Segundo Paula-Junior et al (2006) o extrato hidroetandlico das folhas de Coryocar
brasiliense possui atividade leishmanicida frente as formas promastigotas, este demonstrou
uma forte atividade antioxidante, corroborando com este estudo, pois 0 género
Stryphnodendron possui atividade antioxidade ja relatada (LOPES et al., 2005) e a presente
espécie também como foi demonstrado por Costa et al (2012). Williams et al. (2003)
demonstra que compostos antioxidantes, como flanodides, podem ter efeito em formas
promastigotas de Leishmania sp., isso baseado na reducgéo de sal tetrazolium.

De acordo com Bezzera et al. (2006) extratos brutos de plantas possuem efeito
leishmanicida, sobre formas promastigotas, mais eficiente, assim como Reis et al. (2012)
demonstra que extrato hidroalcéolico de Chenopodium ambrosioides acarreta em uma
diminuigéo da carga parasitaria em infec¢éo por L. amazonenses in vivo, isto demonstra que 0
extrato utilizado neste estudo, possivelmente possui essas caracteristicas leishmanicida devido
a esses fatores, por este ser hidroalcoolico e um extrato bruto, como 0s vistos anteriormente.

A Tabela 4 mostra o efeito da droga de escolha, Nifurtimox, para tratamento da
patologia frente a T. cruzi. observando uma ICsp = 20.02 pg/mL. A atividade tripanocida
frente a epimastigotas se mostra relevante em concentragdo de 1000pg/mL, onde foi
verificado a morte de 82,31% das formas parasitarias, nas outras concentracées, 250 pg/mL e
500 pg/mL, obtiveram uma pequena inibicdo, respectivamente 2,31% e 7,07%, ja na menor
concentracdo de 150 pg/mL ndo houve inibicdo alguma (Tabela 5) e este apresentou uma ICs
= 748.97pg/mL.

Tabela 4: Resultado do Nifurtimox, frente a Trypanosoma cruzi na forma parasitaria
epimastigota. (1Cso = 20.02 pg/mL)

Concentracdo em pg/mL % de anti-epimastigota + % Desvio padrao
(T. cruzi)
100 100 0.46
50 93 0.66
10 84 0.62
1 43 0.93
0.5 13 2.50

0.1 0 1.54
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Tabela 5: Resultado do EHCSR, frente a Trypanosoma cruzi na forma parasitaria
epimastigota. (ICso = 748.97ug/mL)

Concentracdo do EHCSR % de anti-epimastigota * % Desvio padréo
em pg/mL (T. cruzi)
1000 82.31 0.57
500 7.07 0.55
250 2.13 1.21
150 0 0.35

Em estudos realizados por Herzog-Soares et al. (2002), utilizando o extrato bruto da
casca da espécie Stryphnodendron adstringens, que pertence ao mesmo género do extrato
utilizado neste estudo, mostrou-se eficiente contra o parasita T. Cruzi, in vivo, eliminando
quase que na totalidade todos os parasitas encontrados no sangue dos animais, demonstrando
sua efetividade contra 0 mesmo.

Ribeiro et al. (1997) isolou flavanonas de Trixis vauthieri L., com este eliminaram
cerca de 99% dos parasitas no sangue infectado, Grael et al. (2005) isolou diversas
substancias de Lychnophora pohlii, onde os flavondides apresentaram atividade tripanocida
consideravel, Takeara et al. (2003) demostrou que os flavondides presente em outra espécie
de Lychnophora foram eficientes contra T. cruzi de sangues contaminados em bancos de
sangue. Schinor et al. (2004) verificou a mesma atividade porém esta foi realizada em vivo.
Este dado é de suma importancia para 0 presente estudo pois 0 mesmo possui em sua
composicdo flavonoides, 0 que demonstra um dos provaveis motivos para o efeito tripanocida
demonstrado. Abe et al. (2004) demonstrou que apos isolado uma xantona, de Garcinia
subeliptica, foram ativas contra a forma epimastigota e tripomastigota do protozoério T cruzi,
no EHCSR este metabdlito secundario também encontra-se presente.

Mesmo diante do exposto, que existe uma possivel atividade anti- parasitaria, ndo se
pode descartar a importancia de verificar a citotoxicidade deste EHCSR, como mostra a
Tabela 6. Demonstrando que nas doses de 1000pg/mL e 500ug/mL, que foram as mais
representativas no estudo, a toxicidade é muito alta, 94,14% e 75,12% respectivamente e
tendo uma ICsg = 190.24pug/mL.

Tabela 6: Atividade citotoxica do EHCSR frente a fibroblastos. (1Csq = 190.24ug/mL)

Concentracdo do EHCSR % Citotoxicidade * % Desvio padrao
em pg/mL
1000 94.14 1.04
500 75.12 1.63
250 62.42 1.01

150 43.39 2.03
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Santos e colaboradores (2012) demonstrou que o uso de produtos naturais podem
proporcionar altos percentuais de mortalidades dos parasitas apresentando baixos percentuais
de citotoxicidade. Este resultado pode demonstrar uma viabilidade de uso do EHCSR por via

sistémico.

Considerac6es Finais

Através destes estudos pode-se verificar que o extrato hidroalcéolico da casca de
Stryphnodendron rotundifolium Mart. (EHCSR), apresentou melhor atividade frente as cepas
de L. brasiliensis. Porém, apresentou uma atividade antiparasitaria mais significativa para
formas epimastigotas da espécie T. cruzi. O extrato EHCSR demonstrou baixo efeito

citotdxico que demonstrar uma viabilidade de uso por via sistémica.
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7. CONCLUSAO

Verificou-se que a utilizacdo do extrato hidroalcdolico da casca de Stryphnodendron
rotundifolium em ratos do durante 14 dias alternados, causou uma toxicidade hepética quando
comparado ao grupo controle negativo, que utilizou apenas solucdo salina, se comportando

semelhante com o grupo de animais tratados com o agente agressor paracetamol.

As transaminases e as dosagens bioquimicas, gama-gt e fosfatase alcalina, apresentaram-se
aumentadas em relacdo ao grupo controle negativo, principalmente quando levada em conta a
administracdo isolada do EHCSR na dosagem de 400mg/Kg, e quando estes encontravam-se
associados ao Paracetamol, o aumento também era evidente. A Albumina e as Proteinas

totais, ndo mostraram diminuicdo em relagéo ao grupo controle.

Estas dosagens bioquimicas sdo utilizadas para verificar as funcbes do figado, diante disto
pode-se verificar que 0 EHCSR esta causando um dano hepético, frente ao grupo controle
negativo, e quando comparados com outros grupos ndo apresenta uma diferenca significativa,
devido a isto precisa-se elucidar tal fato com estudos complementares, como em

administracdes de uso crénico que podem trazer mais informagGes sobre o extrato.

A atividade antiparasitaria é relevante, tendo um percentual de morte dos parasitas alto, porém

as dosagens capazes de eliminar os parasitas foram doses com citotoxicidade muito elevada.

Alguns estudos ja foram feitos quanto a toxicidade do género Stryphnodendron, porém este é
0 primeiro a evidenciar uma toxicidade hepatica da casca de Stryphnodendron rotundifolium
Mart, demonstrando a importancia de verificar esta problematica, pois o uso desta planta, da
casca, pela populagédo, pode estd agravando alguma patologia ja existente no individuo ou

desenvolvendo alguma lesdo hepética que anteriormente nao existia.

O presente estudo verificou que o EHCSR causa dano sistémico, como foi evidenciado nos
animais, através do dano hepatico, porém, apresenta baixo dano celular, visto através da
citotoxicidade do mesmo frente aos fibroblastos, isto pode ser explicado, pois o que
provavelmente causa a toxicidade sistémica seja um metabolito gerado através da

biotransformacdo do EHCSR, assim como no caso do dano causado pelo paracetamol.



57

Importante relatar que esta possivel toxicidade foi verificada com a ingestdo do EHCSR, nédo
podendo ter certeza se 0 uso tépico deste também causara algum dano, sendo necessario

outros estudos a respeito.
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