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Resumo

O tratamento medicamentoso da leishmaniose pode acarretar varias reacdes adversas e ja foram encontrados isolados de
Leishmania resistentes a terapéutica. Neste cendrio, torna-se imprescindivel a busca de alternativas terapéuticas e
alcaloides, isolados de plantas pertencentes ao género Aspidosperma, tém se mostrado promissores como antiparasitario.
O presente estudo avaliou a atividade antipromastigota, amastigota e citotoxicidade do extrato e fragcdes pertencentes a A.
nitidum. O extrato etandlico das cascas (EE) foi obtido por maceragdo e submetido a particdo acido:base, sendo obtidas
as fracbes FN e FA. Além disso, o EE foi submetido ao fracionamento sob refluxo, obtendo-se as fragcbes FrHEX,
FrDCL, FrAcOEt e FrMeOH. A atividade antipromastigota em L. amazonensis e citotoxicidade para macréfagos foram
avaliadas através do ensaio de viabilidade (MTT). Apds a invasdo dos macréfagos pelo parasito, realizou-se o tratamento
com diferentes concentracbes das amostras por 72 h, seguida de fixagdo e coloracdo das amostras e leitura em
microscépio dptico. Somente a FrDCL mostrou-se moderadamente ativa contra promastigota (Clso= 105,7+1,12 ug/mL).
No entanto, 0 EE (Clsp= 23,87 £0,87 pg/mL) e FA (Clsp= 18,5 0,94 ug/mL) mostraram-se ativos contra amastigota,
enquanto que na FrDCL (Clsp= 204,5 + 0,71 pg/mL) e FrHEX (Clso= 143,0 +0,82 pg/mL) observou-se atividade
moderada. Quando se relaciona a citotoxicidade das amostras a atividade antiamastigota, observa-se que o EE (CCso=
491,8 + 1,86 pg/mL; I1S= 21) parece ser mais promissor que a FA (CCso= 209,1 + 1,7 pg/mL; IS=11). Em sintese, a A.
nitidum mostrou-se promissora como leishmanicida.

Palavras-chave: Aspidosperma; Leismania; Extrato; Frac&o.

Abstract

Drug treatment for leishmaniasis can lead to several adverse reactions, and therapy-resistant isolates of Leishmania have
already been found. In this scenario, the search for therapeutic alternatives and alkaloids, isolated from plants belonging
to the genus Aspidosperma, has proved to be promising as antiparasitic. The present study evaluated the
antipromastigote, amastigote and cytotoxicity activity of the extract and fractions belonging to A. nitidum. The ethanol
extract of the shells (EE) was obtained by maceration and submitted to an acid:base partition, with the FN and FA
fractions being obtained. In addition, the EE was subjected to fractionation under reflux, obtaining the fractions FrHEX,
FrDCL, FrAcOEt and FrMeOH. The antipromastigote activity in L. amazonesis and cytotoxicity to macrophages were
evaluated using the viability test (MTT). After the invasion of macrophages by the parasite, the treatment was performed
with different sample concentrations during 72 hours, followed by samples staining and reading under the optical
microscope. Only FrDCL was moderately active against promastigotes (ICs0=105.7 pg/mL). However, EE (ICso = 23.87
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pg/mL) and FA (ICso = 18.5 pg/mL) were shown to be active against amastigote, whereas in FrDCL (ICsp = 204.5
pg/mL) and FrHEX (ICsp = 143.0 pug/mL) moderate activity was observed. When samples cytoxicity is related to
antiamastigote activity, the EE (CCso = 491.8 pg/mL; IS = 21) seems to be more promising than the FA (CCso = 209.1
pg/mL; 1S = 11). In summary, A. nitidum is promise as a leishmanicide.

Keywords: Aspidosperma; Leismania; Extract; Fraction.

Resumen

El tratamiento farmacoldgico de la leishmaniasis puede provocar varias reacciones adversas y ya se han encontrado cepas
de Leishmania resistentes al tratamiento. En este escenario, la bisqueda de alternativas terapéuticas y alcaloides, aislados
de plantas pertenecientes al género Aspidosperma, ha demostrado ser prometedora como antiparasitario. EI presente
estudio evalud la actividad antipromastigota, amastigota y citotoxicidad del extracto y fracciones pertenecientes a A.
nitidum. El extracto etandlico de las cascaras (EE) se obtuvo por maceracién y sometido a un reparto acido: base,
obteniéndose las fracciones FN y FA. Ademas, el EE se sometié a fraccionamiento a reflujo, obteniendo las fracciones
FrHEX, FrDCL, FrAcOEt y FrMeOH. La actividad antipromastigota en Leishmania (Leishmania) amazonensis y la
citotoxicidad para los macrofagos se evaluaron mediante la prueba de viabilidad (MTT). Tras la invasion de los
macrofagos por el parasito, se realizé el tratamiento con diferentes concentraciones de las muestras durante 72 h, seguido
de la fijacion y tincion de las muestras y lectura al microscopio optico. S6lo FrDCL fue moderadamente activo contra
promastigote (Clso = 105,7 + 1,12 g / ml). Sin embargo, EE (Clso = 23,87 £ 0,87 ug / mL) y FA (Clso = 18,5+ 0,94 pg /
mL) mostraron ser activos contra amastigote, mientras que en FrDCL (Clso = 204, 5 + 0,71 pg / mL) y FrHEX (Clsp =
143,0 £ 0,82 pg / ml) se observo una actividad moderada. Cuando la citotoxicidad de las muestras se relaciona con la
actividad antiamastigota, se observa que el EE (CCso = 491,8 + 1,86 ug / mL; IS = 21) parece ser mas prometedor que el
FA (CCs0=209,1 + 1,7 pug / mL; IS = 11). En resumen, A. nitidum se ha mostrado prometedor como leishmanicida.
Palabras clave: Aspidosperma; Leismania; Extracto; Fraccion.

1. Introducéo

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozodrios, pertencentes ao género Leishmania e com mais
de 20 espécies que podem ocasionar a doenga no homem. Estes parasitas sdo transmitidos aos seres humanos pela picada do
flebotomineo fémea infectado, ocasionando trés formas principais de leishmaniose: cutanea, visceral ou calazar e mucocutanea
(WHO, 2019).

Em dezembro de 2019, 52 paises endémicos da VL (68%) notificaram a doencga, sendo que mais de 90% dos casos
ocorreram no Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sudao do Sul e Suddo. Em relago a leishmaniose cutanea (LC), em 11
paises ocorrem 88% dos casos notificados, dentre estes estdo: Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil, Colédmbia, Republica
Islamica do Ir4, Iraque, Paquistdo, Peru, RepUblica Arabe da Siria e Tunisia (WHO, 2019).

Para o tratamento da leishmaniose, em geral, é utilizado o antimoniato de N-metilglucamina e alternativamente o
isotionato de pentamidina e a anfotericina B. A pentamidina é mais cara que o antimonial, entretanto, o custo global do
tratamento com antimonial é mais elevado, pois possui despesas indiretas, relacionadas a insumos hospitalares, eventuais
necessidades de afastamento do trabalho ou internagdo (Naiff, et al., 1999; Neves, et al., 2011). Outros farmacos utilizados
para o tratamento da LC sdo miltefosina, azitromicina, itraconazol, cetoconazol, alopurinol, paramomicina e pentoxifilina
(Lima, et al., 2007; Neves, et al., 2011).

Vérias reacdes adversas e efeitos toxicos do antimonial j& foram notificadas, tais como: toxicidades cardiaca (Chulay,
et al., 1985; Chulay, et al., 1988), hepatica, pancreética, renal e do sistema musculo-esquelético (Marsden, 1994; Croft &
Yardley, 2002). Alguns eventos sdo dose e tempo dependentes (Franke, et al., 1990). Outro aspecto negativo, relacionado ao
tratamento da leishmaniose, a ser considerado é a falha terapéutica, bem como os casos de recorréncias (Padron-Nieves &
Ponte-Sucre, 2015).

A resisténcia do parasito ao farmaco tem sido relacionada a diminuicao intracelular da concentragdo do farmaco
devido a superexpressdo dos transportadores ABC (transportadores de cassetes de ligacdo ao ATP ou ATP-binding cassette
transports; Blackmore, et al., 2001; Leslie, et al., 2005). O circulo H, descrito na Leishmania, é uma estrutura

extracromossdmica que contém genes para transportadores ABC, sendo que o aumento de sua expressao tem sido associado a
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resisténcia aos farmacos (Padrén-Nieves & Ponte-Sucre, 2015). Diante deste cenario, torna-se urgente a busca de alternativas
terapéuticas, sendo as plantas medicinais importantes fontes de novos farmacos.

O alcaloide flavopereirina, isolado de Geissospermum vellosii mostrou-se promissor como leishmanicida. Também, o
extrato etandlico obtido desta espécie e sua fracdo foram ativos contra a Leishmanina (Leishmania) amazonensis (Silva &
Silva, 2019). Alcaloides isolados de Aspidosperma ramiflorum foram ativos contra a Leishmania (L.) amazonensis (Ferreira,
etal., 2004).

O presente estudo avaliou a atividade do extrato etanélico obtido de cascas de Aspidosperna nitidum, bem como
fracdes que possuem alcaloides e outras fracdes, contra as formas promastigota e amastigota de L. (L.) amazonensis, além

disso, avaliou o potencial citotéxico destas amostras, determinando sua seletividade.

2. Metodologia
2.1 Obtencéo do extrato, fracionamento e caracterizacio

As cascas dos troncos da espécie A. nitidum foram coletadas em Genipalba, localidade de Santa Barbara do Para (S
01° 10° 946> W 048° 11° 715”), herborizadas e incorporadas ao Herbario MG do Museu Paraense Emilio Goeldi, sob registro
MG206608. A seguir, as cascas foram secas em estufa por sete dias, moidas e submetidas & maceracdo (7 dias). O extrato
obtido foi submetido a particdo acido:base, sendo solubilizado em metanol e adicionado solu¢do aquosa de &cido cloridrico a
3%. Esta solucgdo foi extraida com diclorometano, obtendo-se a fracdo de neutros (FN). A camada aquosa &cida foi alcalinizada
com hidréxido de amdnio (NH4OH) até potencial hidrogenionico (pH) 9, seguida de nova extragcdo com diclorometano, sendo
obtida uma camada aquosa alcalina e uma camada orgénica (fracdo de alcaloides).

O extrato e as fragBes obtidas foram submetidos a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em silica gel,
utilizando-se como fase movel diclometano/acetato de etila/acido férmico (12:8:5,5), sendo visualizadas em luz Ultravioleta
(UV) a 365 nm (nanometros) e reveladas com Dragendorff. Apés, para identificacdo das substancias isoladas foi utilizado
método espectroscopico de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) apenas para a amostra que apresentasse
manchas sugestivas de alcaloides.

Além do método de particdo acido-base, o extrato etandlico foi submetido a sistema sob refluxo. Ao extrato foi
acrescentado solventes com polaridades crescentes (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) e, em seguida, este foi
aquecido (40 °C) sob refluxo por 20 minutos. O procedimento foi repetido por 3 vezes para cada solvente (Vale, et al., 2015),
obtendo-se as seguintes fracfes: Fracdo hexano (FrHEX), Fracdo diclorometano (FrDCL), Fracdo acetato de etila (FrAcOEt) e
Fracdo metanolica (FrMeOH).

Destacando-se que a metodologia desenvolvida neste estudo foi quantitativa, onde se realizou a coleta de dados
quantitativos ou numéricos através do uso de medicBes de grandezas e por meio da metrologia obteve-se nimeros com suas
respectivas unidades. Estes métodos produzem conjuntos ou massas de dados que podem ser analisados através de técnicas
matematicas como € o caso das porcentagens, estatisticas e probabilidades, métodos numéricos, métodos analiticos e geracéo

de equag@es e/ou formulas matematicas aplicaveis a algum processo (Pereira, et al., 2018).

2.2 Atividade leishmanicida

A cepa de Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/2009/M26361) foi cedida pelo Instituto Evandro Chagas,
Belém, Para. E a seguir, as formas promastigotas desta espécie de Leishmania foram primeiramente cultivas em meio NNN
(Novy-Nicolle-Mcneal) e posteriormente transferidas para 0 meio de crescimento RPMI (Roswell Park Memorial Institute

medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino desnaturado, penicilina G 10.000 Ul (unidades internacionais)/mL
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(mililitros) e estreptomicina 10.000 pg (microgramas)/mL e mantidas a 25°C + 1°C através de passagens. Ap6s o cultivo
seguiu-se o ensaio de atividade antipromastigota e antiamastigota conforme sera descrito a seguir.

No ensaio de atividade antipromastigota, promastigotas de L. (L.) amazonensis obtidas durante a fase logaritmica de
crescimento, foram centrifugadas e tiveram sua concentragdo ajustada para 4 x 10° parasitos/100 pL (microlitros). Esta
suspensao foi distribuida em placas de 96 pogos que ja continha as amostras a serem testadas em diferentes concentragdes (200
a 3.125 pg/mL) e, a seguir, a placa foi incubada durante 72 horas (h)/26°C. O controle negativo consistiu do parasito e meio de
cultura e o controle positivo do parasito ¢ anfotericina B (25 a 0.3906 pg/mL). Apos 72 h de incubagao, foi adicionado MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)- 2,5-difeniltetrazolium; 5 mg/mL) em cada poco. Decorridas 4 h de incubacéo,
adicionou-se dimetilsulféxido (DMSO) e. a seguir, realizou-se leitura em leitor de microplacas (490 nm). A Concentracéo
inibitéria 50% (Clso) foi determinada por regressdo linear (Graph Pad Prism versdo 5.04). Os resultados foram classificados
conforme os seguintes critérios: Clso <100 pg/mL - amostra ativa, Cls entre 101 - 200 pg/mL — amostra moderamente ativa, e
Clso> 200 pg/mL - amostra inativa (Mota, et al., 2015).

No ensaio de atividade antiamastigota, macréfagos obtidos do peritdnio de camundongos BALB/c (com concentragao
ajustada para 4 x 10° parasitos/50 pL) foram inicialmente mantidos em meio RPMI 1640 suplementado e, a seguir adicionados
em laminulas circulares previamente colocadas nos pogos de uma placa de 24 pogos (4 x 10° células/50 pL). Apds,
promastigotas de L. (L.) amazonensis foram adicionadas (4 x 10 parasitos) aos pocos desta placa. Depois de 4 h de incubagéo
em estufa a 35 °C/ 5% de CO; (diéxido de carbono), foi realizada lavagem dos pogos e, adicionado meio RPMI 1640
suplementado e as amostras testadas em diferentes concentragdes com base na Concentracdo citotoxica 50% (CCsy).
Decorridas 72 h de incubacéo em estufa, as laminulas circulares foram removidas dos pogos, fixadas com metanol e coradas
com Giemsa. As laminulas foram observadas ao microscépio éptico e, a seguir, foi determinado o nimero de amastigotas por
100 macréfagos em cada laminula (indice de infeccdo).

Ressaltando-se que todos procedimentos estdo de acordo com 0s principios éticos da experimentacdo animal. E o
estudo foi aprovado pela & Comissdo de Etica em pesquisa no uso de Animais do Instituto Evandro Chagas (CEUA) com
parecer de aprovagdo n° 29/2016/CEUA/IEC/SVS/MS.

2.3 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada por MTT (Mosman, 1983). Macr6fagos obtidos do periténio de camundongos
BALB/c (concentracdo ajustada para 4 x 10° parasitos/100 pL) foram distribuidos em placas de 96 pocos e incubados a 35°C
em estufa/ 5% de CO, durante 24 h. Apds a incubagdo, os pocos foram lavados e as células tratadas com as amostras testadas
em diferentes concentracfes (500 a 7,8125 pg/mL). Apés 72 h de incubagdo, MTT foi adicionado (5 mg/mL) e as placas foram
incubadas a 35°C em estufa com atmosfera de 5% de CO- durante 4 h. Depois deste periodo, DMSO foi adicionado a cada a
poco para solubilizar os cristais de formazan. A leitura da densidade 6ptica (D.O.) das amostras foi realizada em leitor de
microplacas (490 nm). A porcentagem de células viaveis (macrofagos) foi calculada, conforme formula adaptada de Ngure, et
al. (2009) e a CCsp (Concentragdo Citotoxica 50%) foi determinada por regressao linear (Graph Pad Prism versdo 5.04). Na
citotoxicidade para macrofagos peritoneais estabeleceu-se os seguintes critérios: menor ou igual a 100- muito tdxico; maior
que 100 e menor que 500- moderadamente téxico; Maior ou igual a 500- baixa toxicidade (Dolabela, 2007). O indice
seletividade (SI) para a atividade antipromastigota e antiamastigota foi calculado baseado razdo entre CCsp € Clsg (Reiméo,
2009).
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3. Resultados
3.1 Estudo fitoquimico

O processo de extracdo utilizado neste estudo forneceu um rendimento de 5,1% do extrato etanolico obtido das cascas
de A. nitidum (EE). O fracionamento do EE, através do método de particdo acido-base, levou a obtencdo das fracGes
alcaloidica (FA, rendimento = 29,25 %) e de neutros (FN, rendimento = 21,8 %). Enquanto, a extracdo sob refluxo gerou as
fracdes: hexanica (FrHEX, rendimento = 2,4 %), diclorometano (FrDCL, rendimento = 8,37 %), acetato de etila (FrAcOEt,
rendimento = 18,6 %) e metandlica (FrMeOH, rendimento = 38,4 %).

O EE e suas fragdes foram submetidas a analises por CCD, sendo observadas predominantemente manchas azuis,
quando visualizadas em UV (365 nm). Visando verificar se esta fluorescéncia azul poderia estar relacionada aos alcaloides, as
placas foram reveladas com reagente de Dragendorff, sendo observado manchas castanho-alaranjadas para o EE, FA e FrDCL.

O espectro de RMN de 'H da fracdo FA demonstrou a presenga de 23 sinais com deslocamentos quimicos em 6H
7,64, 7,61, 7,47, 7,46, 7,45, 7,41, 7,39, 7,38, 7,36, 7,33, 7,31, 7,30, 7,26, 7,19, 7,16, 7,12, 7,10, 7,08, 7,05, 6,96, 6,94, 6,91 e
6,89.

3.2 Atividade leishmanicida

A atividade leishmanicida in vitro foi avaliada em formas promastigota e amastigota de L.(L.) amazonensis. A fracéo
diclorometano mostrou-se moderadamente ativa contra a forma promastigota (Clso > 105,7+1,2 pug/mL). No entanto, o extrato
e demais frages ndo foram ativos contra esta forma do parasito (Clsp > 200 pg/mL; Tabela 1).

Ao realizar o célculo da Concentracgdo Inibitoria 50%, verificou-se que o EE e a FA mostraram-se ativas (Clso = 23,87
pg/mL £0,87 e 18,8+0,94, respectivamente) contra a forma amastigota de L. (L.) amazonensis, sendo que a fracdo FA foi mais
ativa que o EE. Enquanto que para as fracfes FrHEX e FrDCL esta atividade foi moderada (Clso = 143,0 pg/mL +0,82 e
204,5+0,71, respectivamente). As demais fracbes se mostraram inativas contra esta forma do parasito (Clsp > 500 pg/mL;
Tabela 1).

Tabela 1 - Atividade anti-promastigota e anti-amastigota de Aspidosperma nitidum.

Amostras Promastigota Amastigota

Clso + DP (pg/mL)

EE >200 23,87 0,87
FN >200 >500
FA >200 18,5 +0,94
FrHEX >200 143,0 £0,82
FrDCL 105,7 £1,12 2045 +0,71
FrAcOEt >200 >500
FrMeOH >200 >500
AB 0,06 + 0,0020 4,4 40,9

Clso - Concentracdo inibitdria 50%; DP - Desvio padrdo; EE - Extrato etandlico; FA - Fracgao alcaloidica; FN - Fracdo de neutros; FrHEX -
Fracdo hexano; FrDCL - Fracdo diclometano; FrAcOEt - Fracdo acetato de etila; FrMeOH- Fracdo metanolica; AB- anfotericina B.
Fonte: Autores.
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3.3 Citotoxicidade e seletividade

A citotoxicidade foi avaliada em macr6fagos murinos. O EE mostrou-se menos citotéxico e mais seletivo (CCso = 491,8
+ 1,86; SI = 21) para a forma amastigota em relacdo a FA (CCso = 184,7 + 2,5; SI = 11). Enquanto que, a FrHEX apresentou
baixa seletividade para esta forma do parasito (IS = 2,2). A FrDCL apresentou seletividade para a forma promastigota superior

a 4,7 e para formas amastigotas acima de 2,4 (Tabela 2).

Tabela 2 - Citotoxicidade e indice de seletividade de Aspidosperma nitidum.

Amostras Citotoxicidade Indice de seletividade (IS)
CCs0£DP (ug/ml) Promastigota Amastigota

EE 491,8 +1,86 - 21

FN 209,1+1,7 - -

FA 184,7£2,5 - 11
FrHEX 308,9 +0,82 - 2,2
FrDCL >500 >4,7 >2,4
FrAcOEt >500 - -
FrMeOH 473,0 0,76 - -

AB >100 >1667 >22,7

CCso - Concentragdo citotoxica 50%; DP - Desvio padrdo; EE - Extrato etandlico; FA - Fracdo alcaloidica; FN - Fracdo de neutros; FrHEX -
Fracdo hexano; FrDCL - Fracdo diclometano; FrAcOEt - Fracdo acetato de etila; FrMeOH - Fracdo metanolica; AB- anfotericina B.
Fonte: Autores.

4. Discusséo

Os rendimentos das fragdes FrHEX (rendimento = 2,4 %), FrDCL (rendimento = 8,37 %), FrAcOEt (rendimento =
18,6 %) e FrMeOH (rendimento = 38,4 %), sugere que 0 extrato etandlico é constituido, principalmente, de substancias de
maior polaridade. E ao analisar todas as amostras por CCD, verificou-se o predominio de manchas azuis, quando visualizadas
em UV, mas quando estas placas foram reveladas com reagente Dragendorff observou-se manchas castanho-alaranjadas apenas
no EE, FA e FrDCL, sugestivas de alcaloides. Estudos quimicos anteriores de A. nitidum levaram ao isolamento de alcaloides
inddlicos (Arndt, et al., 1967; Pereira?, et al., 2006; Pereira®, et al., 2006; Nascimento & Silveira, 2006; Nascimento, et al.,
2006; Martins, 2012).

A andlise do espectro de RMN de *H da fragédo FA demonstrou a presenca de sinais sugestivos de alcaloides indélicos,
sendo que os deslocamentos quimicos em 6H 7,47, 7,41, 7,36, 7,30, 7,26, 7,19, 7,08, 6,96 ¢ 6,89 foram atribuidos aos
hidrogénios do anel aromatico do sistema indélico quando comparadas com dados da literatura (Robert, et al, 1983, Verpoorte,
et al., 1982, Uchoa, 2006, English & Williams, 2010, Torres, 2012).

No presente estudo, observou-se que a EE e FA ndo se mostraram promissores para a forma promastigota, porém
foram ativos na forma responsavel pela doenca (Tabela 1). Indicando que atividade contra promastigotas ndo confere
necessariamente atividade contra amastigota e vice-versa. Ambos 0s estagios do parasita possuem diferentes caracteristicas
moleculares e bioquimicas, conferindo diferencas de sensibilidade das drogas (Camacho, et al., 2002). O Pentostam, por

exemplo, é efetivo contra formas amastigotas, mas ndo o é para promastigotas de Leishmania spp. (Olliaro & Brycenton,
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1993). O mesmo comportamento foi observado com o alcaloide bisbenzilisoquinolinico denominado Faeantina que mostrou
fraca atividade contra promastigotas, mas significante atividade contra amastigotas (Camacho, et al., 2002).

A atividade antiamastigota do EE e da FA, provavelmente, esta relacionada aos alcaloides, pois nas fracfes de
alcaloides de A.nitidum foram dectectados alcaloides inddlicos com caracteristicas estruturais bem proximas as da
desacetilaspidospermina (Martins, 2012) e iombina (Nascimento, 2013). E no extrato etandlico das cascas de A. nitidum ja
foram isolados os seguintes alcal6ides:10-metoxidiidrocorinanteol, corinanteol, heteroicimbina (Arndt, et al., 1967), acido
harmanocarboxilico (Pereira?, et al., 2006), 3-metil-harmano carboxilico, diidrocorinanteol (Nascimento & Silveira, 2006),
desidrositsirikina (Nascimento, et al., 2006) e braznitidumina (Pereira®, et al., 2006).

Nas fracdes obtidas da extracdo sob refluxo apenas as fragdes FrHEX e FrDCL mostraram-se ativas contra L. (L.)
amazonensis, sendo que sé a FrDCL mostrou atividade moderada contra as duas formas evolutivas (promastigota e amastigota)
de Leishmania (Tabela 1). Observando-se que as fracbes de menor polaridade obtidas por este método de extragdo
apresentaram maior atividade leishmanicida, podendo indicar que a atividade desta planta esteja relacionada a uma(s)
substancia(s) de baixa ou media polaridade.

Ao analisar a placa cromatografica contendo as FrHEX e FrDCL, observou-se machas azuis, em ambas as fracdes,
quando visualizadas em UV, sendo que quando a placa foi revelada com reativo de Dragendorff, apenas a FrDCL apresentou
zona cromatogréfica reativa a este reagente, sugerido a presenca de alcaloide nesta fragdo. Este fato sugere, também, que a
atividade contra Leishmania da FrDCL pode estar relacionada a presenga de alcaloides e indica que os alcaloides podem estar
ausentes na fracdo FrHEX ou que estes poderiam esté presentes em baixas concentragdes.

Diante do exposto, realizou-se RMN H da fragdo FrHEX e de suas subfracdes FrHEX1 e FrHEX2 no sentido de
observar ou ndo sinais sugestivos de alcaloides. Ao analisar os espectros, verificou-se quatro sinais, apenas na subfragdo
FrHEX2, em 8H 7,60, 7,26, 7,19, 6,90. Ao comparar com dados da literatura, estes sinais correspondem aos hidrogénios do
anel benzénico do sistema inddlico, tratando-se de alcaloides inddlicos (Uchoa, 2006; Torres, 2012). Entdo, este resultado
sugere que os alcaloides podem estar em concentragdes muito baixas na fracdo FrHEX.

Outros estudos vém demostrando atividade antileishmania dos alcaloides presentes em plantas. Verificou-se a
atividade do extrato bruto hexanico de Aspidosperma cuspa contra amastigotas intracelulares de L. amazonensis mostrando um
percentual de inibicdo maior que 50% nas concentragdes de 1, 6, 8, 40 pg/mL (Nunes, 2008). Outro estudo (Delorenzi, et al.,
2001) demonstrou que o extrato e fracBes ricas em alcal6ides inddlicos tem apresentado atividade em formas promastigota e
amastigota em L. amazonensis. A fracdo alcaloidica obtida das cascas do caule de A. ramiflorum e substancias puras
(ramiflorina A e B) mostraram-se ativas contra as formas promastigotas de L. braziliensis e L. amazonensis, sendo essa
atividade maior contra L. amazonensis (Tanaka, et al., 2007; Ferreira, et al., 2004).

Em relacdo a citotoxicidade do EE, pode-se sugerir que este apresente um baixo potencial citotdxico (Tabela 2) contra
macrofagos de camundongo BALB/c. Em outras pesquisas desenvolvidas com espécies do género Aspidosperma, observa-se
que as substancias obtidas destas plantas quando testadas contra diferentes tipos celulares apresentam baixa ou moderada
citotoxicidade ou ndo se mostram citotéxicas, conforme podemos observar na literatura citada a seguir. O Ext.EtOH (extrato
etanolico) de A. nitidum e suas fragdes FA e FN ndo apresentaram citotoxicidade para células hepaticas (CCso = 410,65 pg/mL,
376,73 pg/mL e 452, 53 pg/mL, respectivamente; Martins, 2012). O extrato hidroetandlico de A. excelsum ndo ocasionou
redugdo da viabilidade celular de fibroblastos murinos, indicando néo ser citotoxico para esta linhagem celular (CCso > 6250
pg/mL) e sua fracdo alcaloidica C2 apresentou pequena citotoxicidade nas concentrages superiores a 800 pug/mL (Gomes,
2011). Em outro estudo, o extrato etandlico de Aspidosperma parvifolium demonstrou baixa citotoxicidade em culturas de
células VERO (100 < CCs < 500 pg/mL; Dolabela, 2007).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12646

Research, Society and Development, v. 10, n. 2, 50210212646, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12646

A FA, apesar de apresentar uma menor Clso para a forma amastigota, apresentou um maior potencial citotoxico que o
EE (Tabelas 1 e 2), sugerindo que o aumento do teor de alcaloides pode estar relacionado a este fato. A fracdo de acetato de
etila das tinturas de Schinus terebinthifolius e Solidago chilensis obtiveram maior percentual de atividade citotoxica
apresentando 97,2% e 98,5%, respectivamente em comparagdo ao extrato etanolico destas espécies vegetais. Identificando-se
maior teor de compostos fendlicos como flavondides nas tinturas. Destacando-se que as tinturas de S. terebinthifolius e S.
chilensis sdo usadas via oral, porém em baixissimas concentragdes, sem riscos de toxicidade (Silva, 2018).

A ndo identificacdo do(s) possivel(is) alcaloide(s) envolvido(s) na atividade leishmanicida foi um fator limitante neste
estudo, pois ndo conseguimos determinar a substancia responsavel por esta atividade. Estudos envolvendo métodos
espectrométricos de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono 13 (RMN *H e *3C), 1D e 2D e espectrometria

de massa (EM). precisam ser realizados visando a elucidacéo deste provavel alcaloide.

5. Concluséao

Estes resultados sugerem que, realmente, o EE obtido das cascas de Aspidoperma nitidum é promissor como
leishmanicida, requerendo estudos quimicos adicionais para identificar a substancia responsavel pela atividade. Além disso,
estes resultados corroboram com os relatos de uso popular da planta, levando a inferir sobre o potencial do extrato para
obtencdo de novas entidades quimicas contra L. (L.) amazonensis.

A elucidacdo estrutural do possivel alcaloide responsavel pela atividade leishmanicida e avaliacdo das alteragdes
morfolégicas em Leishmania (L.) amazonensis ocasionadas pelas amostras ativas serdo 0s préximos passos a serem dados

nesta pesquisa.
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